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1. Introduccion

Las enfermedades parasitarias constituyen uno de los problemas cruciales de
salud pidblica en los paises en vias de desarrollo. Tradicionalmente, dichas
enfermedades se han dividido en parasitosis gastrointestinales y parasitosis sistémicas.
Entre las primeras encontramos aquellas causadas por helmintos como Ascaris
lumbricoides y Necator americanus y aquellas provocadas por protozoarios como
Giardia intestinalis y Entamoeba histolytica. En el segundo grupo, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha informado que las cinco enfermedades parasitarias
sistémicas que afectan a los paises en vias de desarrolio son: la enfermedad de Chagas,
el paludismo, la leishmaniasis, la oncocercosis y fa tuberculosis. Las tres primeras
causadas por protozoarios, la cuarta por una filaria y la Gitima por una bacteria (OMS,

2000).

La terapéutica antiparasitaria incluye diversos compuestos, de los que destacan
dos derivados del 1A-bencimidazol-2-carbamato de metilo: Albendazo! y Mebendazol.
(Cook, 1990). Ambos compuestos poseen un amplio espectro de accén contra
parasitos del tracto gastrointestinal; sin embargo, su uso en parasitosis sistémicas estd
limitado por dos problemas principales: su insolubilidad acuosa y la inestabilidad
metabdlica. Adicionalmente, se esta presentando una creciente resistenda por parte de

los organismos a estos compuestos{Gottschall et al, 1990).
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Recientemente, nuestro grupo de investigacion sintetizd y evalud /n vitro varios
derivados del 2-(triflurorometil}-1/bencimidazol (Navarrete, 2004). La mayoria de
estos compuestos mostraron actividad antiprotozoaria y nematocida similar o de mayor
potencia que los farmacos de uso dinico y con un mecanismo de accién distinto. Uno
de estos compuestos es el 5-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(triflurometil)-14-
bencimidazol (GNV14), el cual presentd la mejor potendia antiparasitaria contra Glardia
intestinalis, Trichomonas vaginalis, Trichinella spiralis y C. elegans. A pesar de los
buenos resultados obtenidos /in vitro, la actividad de GNV14 disminuyé en estudios in
vivo. Situacion atribuida a su escasa solubilidad acuosa, la cual depende de su

naturaleza estructural(Navarrete, 2004).

Existen varios procedimientos para tratar de incrementar la solubilidad acuosa de
compuestos hidrofdbicos. Uno de efios es mediante la formacion de complejos de

indusién utilizando a las diclodextrinas (Loftsson y Brewster, 1996).

Con el propésito de incrementar la solubilidad acuosa del compuesto GNV14, el
objetivo de este trabajo fue formar dos complejos de indusion, utilizando a la

B-ciclodextrina y a la Hidroxipropil-p-ciclodextrina.




Planteamiento del problema, hipotesis y objetivos

1.1 Planteamiento del problema

Dado que el compuesto GNV14, con muy buena actividad antiparasitaria en
estudios /n vitro, no mostré buena eficacia en los estudios in vivo probablemente
debido a su insolubilidad acuosa, ¢ Es posible incrementar el valor de esta propiedad
fisicoquimica en este compuesto utilizando algiin recurso que no vaya alterar sus
caracteristicas antiparasitarias?
1.2 Hipdtesis

Por la naturaleza estructural de GNV14, la manera mas adecuada de incrementar
su solubilidad acucsa es mediante el uso de ciclodextrinas, ya que los complejos de
inclusion formados, no modificarén la estuctura de GNV14 con la consecuente

conservacion de su actividad antiparasitaria.

1.3 Objetivo General

e Formar complejos de incdusion de GNV14 con dos ciclodextrinas para

incrementar su solubilidad acuosa.

1.4 Objetivos especificos
e Obtener el compuesto GNV14 en cantidades suficientes para realizar los
estudios de formacién de complejos de inclusion.

e Obtener el compuesto GNV7 en cantidad de 100 mg para utilizarlo como

marcador de inestabilidad en estudios analiticos.
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Formar el complejo de inclusion GNV14 con B-ciclodextrina e hidroxipropil-g-

ciclodextrina utilizando el metodo de cosolvencia.

Formar el complejo de inclusion GNV14 con B-ciclodextrina mediante e uso de

microondas.

Caracterizar los complejos de inclusion de GNV14/p-ciclodextrina vy
GNV14/Hidroxipropil-B-ciclodextrina mediante espectroscopia de infrarrojo,

calorimetria diferendal de barrido (DSC) y termogravimetria (TG).

Cuantificar la solubilidad acucsa de GNV14, y los complejos de GNV14 con

ciclodextrinas mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
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2. Marco tedrico

En este apartado se encuentra la informacion referencial del presente trabajo de
tesis. La informacion esta dividida en tres secciones principales: la primera contiene
aspectos relevantes de las parasitosis como problema de salud publica; la sequnda
presenta algunas generalidades sobre los bencimidazoles como antiparasitarios, y la
tercera induye aspectos sobre el uso de las ciclodextrinas para incrementar la

solubilidad acuosa de compuestos organicos.

2.1 Las parasitosis como problema de salud publica

Las enfermedades parasitarias, tanto las helmintiasis como las protozoosis,
siguen siendo uno de los principales problemas de salud publica en el mundo y
principalmente en paises en vias de desarrolio. De acuerdo a estimadones de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), mas de la mitad de la poblaciéon mundial
padece de alguna infeccidn parasitaria causada por helmintos y protozoarios (OMS,
2002). Las infecdones causadas por helmintos afectan tanto a humanos, como a
animales domésticos. La magnitud de estas parasitosis es tan grande que en la
actualidad representa el grupo mas importante de infecciones sobre el planeta (Horton,
2003). Se estima que cerca de 450 millones de personas infectadas por helmintos,
principalmente niftos, se encuentran hospitalizadas y requieren de parasiticidas
(Crompton 1999). En este rubro, las infecciones causadas por gusanos con ganchos

(cestodos) matan alrededor de 65,000 personas cada afic (Horton, 2003). En nuestro
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pais, la poblacién infantil es la mas afectada por helmintiasis (www.salud.gob.mx), por
lo que se han implementado campafias para desparasitar a la niffez como o
recomienda la OMS (Colley, 2001). Por otro lado, llama la atencidon que para las

infecciones causadas por protozoarios no se cuenta con campafias similares.

Las protozoosis, por su parte, constituyen un segundo grupo de enfermedades
parasitarias de importanda en medidna humana y veterinaria. Existen protozoarios que
infectan el tracto gastrointestinal como Giardia intestinalis y Entamoeba histolytica, asi
como protozoarios que afectan otros drganos y sistemas del organismo, como son

Trichomonas vaginalisy Trypanosoma cruzi (Cabello, 1999).

En la Tabla 1 se enlistan algunas de las enfermedades parasitarias que fa OMS
considera de atencion prioritaria (OMS, 2000), éstas incluyen helmintiasis y protozoosis
de ubicacidn extraintestinal (parasitosis sistémicas). A diferencia de las infecciones en el
>trado gastrointestinal, el tratamiento de las parasitosis sistémicas requiere que los
compuestos alcancen concentraciones plasmaticas adecuadas para erradicar la
infeccidn. Algunos antiparasitarios presentan caracteristicas no deseables que limitan su
eficacia sistémica, por ejemplo, alta toxicidad, insolubilidad acuosa o problemas de
estabilidad. Por lo que hay una necesidad urgente de desarrollar nuevos compuestos
antiparasitarios con caracteristicas estructurales que rebasen los inconvenientes antes

mencionados y que puedan ser utilizados para combatir las infecciones sistémicas, las
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cuales requieren para su tratamiento de altas dosis (> 15 mg/Kg) por tiempos

prolongados (Forez et al, 1996).

Tabla 1. Enfermedades parasitarias de atencién prioritaria

Erfermedad Parasito

Caracteristicas de la enfermedad

Millones de perscnas
afectadas en el mundo

Flariasis linfatica

y malawi

Schistosoma
haematobium,
mansoni y
Japoricum

Esquistosomiasis

Leishmania

Leishmaniasis onovan,

brazifiensis y tropica

Oncocercosis

Trypanosoma
Enfermedad del

rhodesiense

Tripanosoma auzf

Enfermedad de
Chagas

Wuchereria bancrofti Produce

Onchocerca volvidlus

bruced, gambiense y

malformadones ¥
discapadidad, afecta a las
extremidades, genitales y organos
internos.

Induce un debilitamiento muscular
generalizado, lo que provoca
ausentismo laboral vy educativo en
los nifios.

Produce dafo en érganos intemos,
lesiones cutaneas y mutilaciones en
Ia nariz y la boca

Provoca ceguera

Induce un trastomo debilitante a
largo plazo y daiio mental

Produce

corazén e intestinos

lestones irreversibles al

120

200

12

85

55

18




Marco teérico

—
—_— —_— e e
e ——

2.2 Los bencimidazoles antiparasitarios

El interés por el estudio de los derivados del bencimidazol como moléculas con
posible actividad bioldgica surgié en 1950 cuando se encontré que la vitamina B12
teniacomo niicleo central una molécuia de este tipo unida a un monosacérido (Figura 1)

(Townsend y Wise, 1990).

HO

HaC N
T
HsC
Figura 1. Estructura central de la vitamina 812.
Investigaciones posteriores pusieron de manifiesto que algunos derivados del

bencimidazol presentaban diversas actividades bioldgicas, tales como ta hipotensora,

anticonvulsiva, anestésica, antibiética y antibacteriana (Cook, 1990).

En 1961 se descubrid que un dél;ivado del bencimidazol, el Tiabendazol,
presentaba actividad antiparasitaria de amplio espectro contra helmintos
gastrointestinales (Figura 2). Sin embargo, los primeros estudios /7 vivo de esta
sustancia indicaron que ocasicnaba diversas reacciones adversas a los pacientes y se
transformaba rapidamente a un metabolito sin accién parasiticida, situacién que limitd

su utilidad dlinica (Gottschall et al, 1996; Horton, 2000).




Marco teorico

(IS0 — I
Tiaben:azol MetaboI:o madctivo

Figura 2. El Tiabendazol y su metabolito inactivo.

A pesar de ello, el descubrimiento del Tiabendazol fue muy importante ya que
marco la llegada de un nuevo grupo estructural de compuestos para el tratamiento de
las enfermedades parasitarias. Para tratar de optimizar y buscar nuevos derivados del
bencimidazol como agentes antiparasitarios, se sintetizaron y evaluaron cientos de
compuestos. De estos trabajos, surgid la segunda generacién de bencimidazoles con
grupos como carbamato de metilo, acilamino, y urea en posicion 2. Los 1A
bencimidazol-2-carbamato de metilo (Figura 3) se ubicaron como agentes
antihelminticos de amplio espectro con buena eficacia dinica y practicamente nulas
reacciones adversas (Cook, 1990). Dos compuestos de este grupo son los de mayor uso

actualmente, el Albendazol y el Mebendazol (Fldrez et al, 1996).

R N3 0
3 \ I Albendazol: R = SC,H,
>—NH—C—O——CH,
6 1 Mebendazol: R = C(O)CH,

Fgura 3. Estructura del Albendazol y Mebendazol.
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De los estudios cualitativos de relaciones estructura-actividad realizados en la
segunda generacion de bendmidazoles, se pudo determinar que para conservar e
incrementar la actividad antihelmintica del bencimidazol, era muy importante conservar
el proton en la posicion 1 y las posiciones 2, 5 y 6 de esta estructura debian estar
sustituidas. Cualquier modificacion en otra posicion, causaria la pérdida de actividad

antiparasitaria ( Townsend y Wise, 1990),

El mecanismo de accidn antiparasitario del Albendazol y Mebendazol es a través de
la inhibicion de la polimerizacion de la tubulina (Martin et al, 1997). Como consecuencia
de esta inhibicion se presenta la desintegracion de los microtibulos en el citoplasma de
las células intestinales de los parasitos con la consecuente muerte del mismo (Lacey,

1990).

En la Tabla 2 se muestran algunos de los parasitos sensibles al Albendazol y
Mebendazol. Ambos compuestos se clasifican como antiparasitarios de amplio espectro.
Un aspecto importante a sefialar hoy en dia, es que se han detectado cepas de
parasitos resistentes a estos bencimidazoles, situacion que obliga a buscar nuevos
compuestos de accién antiparasitaria, fundamentalmente con mecanismo de accién

distinto a estos dos compuestos (Cook, 1990; Jackson y Coop,2000).
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Tabla 2. Actividades antiparasitarias para el Albendazol y Mebendazol

Parasito Mebendazol Albendazol

Nematodos intestinales
Ascaris lumbricoides +
Strongyloides stercolaris -
Capillaria phifippinensis
Trichints trichiura

Enterobius vermiadaris

+ + 4+
+ + + + +

Nematodos extraintestinales
Tridhinefla spiralis
Gnathostoma spinigerum
Larvae migrans atdnea

H H W

H o+ + +

Larvae migrans viceral -
Onchocerca volvufus + -

Cestodos

Echinococaus granufosus + +
Echinococauss muftilocuiaris x +
Tenia soffum (dsticerco) - +

No todos los derivados bencimidazolicos descubiertos como antiparasitarios son
de amplio espectro, algunos como el Triclabendazol y el compuesto alfa (6-doro-2-
(metiltio)-4-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol} muestran accion selectiva sobre el trematodo
Fasciola hepdtica. Comportamiento atribuido a la naturaleza de los sustituyentes

presentes en estas moléculas (Figura 4).

n
"
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Triclabendazol Alfa

Fgura 4. Estruchura de dos fasdoliddas.

2.2.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los bencimidazoles antiparasitarios

Quimicamente un bencimidazol se puede definir como una molécula anular
diazélica benzofusionada (Gilchrist, 1995). Presentan tautomeria, ya que el protn en
un atomo de nitrégeno es intercambiable con el otro nitrégeno (Figura 5). Esta
caracteristica hace que el bencimidazof sea realmente una mezda de dos espedes

quimicas (Townsend y Wise, 1950).
4

3 ) 7 H
5 \ N
I D =—=:1 T )
1N(ac:indno) N
H
4 3

7
Figura 5. Tautomeria y caracteristicas adido-base de los bendmidazoles.

Los derivados del bencimidazol son productos cristalinos y con puntos de fusién

mayores a 200 °C; son insolubles en agua, particularmente los 1Abencimidazol-2-
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carbamato de metilo como el Albendazol y el Mebendazol. Los dtomos de nitrégeno
poseen caracteristicas acido-base: el nitrégeno de la posicién 1 puede donar el protén
con el consecuente comportamiento dcido, mientras que el nitrégeno de la posicién 3
es basico porque puede aceptar un protdn, como lo muestra la figura 5 (Townsend y

Wise, 1990).

2.2.2 Los 2-(Triflurometil)-1 #bencimidazoles como antiparasitarios

Los derivados del 2-(Triflurometil}-1/4bencimidazol constituyen un grupo de
sustancias que ha mostrado, desde su aparicion en la década de los cincuenta, diversas

actividades biologicas (Smith, 1953).

Nuestro grupo de investigacion sintetizé varios derivados bencimidazolicos de este
tipo y les determind su actividad antiparasitaria /7 vitro. En la Tabla 3 se muestrz la
susceptibilidad de Giardia intestinalis y Entamoeba histolytica a estos derivados. En
este estudio se utilizaron como referencias al Metronidazol (nitroimidazol) y al
Albendazol por ser antiparasitarios de uso clinico. Se puede observar que en el caso de
G. intestinalis, todos elios, con excepcion de G3, fueron mas activos que el
Metronidazol aunque ninguno superé at Albendazol. Con relacién a £. histolytica, todos

fueron mas activos que e! Metronidazol y el Albendazol (Navarrete et al, 2001).

13
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Dos hallazgos principales arrojaron el estudio anterior. El primero es que los
compuestos G4-G7 no presentan el protén en posicion 1, requisito sefialado como
indispensable para la activada antiparasitaria. El segundo estd relacionado con el
mecanismo de accion, el cual al parecer no involucra la inhibicién de la polimerizacion

de tubulina (Navarrete, 2001).

Tabla 3. Actividad antiparasitaria de derivados del 2-(triflurometil}-14#bendmidazol

R4 N
DS o
R

2 N\
R3
Compuesto R, R; R3 G. intestinalis E. histolytica
Cls (1M) Clso (uM)
G1 H H 0.107 0.069
G2 a a H 0.078 0.011
G3 d H 1.282 0.022
G4 H H CH; 0.064 0.040
G5 d a CH; 0.260 0.033
G6 d H CH,4 0.042 0.046
G?7 H d CH, 0.127 0.008
Metronidazol 1.220 0.350
Albendazol 0.037 56.330

14
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Los buenos resultados obtenidos, despertaron el interés de continuar preparando
més derivados bencimidazdlicos conservando el grupo triflurometilo en posicién 2, el
proton o metilo en posicion 1 y los sustituyentes que presentan el Albendazol,
Mebendazol y Triclabendazol, en las posiciones 5 o 6. Los resultados de actividad

antiparasitaria se muestran en la Tabla 4.

El compuesto GNV14 tuvo una potencia similar al Albendazol y 40 veces mayor
a la del Metronidazol contra el parasito G. intestinalis. El mismo compuesto fue 13
veces mas efectivo contra 7. vaginalis en comparacién con el Metronidazol y 99 veces

mas activo que el Albendazol (Navarrete, 2004).

En un intento de explorar la posible actividad antihelmintica in vitro de esta (ltima serie
de compuestos, se utilizaron dos nematodos para este proposito; un  helminto
sistémico ( 7richinella spiralis) y uno de vida libre (C. elegans). Para el primero GNV14
fue el mas activo ya que a concentraciones de 0.037 pM redujo al 50% la poblacion de
este parasito. Para el segundo, GNV14 provocé una reduccidn del 98% de la poblacion

a concentraciones de 10 uM (Navarrete, 2004).

15
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Tabla 4. Actividad antiparasitaria de derivados bencimidazolicos

R@iycﬁ
R; "\

Rs

Compuesto R, R, R G. intestinales 7. vaginalis
Cls (uM) Clso (uM)
GNV1 SCiH; H H 1.515 0.345
GNV5 C(O)YCsHs H H 2.310 28.440
GNV7 3 3 H H 0.054 0.535
didorofenoxi
GNVE SCiH; H CH, 10.450 0.200
GNV12 C{OYHs H CH; 1.698 29.590
2, 3-
GNV14 H CH; 0.030 0.016
didorofenoxi
GNV15 H SC:H; CH; 1.403 2.584
GNV19 H C{O)CeHs CH; 1.285 10.64
GNV21
H 2, 3- CH, 0.063 0.110
didorofenox
Metronidazol 1.220 0.216
Albendazol 0.037 1.592

|
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A pesar de los buenos resultados de actividad obtenidos para GNV14, la
evaluacion de su actividad antiparasitaria /7 vivo en animales infectados en tejido
muscular con larvas de 7. spiralis, no arrojo resultados favorables. Esta falta de
comrelacion de los estudios in vitro-in vivo podria deberse a que GNV14 es una
molécula escasamente soluble en agua. Situacién que constituye una seria desventaja

si se pretende usar este compuesto en parasitosis sistémicas.
2.2.3 Sintesis quimica de fos 2-(Triflurometil)bencimidazoles

Las sintesis de los bencimidazoles, generaimente ocurre en dos pasos, el primero
consiste de la formacion de una o-fenilendiamina (1,2-diaminobencenc), con los

sustituyentes en el resto de las posiciones. El segundo paso, consiste del cierre del

anillo con fa consecuente formacion del imidazo! correspondiente, Figura 6 (Townswnd

o0 —

Figura 6. Esquema general de sintesis de un bencimidazol.

y Wise, 1990).

Los derivados del 2-(Triflurometil}-1A4bencimidazotl se pueden formar a partir de
ofenilendiaminas por condensacidon con acido triflurcacético en presencia de acido

clorhidrico, Figura 7 (Navarrete, 2004).
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NH,
R_@[ CFaCOOH \> o
NH, HCJ 4N

Pd/C, H
e Pd/C, H ,

NHCOCF ,

Figura 7. Esquema general de sintesis de derivados del 2-(triflurometil)- 1#bencimidazol.

Una ruta adicional de sintesis involucra el tratamiento de una o-nitroanilina con
anhidrido trifluroacético, para dar origen a la triflucroacetanilida correspondiente, la
cual se somete a reduccién catalitica, dando como resultado al 2-(Triflurometil)-14

bencimidazol, Figura 7 (Navarrete, 2004).

2.3 Uso de las ciclodextrinas para incrementar la solubilidad acuosa de los compuestos

organicos

Uno de los principales problemas que presentan los derivados bencimidazélicos en
general es su baja solubilidad acuosa y de este problema no estdn exentos los

derivados del 2-(Triflurometil)-1#bencimidazol. La baja solubilidad de un

— — R
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antiparasitario dificulta su traslado a través de las membranas bioldgicas con el
consecuente problema de baja biodisponibilidad (Florez et al, 1996). Situacién que

limitaria su uso como agente de accién sistémica.

En el campo de la Quimica Farmacéutica, se conocen diversos procedimientos para
tratar de incrementar la solubilidad acuosa de compuestos activos hidrofébicos. Una de
estas herramientas es la formacion de complejos de inclusion utilizando ciclodextrinas.

(Loftsson y Brewster, 1996; Winters et al, 1997).

La patente de la primera cidodextrina fue registrada en 1953 y desde entonces los
avances en biotecnologia han permitido tener grandes producciones de estos

compuestos con altos grados de pureza y bajos costos (Loftsson y Brewster, 1996).

2.3.1 Ciclodextrinas: definicién y propiedades

Las ciclodextrinas son oligosacaridos dclicos, formadas principalmente por
moléculas de glucosa enlazadas por uniones «-1,4. Forman un cono o estructura
toroidal con un centro hidrofébico y una porcidn externa hidrofilica, Figura 8 (Loftsson y

Brewster, 1996).
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Figura 8. Estructura quimica y geometria de la p-cidodextrina.

Los hidroxilos primarios de las moléculas de glucosa se orientan hacia el exterior
del cono mientras que los secundarios lo hacen hada el interior de la estructura
(Loftsson y Brewster, 1996).

Las cidodextrinas mas comunes son: la a, B ¥ y, que consisten de seis, siete y
ocho moléculas de glucopiranosa respectivamente, las ciclodextrinas que contienen
nueve, diez, once, doce y trece unidades se denominan, §, ¢, &, n Yy 0, respectivamente

(Loftsson y Brewster, 1996).

Algunas de las caracteristicas fisicoquimicas de la o, y y ciclodextrina se pueden
apreciar en {a Tabla 5, los puntos de fusidn oscilan alrededor de los 265°C y todas

poseen una estructura cristalina (Loftsson y Brewster, 1996).
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Tabla 5. Algunas caracteristicas fisicoquimicas de la a,B, v y 8 ddodextrinas

a B Y )
NUmero de unidades de glucopiranosa 6 7 8 9
Peso molecular 972 1135 1297 1458
Diametro de la cavidad (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.58.3 10.3-11.2
Solubilidad acuosa a 25 °C (g/ 100 mL) 14.5 18.5 23.2 8.19

Los grupos hidroxilo pueden ser sustituidos por otros grupos para favorecer ia
interaccién con principios activos o bien modificar la solubilidad de la ciclodextrina en
diferentes medios, asi se origind la Hidroxipropil-p-Ciclodextrina mostrada en la Tabla 6

(Loftsson y Brewster, 1996).

A la interaccion existente entre el principio activo y la cidodextrina se ke conoce
como complejo de inclusidn, como se observa en la Figura 9 (Loftsson y Brewster,
1996), se ha reportado la formacion de diversos complejos de indusidn con varios
principios activos, tales como Warfarina (Zingone y Rubessa, 2005), Miconazo! (Tenjarla
et al, 1998), Glicazida ( Winters et al, 1997), Amfelopsina (Ruan et al, 2005) y Gossypol

(Shen et al, 2005).
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_ Farmaco  Ciclodextrina Complejo de inclusion

Figura 9. Formaddn de un complejo de indusidn.,

Ademds de aumentar la solubilidad acucsa de los principios activos, ios complejos
de inclusion con ciclodextrinas también pueden incrementar la estabilidad de fas
sustancias, inducir la transformacion de productos liquidos en sdlidos cristalinos,
prevenir las interacciones aditivas farmaco-farmaco, reducir la irritacion ocular y
gastrointestinal; asi como disminuir o eliminar la accién enzimatica sobre los

compuestos (Loftonson y Brewster, 1996).

De los métodos de formadion de complejos de inclusién destacan el de cosolvencia
(Zigone y Rubessa, 2005) y el método de formacion mediante el uso de microondas

(Shen et al, 2005).
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Tabla 6. Derivados de ddodextrina

a B Y
Alquiladas metil, butil Metil metil, butil, fenil
Hidroxialquiladas  Hidroxipropil hidroxipropil hidroxipropil
Esterificadas acetil, propionil, butinil, succnil,
Acetil benzoil, palmitoil, toluensulfonil acetil
Esterificadas y
alquiladas - acetil-metil, acetil-butil -
Derivados de
azucar Glucosil, manosil glucosil, manosil glucosil, manosil
Derivados ionicos  carboximetil, Carboximetil,
fosforil carboximetil, carboxietil, fosforil fosforil
Polimeros polimeros simples Polimeros simples polimeros simples
Carboximetil carboximetil Carboximetil

El complejo de inclusidn puede tener diferentes relaciones molares, las méas
comunes son 1:1y 1:2 (Rajewski y Stella, 1996), en la Figura 10 se ejemplifican estas

relaciones de forma esqematica.

Complejo de  Ciclodextrina Complejo de
inclusién 1:1 inclusion 1:2

Figura 10. Formaddn de un complejo de indusion en una reladén molar 1:2 |
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3. Diseiio experimental y Metodologia

En este apartado se presenta de forma general ios diversos procedimientos
realizados en el presente trabajo de investigacién. Los detalles de estos procedimientos
asi como los espectros, cromatogramas y termogramas se ubican en los apéndices de
este informe. La informacion se presenta ordenada de acuerdo a como se enlistan los
objetivos especificos.

3.1 Sintesis del compuesto GNV14
Para la sintesis de GNV14 se siguio el esquema general sefialado en la Figura 11
(Navarrete, 2004):

cl !
cl OH, OoN cl o
K,CO 4
DMF, Refuio
1 2z
H 5, Ki-Raney
Cl ]
ct o
cHjcoococH 5 O °
B
. _COCH
H
2 HH

CH COOCOCH 5

HNO 4
50 4(CH 3); ¢
COCH ,
Pi‘/
CH;
KOH
Cl
’ Ct o] 2
B e ]
IH
& CHy

CF 1COOH, Refiuio

Cl o] N
h
[ j T
\
CH,
GNV14

Figura 11. Sintesis def GNV14.
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Para obtener el intermediario 1 se recurridé a una reaccion de sustitucion
nucleofilica aromatica entre el 2,3-diclorofenol (Aldrich) y el 1-fluro4-nitrobenceno

(Aldrich), en presencia de K,COs.

El compuesto 3 se obtuvo en dos pasos, el primero requirié de la reduccion del
intermediario 1, mediante una reaccion de reduccion catalitica que necesita la
presencia de H; y Ni-Raney como catalizador (Aldrich), de esta manera se origind el
compuesto 2, el cual se sometié inmediatamente a una reaccion de acetilacion con

anhidrido acético.

Para obtener la molécula 4, se efectud una reaccion de sustitucion electrofilica
aromatica entre el nitrato de acetilo y el compuesto 3. Para generar al nitrato de
acetilo, se recurrié a una mezcla de anhidrido acético y acido nitrico, las condiciones de

reaccion requirieron de temperatura controlada.

E! compuesto 4 se sometid a una reaccion de -N-rneﬁlacién, la cual necesita como
agente alquilante al sulfato de dimetiio (Aldrich) en presencia de KOH, originando el

compuesto 5.

El compuesto 6 se sometid a una reaccidn de reduccion, utilizando H; y Ni-Raney

como catalizador, lo que origind el intermediario 7 el cual fue sometido
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inmediatamente a la reacddn de cidacion en presencdia de acido trifluroacético y

utilizando HCl como catalizador, de ésta manera se obtuvo el compuesto GNV14.
3.2 Sintesis del compuesto GNV7

La preparacion de GNV7 se inicié con la hidrélisis del compuesto 4 para obtener
el intermediario 8. Este (ltimo se sometid a un proceso de reduccion catalitica con
hidrogeno utilizando como catalizador Ni-Raney para obtener la orto-fenilendiamina
correspondiente, 9. Finalmente, el compuesto 9 se suspendid en una solucion acuosa

de acido trifluoracético bajo condiciones de reflujo para obtener al GNV7 (Figura 12).

3.3 Formacién de complejos de indusion GNV14 con p-ciclodextrina e Hidroxipropil-p-

ciclodextrina utilizando el método de cosolvencia.

La formacion de los complejos de indusion por cosolvencia se realizé de acuerdo

al procedimiento operativo presentado en la Figura 13.
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Figura 12. Preparacion de GNV7

Compuesto B -Ciclodextrina 6
GNV-14 Hidroxipropil-p—Ciclodextrina
Metanol » Agua

l

Complejo de Complejo de
inclusién seco  [«—————— inclusion en
fase acuosa

Figura 13. Procedimiento para la formacdon de los complejos de indusion.

|
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A una solucidon acuosa de ciclodextrina se le adicdoné en un solo paso una
solucion metandlica de GNV14. La suspension se agitd durante 5 dias a temperatura
ambiente y protegida de la luz. Transcurrido e tiempo, se procedid a separar la
suspension por filtracién. El filtrado se concentré en el rotaevaporador para obtener un
solido blanco, el cual se dejé secar a temperatura ambiente y con vacio. Al producto

obtenido se le determiné el punto de fusidn.

3.4 Formacién del complejo de indusion GNV14 con B-Ciclodextrina mediante el uso

de microondas

Para formar el compiejo mediante este método, se prepararon mezdas sdlidas en
relaciones molares 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 y 1.5, de GNV14 y de p-cclodexirina
respectivamente. A cada mezcla se le agregd una minima cantidad de agua/metanol
(50:50), para permitir la interaccion entre GNV14 vy la ciclodexirina. Esta suspension
se sometié a una radiadén de microondas por aproximadamente 90 s, el complejo fue

obtenido cuando se retir6 el exceso de disolventes de la mezcla por evaporadén.

3.5 Caracterizacion de los complejos de indusion de GNV14/p-Cidodextrina y
GNV14/Hidroxipropil-B-Cidodextrina mediante espectroscopia de infrarrojo,

calorimetria diferencial de barrido (DSC) y termogravimetria (TG)




Disefio experimental y metodologia

Estos estudios se realizaron a los productos obtenidos como complejo de
inclusion, a una mezcla fisia equimolecular de GNV14 y la cidodextrina
correspondiente, al GNV14 y a la ciclodextrina. Para cada estudio se utilizaron 10 mg

de muestras.

3.6 Cuantificacién de la solubilidad acuosa de GNV14, y los complejos de GNV14 con

cidodextrinas mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

La determinacion de la solubilidad de GNV14 y de los complejos de inclusion en
agua, se realizd en un cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion (Waters). Para este
proposito, una cantidad determinada del compuesto o de los complejos, se colocd en
presencia de agua, la mezda se agitd durante 24 h para favorecer la maxima
solubilidad. Transcurrido el tiempo, la suspension se separé por filtracion utilizando un
filo Whatman de 0.45 um. Luego se tomo una cantidad determinada del filtrado y se
diluyd con metanol, de esta solucibn se tomaron 50 ulL y se inyectaron en el
cromatografo de liquidos, equipado con un detector de arreglo de diodos, e cual
permitid medir el compuesto en cuatro longitudes de onda diferentes. La fase mévil
estuvo constituida por metanol/agua (95:5), las areas obtenidas se transformaron en
unidades de concentracion mediante interpolacion en una curva de calibracion, que

incluyé concentraciones en un rango de 0.01-25 pM.
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4. Resultados y discusion

4.1 Sintesis del compuesto GNV14

En la Tabla 7 se muestran las constantes fisicas obtenidas para los intermediarios

de la sintesis del compuesto GNV14.

Tabla 7. Constantes fisicas para los intermediarios de Ia sintesis de GNV14.

Rendimiento de la

Compuesto Punto de fusién (°C) Rs Disoivente de reaistalizacion
sintesis (%)
1 98.3 121-121.2 0.63 Etanol-agua
2 93.1 - 0.36 -
3 98.7 170.2-170.6 0.45 Etano!
4 96.3 122.1-122.9 0.69 Etanol
5 98.2 137.6-143.2 0.56 Etanol
6 93.3 - 0.3 - |
7 - - 0.86 - 1
GNV1i4 53 135.6-136.4 0.56 Etanoi-agua

Las constantes fisicas obtenidas para los intermediarios y los productos finales de

la sintesis del compuesto GNV7 se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Constantes fisicas para los intermediarios de la sintesis de GNV7.

Compuesto Rendimientode la  Punto de fusidn {°C) R Disolvente de
sintesis (%) recristalizacion
8 96.33 122.1-122.9 0.69 Etandl
9 - 0.40 -
GNV7 66.7 169-170 0.49 Etanol-agua

" Los rendimientos obtenidos para los intermediarios de la sintesis de los
compuestos GNV14 y GNV7, se pueden considerar buenos, ya que son mayores de
80%; sin embargo, el rendimiento obtenido para los productos finales resulté bajo,
esto puede deberse a 2 circunstancias : que la reaccién no proceda adecuadamente o
que para obtener e compuesto puro fue necesario efectuar varios pasos de

purificacion, lo que da como resultado pérdidas del producto final.

Para obtener el intermediario 5, siguiendo el esquema sintético descrito, fue
necesario efectuar una reaccion de A-metilacion y para ello se nitré primeramente el
compuesto 3 y posteriormente se metilo el producto. Este paso es crucial y por eso se
decidi¢ realizar una variacién a este procedimiento, para lo cual primero se metil6 el
producto 3 y luego se nitrd, dando como resuftado un incremento sustancial en el
tiempo de reaccion. Esto se puede explicar debido a que el efecto electroatrayente del
grupo nitro en posicion orto a la acetamida favorece la A~metilacién, dando un tiempo
de reaccion menor a las 2 h, mientras que si se carece de dicho grupo, el tiempo de

reaccion se incrementa hasta las 10 h (Figura 14).
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OO g OO

Tempodereacsidn: 2 h

0] CH3 0 CH3

o by

NH Tiempo de reaccion: 10 h

0 CH3
0 CH3

Figura 14. Variacion en la sintesis del intermediario 5

Todos intermediarios y productes finales se obtuvieron con altos grados de
pureza observandose primero en la cromatografia en capa fina y luego con los puntos

de fusidn con rangos bien definidos.

Para obtener el compuesto GNV14, se efectué una reaccidon de reduccion
catalitica con Ni-Raney del intermediario 6, esta reaccién fue incompleta, por lo que se
tuvo que recurrir a la reduccion quimica con Zn{Cl),. La reaccién incompleta pudo
deberse a un exceso en el lavado del catalizador lo que produjo su desactivacion.
Como la reduccién quimica ocurre en medio acido, se efectud en presencia de acido
triflurcacético, originando en un solo paso el compuesto GNV14, esto puede sugerir
que no es necesario la reduccoén catalitica, sino que se puede obtener el producto final

en un solo paso.
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I

En la Tabla 9 se resumen los datos espectroscdpicos y espectrométricos obtenidos
para los compuestos GNV7 y GNV14,
Tabla 9. Datos espectroscopicos y espectrométricos de GNV7 y GNV14.

Compuesto Datos espedroscdpicos y espectromélricas

IR(KBr): 2848, 1634, 1577, 1552, 1448, 1320,
1258, 1180, 1138, 1052, 988, 961, 906, 816, 767 y
713 am™.

Cl
cl 0 N EM (IE) m/z (% Int. Rel.): 346 (M,80), 313 (40),
\>,cpa 311 (100), 276 (60).
N RMN-'H (300 MHz, acetona-dg), 8: 7.0 (dd, 1H, H-

6,1=13,1=7.9),7.1(d, iH, H4,1)=8.1), 7.3 (t,
5(6)-(2, 3-didlorofenoxi)-2-{triflurometil}- 14+ 1}:I, H-5", J= 7.8, J= 8.1), 7.4 ( dd, 2H, H4 " H-
bencimidazol (GNV7) 6°, 1=1.6, J=8.2), 7.8 (d, 1H, H-7, )= 8.7}, 12.7

(s, 1H, N-H) ppm.

RMN-C(75.5 MHz, acetona-dg), 5: 102.828 (C-4),
117.356{C-6),  117.356{(C6°), 118.271(C-7),
119.162 {(q, CF3), 124.587 (C-2"), 125.417(C4"),
126.167(C-57), 129.425 (C-3°), 134.594(C-7a),
154.388 (C-3 a), 154.784(q, C-2), 154.876{(C-5),
155.779(C-1") ppm.

IR (KBr), v: 3079, 1575, 1519, 1490, 1448, 1429,
1408, 1255, 1233, 1177, 1143, 1087, 963, 883,
784, 771, 712 am’.

Cl
a O EM (IE) m/z (% Int. Rel.), 360 (M*, 90), 325
\G[:\: .. (100), 290 (60), 256 (20).
3
\ RMN-'H (300 MHz, acetona dg), 5:3.8%S, 3H, N-
CHy

CH;), 6.8 (dd, 1H, H-6, J=1.5, J=8.0 Hz), 7.5 ¢,
_ _ 1H, H-S5; J=8.0, J= 8.34), 7.2 (dd, 1H, H-6, 3=2.3,
5-(2,3-didorofenoxi)- Imetil-2-(triflrometil)-  1=9.9 Hz), 7.4 (dd, 1H, H4, J=1.1, J=8.0 Hz), 7.4
1Hbencimidazo! (GNV14) (dd, 1H, H4, J=0.32, J=2.1 Hz), 7.5 (dd, 1H, H-7,

J=0.3, )= 9.0) ppm.

RMN-*C (75.5 MHz, acetona dg), 8:31.58 (g, N-
CHs, 1=2.2), 110.83 (C4), 113.2 (C-7), 118.34 (C-
6°), 118.745 (C-6), 121.936 (q, CF;), 124.340 (C-
27), 125.518 (C4"), 125.902 (C-5"), 129.252 (C-7
a), 134.365 (C-3"), 142.072 (C-3 a), 142.560 (C-
2), 153.690 (C-5), 155.880 (C-1") ppm.
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4.2 Complejos de Indusion
4.2.1 Curva de calibracién

Para efectuar las medicién de la cantidad de GNV14 en solucién por la formacién
de los complejos de inclusién, se realizd una curva de calibracidn del compuesto con
concentraciones equivalentes a 0.01, 0.1, 5, 10, 15, 20 y 25 pM, en la Tabla 10, se
muestran las areas promedio de cuatro inyecciones efectuadas en el cromatdgrafo de

liquidos y la concentradién real inyectada, asi como la curva de regresidn en la Figura

13.
Tabla 10. Areas obtenidas para diferentes concentraciones de GNV14
Concentracién de referenda Area promedio de 4 inyecdiones Concentracién real (uM)

(uM)

0.01 6600.25 0.01008
0.1 15889.25 0.10012
5.0 108537.25 4.9994
10.0 159576 10.0999
15.0 279861.5 15.1499
20.0 300088.75 20.1999
25.0 445528.25 25.2499

Figura 15 Curva de regresion obtenida para diferentes concentradiones de GNV14.
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Carva de calibracion para el
compuesto GNV-14

AI'CH

450000 - y=16908x o

0 5 10 15 20 25 30
Concentracion(uM)

4.2.2 Determinacion de la solubilidad acuosa del compuesto GNV14
La medicién de la solubilidad acuosa de GNV14 se efectud en el cromatdgrafo de
fiquidos, en la Tabla 11 se muestra el area promedio de cuatro inyecciones efectuadas,

la concentracion obtenida para cada corrida y el promedio de la cantidad disuelta.

Tabla 11. Medicién de la solubilidad acuosa del compuesto GNV14

serie Area * Concentradién (uM) GNV14 disuelto {mg)
1 9262.75 0.5478 0.0009 +/- 0.000307
2 11700.5 0.692
3 22165.5 0.531

*promedio de cuatro inyecciones
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4.2.3 Medicién de la solubilidad acuosa del complejo GNV14/8-Ciclodextrina

La solubilidad acuosa del complejo GNV14/B-Ciclodextrina fue medido por
cromatografia de liquidos, los resultados de las areas promedio de 4 inyecciones
efectuadas por serie, se muestran en la Tabla 12, asi como la concentracion promedio

de esas inyecciones y el promedio de la cantidad solubilizada.

Tabla 12 Medicién de la solubilidad acuosa del complejo GNV14/8-Ciclodextrina

Serie Area* concentracién (uM) GNV14 disuelto (mg)
1 50062.75 2.9608 0.0116 +/- 0.00088
2 62020 3.6681
3 51089.5 3.0216

*promedio de cuatro inyecdones

Estas mediciones muestran que la B—Ciclodextrina incrementé 13 veces la
solubilidad acuosa del compuesto GNV14, esto indica que ocurrid la formacién del

complejo de indusion entre el compuesto GNV14 y la p—Ciclodextrina.

4.2.4 Espedroscopia de infrarrojo del complejo GNV14/8-Ciclodextrina

El complejo de inclusion formado entre la p-Ciclodextrina y el compuestc GNV14
fue sometido a espectroscopia de infrarrojo. En la Figura 16 se muestran el espectro de

infrarrojo obtenido para el complejo de inclusién formado, los espectros del compuesto

— —

—
N — —
—————— —
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puro, mezcla fisica y de la B—dclodextrina pura se encuentran en el apéndice B.

En la Tabla 13 se encuentra un resumen de las sefiales obtenidas.

Figura 16, Espectro de Infrarrojo del complejo GNV14/p—ddodextrina
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Tabla 13 Datos de los espetroscopicos def complejo de indusién y otros tratamientos

Dispersion Sefiales en el IR

p—Cidlodextrina IR (KBr), v:3393, 2926, 1632, 1415, 1157, 1079, 1028, 1028, 946,
857, 755, 707, 578, 529 am™.,

Compuesto GNV14 IR (KBr), v: 3079, 1575, 1519, 1490, 1448, 1429, 1408, 1255, 1233,
1177, 1143, 1087, 963, 883, 784, 771, 712 an™.

Mezda fisica IR (KBr), v: 3419, 2926, 1632, 1576, 1491, 1449, 1411, 1367, 1257,
1235, 1155, 1079, 1028, 945, 906, 860, 756, 705, 579, 528 cm™.

Complejo de Indusion IR (KBr), v: 3407, 2926, 1640, 1449, 1427, 1368, 1257, 1156, 1079,
1028, 945, 859, 756, 706, 579, 530 an™..

El espectro de infrarrojo muestra una sefial al rededor de 3000 am’, esta sefial
corresponde a los grupos hidroxilo de la ciclodextrina; la sefial en 1079 am’?
corresponden al estiramiento asimétrico del éter del compuesto GNV14. La sefial de
2925 cm™ corresponde al estiramiento asimétrico de los protones de los metilenos de
la cidodextrina , estas sehales aparecen tanto en la mezcla fisica, como en el
complejo de inclusidon, lo que indica la presencia de la ciclodextrina en ambos
tratamientos. Las bandas correspondientes de alrededor de 1576, 1490, 1450, 1411 y
1255 cm™ son sefales caracteristicas del compuesto GNV14 y aparecen tanto en la
mezcla fisica como en el complejo de indusion, éstas sugieren la presencia del

compuesto en el complejo de indusion.
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4.2.5 Analisis térmico de la B-Ciclodextrina pura

Adicionalmente a la espectroscopia de infrarrojo el complejo inclusion fue
sometido a un estudic de Calorimetria diferendal de barrido (DSC) y analisis
termogravimétrico (TG), en las Figuras 17 y 18, se muestra el DSC y & TG
correspondientes a la B-Ciclodextrina pura respectivamente.
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Figura 17. DSC de la p—Gdodextrina pura
8- CICLODEXTRINA
¢ g ]
‘W ]
FHEH 7]
HY 16
L) e 100 12 140 ki) AL ] =G s ot 20 80 e i 340 T
DTS L4 L n i s I i A I . Y D £ A 1 1 1 L L )3
¥ T T T T T LA SR T | T T ¥ 1 T T T T T T T T
& F4 £ 5 -4 hl 12 4 18 8 s} = 24 Fi3 pa.1 x i
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El DSC de la B-Ciclodextrina pura muestra dos sefiales endotérmincas, la primera
inicia en 77.18 y finaliza 123.11 °C, esta absordidn de calor concuerda con una pérdida
de masa registrada en el TG en ese rango temperatura, esta absorcion se asodia a la
pérdida de moléculas de agua que solvata a la ciclodextrina. Hassan y colaboradores
(1990) reportaron un rango de 60-120 °C para ésta absorcion. La segunda absorcién
de calor observada en el DSC comresponde a la descomposicion de la B-ciclodextrina,
alrededor de los 310-342 °C (Shen et al, 2005); esta absorcion de calor es
acompaniada por una pérdida de masa en el TG.

Shen y colaboradores (2005) informaron de la descomposicion de la B-

Ciclodextrina a una temperatura de 322°C;

B—CDys) > COyg) + H20yg)

4.2.6 Analisis térmico del compuesto GNV14 puro
En la Figura 19 y 20 se muestran el DSC y el TG de GNV14, respectivamente:

mw ]
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FAgura 19. DSC de GNV14
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Figura 20 TG de GNV14

En el DSC se puede observar una absorcion de calor alrededor de 135-138 °C,
correspondiente al rango en el que se registra el punto de fusion del compuesto
GNV14. En el TG se puede observar una pérdida de masa alrededor de 230-273 °C,
aunque en el DSC no hay una absorcidon de calor en ese rango de temperatura, la
pérdida de masa puede deberse a fa descomposicion del compuesto GNV14, la cual no
implica un consumo adicional de calor, por ello en el DSC no se registra dicha
absorcién.

4.2.7 Andisis Térmico de la mezda fisica GNV14/B-Ciclodextrina
Las Figuras 21 y 22 muestran los termoandlisis realizados a la mezda fisica de B-

Ciclodextrina y ef compuesto GNV14.
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Figura 21 DSC de la mezda fisica GNV14/p-Cidodextrina.
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Figura 22. TG de la mezda fisica GNV14/p-Cidodextrina.

En el DSC de la mezda fisica se registraron dos absordones de calor. La primera
alrededor de los 64 °C, esta absorcidn se relaciona con una pérdida de masa en e TG
en el mismo rango de temperatura, la cual corresponde a la pérdida de aqua, propia
de la solvatacién de la B-Ciclodextrina. En el DSC no se observa la absorcion de calor
caracteristica correspondiente al punto de fusién del compuesto GNV14, sin embargo
en & TG, se observa una perdida de masa en 188-218 °C que corresponde al rango
de temperatura propuesta para la descomposicion del compuesto GNV14 lo que indica
la presencia del compuesto en la mezda y que es observable en el TG del compuesto
puro.

La segunda seiial de absorcion observada en el DSC se localiza en 309-341°Cy
concuerda con una pérdida de masa en el TG, relacionada con la descomposicién de la

B-ciclodextrina.

4.2.8 Analisis térmico del complejo de indusion GNV14/p-Ciclodextrina
A continuacién, se presentan los termogramas (Figuras 23 y 24) correspondientes

al complejo de inclusion, formado entre la B-ciclodextrina y el compuesto GNV14.

——
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Figura 23. DSC del complejo de indusién GNV14/B-Cicodextrina.

Figura 24. TG del complejo de inclusion GNV14/p-Cidodextrina.
En el DSC del complejo de indusién se pueden observar tres absorciones de calor.

La primera airededor de 73-108 °C, que concuerda con una pérdida de masa en el TG;

estas sefales se relacionan con la perdida de agua observada en todos los

termogramas. La segunda sefial de absorcién de calor en el DSC se localiza en 135-138

©C la cual corresponde al rango de absorcién de calor del compuesto GNV14 y gue
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concuerda con su punto de fusidén. En el TG no se observa pérdida de masa en ese
rango de temperatura, sin embargo en 196-223 °C se Iogré observar dicha pérdida;
este rango cofresponde a la temperatura de descomposicién propuesta para GNV14,
lo que indica que el complejo no mejora la estabilidad térmica de este compuesto. En
la mezcla fisica no se observa la sefial de absorcidn correspondiente a GNV14, sin
embargo en el complejo si, este incremento en las sefiales puede deberse a la

formacion del complejo de incusion que incremento la relacién GNV14/ciclodextrina.

La tercera sefial de absorcidn, presente tanto en el DSC como en el TG en un
rango de temperatura en 320-335 ©°C, comresponde a la temperatura de
descomposicidon de ia B-ddodextrina con la consecuente perdida de masa, observada

en el TG.
4.2.9 Formacion del complejo de inclusion GNV14/p-Ciclodextrina por microondas

Como una altemativa a la formacion del complejo de indusiéon GNV14/B-
ciclodextrina por medio del método de cosolvencia, se recurrid al método de
microondas para establecer la relacién molar necesaria para la formacion del compiejo
de indusion, para ello se prepararon relaciones de molares de GNV14 y §-
ciclodextrina, en la Tabla 14 se muestran los resultados de solubilidad acuosa
obtenidos para cada relacién molar. La Figura 25 muestra un grafico de la solubilidad

obtenida para cada relacién molar.
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Tabla 14. Resultados de solubilidad de los complejos obtenidos por microondas.

Relacion Serie Area promedio de 4 Concentracidn promedio  Cantidad solubilizada
{molar) No. inyecciones {uM) (mg) + DE
1:1 1 53141.25 3.1429 0.01485 + 0.0078
2 43673.5 2.5830
111768.25 6.6103
1:2 1 53760.5 3.1795 0.0095 £ 0.0017
2 41592.75 2.4559
3 38256 2.2625
1:3 27289.75 1.6140 0.0089 + 0.0054
71268.5 4.2150
27483 1.6254
1:4 1 98531.75 5.8275 0.0149 + 0.0063
2 72333 4.2780
3 39693.5 2.3476
1:5 1 31827.25 1.8823 0.0109 + 0.0038
66673.25 3.5432
3 3.2751 3.2751

DE: desviadcion estandar
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Solubilidad del compuesto GNV-14
con incrementos molares de p-ciclodextrina
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Fgura 25. Solubilidad de GNV14 con diferentes relacdiones molares de p-Cidodextrina.

En la Figura 21 se puede determinar que no existen diferendias significativas con
relacion a la cantidad disuelta de GNV14, esto permite establecer que la relacion
molar para formar el complejo es 1:1; por otro lado el valor de solubilidad de GNV14
es similar al método de cosolvencia, por lo que se puede determinar que el método
mas conveniente para preparar el complejo de indusion es el de microondas ya que

requiere una menor cantidad de disolventes y se obtiene en un menor tiempo.

4.3 Complejo de incdusion GNV14/Hidroxipropil-B-Ciclodextrina

4.3.1 Evaluacion de ia solubilidad del complejo GNV14/ Hidroxipropil-B-Ciclodextrina
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Se preparé un segundo complejo de indusion, pero esta vez con Hidroxipropil-B-
cidodextrina. La cuantificacién de la solubilidad de GNV14, fue evaluada por
cromatografia de liquidos. En la Tabla 15 se muestran los resultados para la evaluacion

de la solubilidad acuosa del complejo de inclusion.

Tabia 15. Solubilidad acuosa del complejo GNV14/Hidroxipropil-p-Ciclodextrina

Serie Area* Concentracién (uM)  Cantidad solubilizada(mg) + DE
1 66074 3.9078 0.0143 + 0.0008
2 69022 4.0822
3 65739.75 3.8880

*promedio de cuatro inyeccdiones; DE: desviadion estandar

Como se puede apreciar la solubilidad acuosa de GNV14 se incrementd en 16 veces,
lo indica que se formd el complejo de indusién con la  Hidroxipropil-p—Ciclodextrina e

indujo un incremento en la solubilidad del compuesto.

4.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo del complejo GNV14/ Hidroxipropil-B-Ciclodextrina

El complejo de inclusién formado entre la hidroxipropil-p—Ciclodextrina fue
sometido a un andlisis de espectroscopia de infrarrojo, en la Figura 26 se muestran

dicho espectro, los especiros del compuesto puro, mezcla fisica y de la Hidroxipropil-

—
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p—-Cidodextrina pura se encuentran en el apéndice B, en la tabla 5.9 se encuentra un

resumen de las sefiales obtenidas para e compiejo.

Figura 26 Especiro de Infrarrojo del complejo GNV14/Hidroxipropil-f—Cdodextrina
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Tabla 16. Datos espetroscopicos del complejo GNV14/Hidroxipropil-p—Cidodextrina y otros tratamientos

Dispersion Sefiales en & IR

Hidroxipropil-f—cidodextrina IR (KBr), v:3407, 2929, 1642, 1462, 1332, 1157, 1083,

1032, 947, 853, 756, 707, 582 an’™™.

GNV14 IR (KBr), v: 3079, 1575, 1519, 1490, 1448, 1429, 1408,
1255, 1233, 1177, 1143, 1087, 963, 883, 784, 771, 712
an’.

Mezda fisica IR (KBr), v: 3405, 2928, 1641, 1576, 1450, 1429, 1332,
1257, 1235, 1155, 1083, 1033, 947, 854, 757, 708, 585

an’t,

Complejo de Inclusién IR (KBr}, v: 3406, 2929, 1648, 1451, 1412, 1334, 1255,

1157, 1083, 1033, 947, 853, 757, 707, 580 cm™..

El espectro de infrarrojo del complejo de inclusién muestra una sefial alrededor de
3400 cm™, esta sefial corresponde a los grupos hidroxilo de la cidodextring; la sefial
en 1083 cm™ corresponden al estiramiento asimétrico del éter del compuesto GNV14;
la sefial de 2929 an™ corresponde al estiramiento asimétrico de los protones de ios
metilenos de la diclodextrina , estas sefiales aparecen tanto en la mezcla fisica, como
en el complejo de inclusion, lo que indica la presencia de la ciclodextrina en ambos
tratamientos. Las bandas correspondientes de alrededor de 1576, 1450, 1411 y 1255
an! son sefiales caracteristicas del compuesto GNV14 y aparecen tanto en la mezda
fisica como en el complejo de inclusion, ésto sugiere que en el compiejo de indusién

hay una pordén pequeiia de GNV14 libre.
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4.3.3 Andlisis térmico de la Hidroxipropil-3-Ciclodextrina
"""E “ao Hicroxiproptl —@— chclodextrina
_1‘92;

Figura 28. TG de la Hidroxipropil-p-Cidodextrina pura
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Figura 29. DSC de la Hidroxipropil-p-Cidodextrina con modificadones en la téenica

En el DSC de la ddodextrina pura (Figura 27) se puede observar una absorcion

de calor en 38-104 °C y que concuerda con una pérdida de masa en el TG (Figura 28),
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éstas sefales estan relacionadas con la pérdida de agua de hidratacion presente en la
ciclodextrina, para observar un mejor comportamiento térmico del compuesto se
recurrié una variacion en la técnica, lo que armojé como resuttado el DSC de la Figura
29, en él se puede apreciar que la sefial de absorcion de calor se recorre hasta 175
CC. Existe una segunda absorcién de calor en el DSC de la Figura 27, sin embargo no
se relaciona con la descomposicion de la cidodextrina ya que en el TG no existe una
pérdida de material, probablemente ésta sefial se debe un cambio en la transicién de

cristal liquido (Dotsikas et al ,2002).

4.3.4 Andlisis térmico de la mezda fisica de GNV14/ Hidroxipropil-p-Ciclodextrina

- tmma MMecka Fisica
A GINW-14/ Hidrosdprapd | — p— ckchodascrina

Figura 30 DSC de la mezda fisica GNV 14/Hidroxipropil-p-Ciclodextrina (técnica modificada).
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Fgura 31 TG de la mezda fisica GNV14/Hidroxipropil-p-Ciclodextrina.
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El DSC de la mezda fisica (Figura 30) muestra dos sefiales de absorcion de calor.
La primera corresponde al rango del punto de fusion de GNV14. Cabe sefialar gue en
este rango de temperatura no hay una sefial en el TG (Figura 31); aunqgue alrededor
de 230 °C se observa una pérdida de masa correspondiente a la descomposicion de
GNV-14. La segunda sefial observada en el DSC comresponde a la pérdida de agua de
hidratacion propia de ia ciclodextrina y que en el TG se observa dicha pérdida en 32-74

oC, éste DSC se obtuvo con la técnica modificada.

4.3.5 Analisis térmico del complejo GNV14/ Hidroxipropil-B-Ciclodextrina

mvW  saxc comple o Hikdrodproptl — A~ ciclodaxtrinn
{:
-5 —
_10—
— Ly T 0.5 0, o S S S
Figura 32. DSC del complejo GNV14/Hidroxipropil-p-Cidodextrina (técnica modificada).
30 LNV - L9 FCFOIDIFOP — P LA00eaarna - _ n s
S au— S ¥ - 3 ]
. |
\\-es-q
]
b
8 0 W W 120 1K e 80 M 0 MO 2y o 1o ey
) AV W T SN SIS T T TN T RN BN S S SN GH T G S ST T ST U I I T SUNP N DU T |
T T T T ™ r T T T ¥ T T T T T T ¥ T L T ] ¥ 1 F T
? Fd + ) ] w 12 1L h.3 18 20 22 24 > 30 ey

Flgura 33. TG del complejo GNV14/Hidroxipropil-p-Cidodextrina
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En el DSC de la Figura 32 se observan tres sefiales de absorcién de calor, la
primera en 132-133 °C correspondiente al rango en el punto de fusion de GNV14, la
descomposicion del compuesto se observa como una pérdida de masa en el TG (Figura
33) en 168-205 °C, lo que indica que el complejo no estabiliza térmicamente al
compuesto, la pérdida de agua presente en el complejo de inclusion se puede apredar
en 164-176 °C en el mismo rango observado en resto de los termogramas, la tercera
absorcién de calor en el DSC corresponde a una transicién de cristal liquido de la
ciclodextrina.

En la Figura 34 se muestra un grafico comparativo entre la solubilidad acuosa de los

dos complejos de indusién obtenidos.

Figura 34 Solubilidad del compuesto y de los complejos de indusion.

Cantidad de GNV14 disuetto por las ciclodextrinas
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Conclusiones

5. Condusiones

Se logré la sintesis, purificacion y caracterizacién del compuesto GNV14 vy su

posible metabolito el compuesto GNV7.

El complejo hidroxipropil-p-ciclodextrina mostré un incrementoc mayor en Ia
solubilidad acuosa del compuesto GNV14, siendo 3 veces mayor que el

formado con B-ciclodextrina.

Se logré caracterizar mediante espectroscopia de inframojo los complejos
formados tanto con hidroxipropil-p-ciclodextrina y p-ciclodextrina, mostrando la

presencia del compuesto GNV14.

Se caracterizaron los complejos de inclusién formados tanto con Hidroxipropil-
B-ciclodextrina y p-ciclodextrina por andlisis térmico, mostrando la presencia del
compuesto GNV14, de igual manera este estudido mostré que la ciciodextrinas

no favorecen la estabilidad térmica del compuesto.

Se comprobo la hipétesis planteada: “Por |a naturaleza estructural de GNV14, la
manera mas adecuada de incrementar su solubilidad acuosa fué mediante el uso
de diclodextrinas, ya que los complejos de indusidn formados, no modificaron la
estructura de GNV14 con la consecuente conservacidn de su actividad

antiprarasitaria”
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Apendice A. Parte experimental

A.1 Sintesis Quimica

A.1.1 Sintesis de 1,2-Diclorofenoxi-3-(4-nitrofenoxi)benceno (1).

En un matraz bola de 250 mL, equipado con agitacion magnética y condensador a
reflujo, se colocaron 4 g (0.0283 mol) de 1-fluoro-4-nitrobenceno, 5 g (0.0306 mol) de
2,3-diclorofenol, 6 g (0.0434 mol, 1.5 eq ) de KxCO; en 3 mL de agua y 50 mL de
dimetilformamida (DMF). La mezda se colocd a reflujo por espacio de 1 h, verificando
la conversion total de la materia prima por cromatografia en capa fina {ccf). Pasado
ese tiempo la reaccidn se enfrio a temperatura ambiente y se vertié en agua-hielo,
precipitando un sélido amarillo, el cual se separd por filtracion al vacio. El producto se
recristalizé de etanol-agua y presentd una sola mancha en ccf con un Rf de 0.63
(doroformo: metanol, 95.5: 0.5), un punto de fusién de 121-121.2 °C y un rendimiento

del 98.3%.

IR (KBr) v: 2967, 1585, 1511, 1492, 1454, 1453, 1254, 1232, 1203, 852, 821, 775 y

751 cm™.

EM (IE): m/z (% Int. Rel.) 283 (80), 253 (20), 231 (10), 202 (100).
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A.1.2 Sintesis de 4-(2,3-Diclorofenoxi)anilina (2).

En una botella de hidrogenacion Par de 500 mL equipada con un camison de
calentamiento, se colocaron 7.9 g (0.0278 mol) de 1 y 0.8 g de Ni-Raney con 125 mL
de metanol, la botella se acoplé al hidrogenador y se liend con hidrégeno hasta 35-40
Ib/in® , después se succioné con vado, ésta operacidn se repitié por tres ocasiones,
posteriormente se llend  hasta 40 Ib/ in? y se calentd a 32°C, la botella se agitd hasta
que se consumieron 48 Ib/in? por un espacio de 1 h, verificando la conversion total de
la materia prima por ccf. La mezda se pasé por una capa de celita y el filtrado se
concentrd en el rotaevaporador obteniéndose 7 g (99.1%) de un aceite oscuro, el cual
presentd pureza por ccf, con un Rf de 0.36 (cloroformo: metanol, 95.5: 0.5). Este

producto se sometié inmediatamente a la reaccion de acetilacién correspondiente.

A.1.3 Sintesis de 4-(2,3-Didorofenoxi)acetanilida (3).

En un matraz bola de 100 mL equipado con agitacién magnética, bafio de hielo y
atmosfera de nitrégeno, se colocaron 7 g (0.0275 mol ) de 2 y 3 mL ( 2 eq, 0.028 mol)
de anhidrido acético, la mezcla se agitd vigorosamente y al cabo de 12 h se predpitd
un sdlido blanco, se verificd la transformacion total de la materia prima por
ccf.Posteriormente se agregaron 50 mL de agua, el producto se separé por filtracién

con vacio y se lavo con agua hasta un pH neutro. El sdlido blanco se rearistalizé de
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etanol, se obtuvieron 7.7 g ( 98.7%) de producto, el cudl presentd pureza en cdf, con
un Rf de 0.45( doroformo: metanol, 98:2) y un punto de fusion de 170.2-170.6 °C.

EM (IE): m/z (% Int. Rel.) 295 (M, 65), 253 (100), 217 (10)

A.1.4 Sintesis de 4-(2,3-Diclorofenoxi)-2-nitroacetanidida(4).

En un vaso de predpitados de 150 mL, equipado con agitacion magnética y
termometro, se colocaron 6.5 g (0.0221 mol) de 3 en 20 mL de anhidrido acético. La
mezdla se agitd en bafio de hielo y cuando se alcanzé una temperatura de 5 °C, se
adiciond gota agota, 1 mL (0.0243 mol, 1.1 eq) de HNO; concentrado (65.3 %) en un
periodo de 30 min, asegurando que la temperatura no excediera de los 10 °C. Al
finalizar Ja adicion se form6 una soluddn transparente amarilla y luego precipité un
solido amarillo esponjoso, se comprobé la conversion total de la materia prima por ccf.
El precipitado se separd por filtracién con vacio y el residuo se lavd con agua helada. El
producto seco se recristalizd de etanol, obteniéndose 7.2124 g (96.33%) de un solido
amarillo esponjoso, el cual mostré pureza por of con un Rf de 0.69 (doroformo:

metanol, 95:5) y un punto de fusién de 122.1-122.9 °C,

IR (KBr) v: 3370, 1512, 1362, 1335, 1251, 1156, 888 y 823 am’?

EM (IE) m/z (% Int. Rel.) 340 (M, 25), 298 (100), 292 (15), 252 (20), 217 (10), 189

(5).
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A.1.5 Sintesis de 4-(2,3-Diclorofenoxi)-2-nitroanilina(8).

En un vaso de precipitados de 150 mLi, equipado con agitacion magnética, parrilla
de calentamiento y termometro se colocaron 3.6 g (0.0105 mol) de 4 y 20 mL de
metanol, la mezcla se agitd y se calentd hasta los 40 ©C, se adicioné 1 mL (1.3 eq,
0.0137 mol) de una solucion de KOH al 50% en agua se agitd por un periodo de 1h,
pasado ese tiempo se comprobd la conversion total de la materia prima y la mezcla se
enfri6 a temperatura ambiente, se vertic socbre agua-hielo precipitando un solido
naranja el cual se separd por filtracion con vado. El producto se recristalizé de etanol,
se obtuvieron 2.3 g (98.2 %) del solido naranja, el cual mostré pureza por ccf, con un

Rf de 0.56 (cloroformo: metanol, 99:1) y un punto de fusién de 137.6-143.2 °C,

IR(KBr) v: 3370, 1241, 1049, 1512, 887, 823y 777 cm’

EM (IE) m/z (% Int. Rel.) 298 (M, 100), 282 (1), 254 (20), 252 (30)

A.1.6 Sintesis de 4+2,3-Diclorofenoxi)-1,2-fenilendiamina (9).

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL equipada con un camisén de
calentamiento, se colocaron 3 g {0.01 mol) de 8 y 0.6 g de Ni-Raney con 200 mL de

metanol, la botella fue acoplada al hidrogenador y se llend con hidrogeno hasta 3540

—— m—
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Ib/in> , después se succiond con vacio, esta operacion se realizé tres veces,
posteriormente se llend hasta 40 Ib/ in? y se calentd a 32 ©C, {a botella se agité hasta
que se consumieron 40 Ib/in? por un espacio de 5 h, verificando la conversion total de
la materia prima por ccf, la mezcla se pasé por una capa de celita y el filtrado se
concentrd en el rotevaporador obteniéndose 2.5 g (93.3 %) de un aceite oscuro, el
cual presentd pureza por ccf, con un Rf de 0.3 (cloroformo: metanol, 95.5: 0.5). Este

producto se sometid inmediatamente a la reaccién de cidacién correspondiente.

A.1.7 Sintesis de 5(6)~(2,3-Didorofenoxi)-2-(triflurometii)-1 #bencimidazol(GNV7).

En un matraz bota de 200 mL, equipado con agitacién magnética, condensador de
reflujo y atmdsfera de nitrégeno, se colocaron 2.5 g (0.0092 mol) de 8, 1.2 ml { 1.5
eq, 0.015 mol) de addo trifluroacético y una gota de acido clorhidrico. Esta mezcla se
llev a reflujo por un espadio de 3 h y al cabo de ese tiempo se verificd la conversién
total de ia materia prima por ocf, una vez que la reaccién aicanzd la temperatura
ambiente se le adiciond una solucion saturada de NaHCO; hasta que el pH fue neutro,
el sdlido café que se formé fue extraido con acetato de etilo (3X30 mL), fos extractos
se juntaron y se lavaron con agua (3 X 30 mL), se secaron con Na,SO, anhidro, se
filtraron y se concentraron en el rotaevaporador. El sélido obtenido se disolvid en
doroformo y se pasé por una columna empacada con alimina y eluida con acetato de

etilo, los filtrados se juntaron y se concentraron en el rotaevaporador, el producto
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obtenido fue sometido a decoloracién utilizando 0.36 g de carbdn activado en 30 mL
de metanol, esta suspension se agit6 durante 2 horas y posteriormente se fitré en una

matriz de celita, el fitrado se concentrd en el rotaevaporador, se obtuvo un sdlido el
cual se recristalizé de etanol-agua. Se obtuvieron 2.1 g ( 66.7 %) de un producto color
crema que mostré pureza en ccf, con un Rf de 0.49 ( doroformo: metanol, 95:5) y un

punto de fusion de 169-170 °C.

IR(KBr} v: 2848, 1634, 1577, 1552, 1448, 1320, 1258, 1180, 1138, 1052, 988, 961,

906, 816, 767 y 713 cm’?

EM (IE) m/z (% Int. Rel.): 346 (M,80), 313 (40), 311 (100), 276 (60).

RMN-'H (300 MHz, acetona-ds) 5: 7.0 (dd, 1H, H-6, J= 1.3, J= 7.9), 7.1 (d, 1H, H4,
J=8.1), 7.3 (t, 1H, H-5", J= 7.8, J= 8.1), 7.4 ( dd, 2H, H4" H-6", 1=1.6, 1=8.2), 7.8

(d, 1H, H-7, )= 8.7), 12.7 (sa, 1H, N-H) ppm.

RMN-°C(75.5 MHz, acetona-de)s: 102.828 (C-4), 117.356(C-6), 117.356(C-6"),
118.271(C-7), 119.162 (g, CFs), 124.587 (C-2°), 125.417(C4°), 126.167(C-5"),
129.425 (C-3"), 134.594(C-7a), 154.388 (C-3 a), 154.784(q, C-2), 154.876(C-5),

155.779(C-1") ppm.
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A.1.8 Sintesis de 4-2,3-Diclorofenoxi)-A+metil-2-nitroacetanilida(5).

En un matraz bola de 50 mL con 2 bocas, equipado con agitacion magnética y
termémetro, se colocaron 3.2 g (0.0094 mol) de 4, 10 mL de glima y 1.3 mL (1.5 eq,
0.0141 mol ) de sulfato de dimetilo. La mezcla se agité y se le adicion 1 g (1.5 eq,
0.0141 mmol) de KOH en solucion al 50% en agua, procurando que la temperatura no
excediera de los 35 °C. Pasado un periodo de 2 h la reaccion se monitored en ccf y se
verifico la transformacion total de la materia prima. La mezcla de reaccidn se enfrié a
temperatura ambiente y se vertid sobre agua-hielo formandose un aceite viscoso color
amarillo, el cual se extrajo con acetato de etilo (3X30 mL). Los extractos reunidos se
lavaron con agua, se secaron con Na;SO; anhidro y se concentraron en el
rotaevaporador. El sélido amarillo se recristalizd de etanol, se obtuvieron 2.2 g (78 %)
del producto puro, con un Rf de 0.59 (cloroformo: metanol, 95:5) y un punto de

fusion de 133-134.7 oC.

IR (KBr) v: 3073, 3040, 2928, 1956, 1666, 1541, 1428, 1267, 961, 877, 793, 727, cm™’

EM (IE) m/z (% Int. Rel.): 354 (M*, 1), 312 (100), 295 (5), 266 (20), 265 (15).

A.1.9 Obtencidn de 4-(2,3-Diclorofenoxi)- A metil-2-nitoanilina (6).

En un vaso de precipitados, equipado con agitacién magnética, parilla de

calentamiento y termémetro, se colocaron 2.2 g (0.0062 mol) de 5, 20 mL de
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metanol y 1g (3 eq, 0.0128 mol} de KOH al 50% en agua. La mezcla de reaccién se
calentd y agité por alrededor de 1 h, procurando una temperatura de 40 °C, después
de ese periodo se monitereo por ccf verificando la transformacion de la materia prima,
la reaccién se enfrid a temperatura ambiente y se vertié sobre agua-hielo, predpitando
un producto color naranja, el cual se separd por filtracion al vacio, se lavo varias veces
con agua fria y se reqistalizé de etanol, se obtuvieron 1.9 g { 95 %) del producto, el
cual mostré pureza por ccf con un Rf de 0.8 (cloroformo:metanol, 95:5) y un punto de

fusion de 138.1-138.5 °C.

IR (KBr) v: 3389, 3081, 2914, 1633, 1571, 1522, 1449, 1257, 1229, 1163, 1049, 959,

882, 775 cm™.

EM (IE) m/z (% Int. Rel.): 312 (M+, 100), 279 (7), 266 (40), 231(20), 224(25)

A.1.10 Sintesis de 4-2,3-Diclorofenoxi)-#metil-1,2-fenilendiamina(7).

En una botelia de hidrogenacién Parr de 500 mL, equipada con camisén de
calentamiento, se colocaron 1.8 g ( 0.0057) de 6 y 0.4 g de Ni-Raney con 125 mL de
metanol, la botella fue acoplada al hidrogenador, se llené con hidrégeno hasta 3540
Ib/in® y se succiond con vacio, ésta operacién se repitié por tres ocasiones,

posteriormente se llend hasta 40 Ib/ in® y se calenté a 32°C, la botella se agité hasta
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que se consumieron 33 Ib/in® por un espacio de 15 h, verificando que no procedio la
conversion total de la materia prima por ccf, la mezcla se pasé por una capa de celita y
el fiitrado se concentrd en el rotevaporador obteniéndose 1.7 g de una mezcla de un
sdlido rojizo y un aceite oscuro, la cual se sometid a la reaccién de cidlacién

correspondiente en presenda de ZnCL, para completar fa reduccién .

A.1.11 Sintesis de 5-2,3-Diclorofenoxi)-1-metil-2-(triflurometii)-1 #-bencimidazol

(GNV14)

En un matraz bola de 100 mL , equipado con agitacién magnética, condensador a
reflujo y atmasfera de nitrégeno, se colocaron 1.7 g de una mezda que contenia 6
7, 1 g (1 eq, 0.0064 mol) de Zn(Cl); y 1.5 mL ( 3 eq, 0.0191 mol) de &cido
trifluroacético y 1 gota de HCl concentrado. La mezdia se cant6 a reflujo por un periodo
de 2 h, la transformacién de la materia prima fue monitoreada por ccf. Pasado ese
tiempo la reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se le agregé una solucién
saturada de NaHCO; hasta que se registré un pH neutro. El producto sélido se extrajo
con acetato de etilo (3X30 mL), los extractos se juntaron y se lavaron con agua, se
secaron con Na,S04 anhidro y posteriormente se concentraron en el rotaevaporador. El
sdlido café se disolvié en 20 mL de metanol al que se le adicionaron 0.1 g de carbén
activado, esta mezcla fue sometida a reflujo durante 3 h, pasado este periodo se enfrid
a temperatura ambiente y se filrd sobre celita, el filttado se concentré en el

rotaevaporador, el producto color crema se recristalizé de etanol-agua, se obtuvo 1.1

— ——————

—
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(54 %) g de un sdlido blanco, el cual mostré pureza por ccf con un Rf de 0.56

(cloroformo:metanol, 95.5:5) y un punto de fusién 135.6-136.4 °C.

IR (KBr) v: 3079, 1575, 1519, 1490, 1448, 1429, 1408, 1255, 1233, 1177, 1143, 1087,

963, 883, 784, 771, 712 cm™..

EM (IE) m/z (% Int. Rel.) 360 (M*, 90), 325 (100), 290 (60), 256 (20).

RMN-H (300 MHz, acetona ds) §:3.89(S, 3H, N-CHs), 6.8 (dd, 1H, H-6, J=1.5, J=8.0
Hz), 7.5 (t, 1H, H-5; J=8.0, 3= 8.34), 7.2 (dd, 1H, H-6, 1=2.3, J=9.9 Hz), 7.4 (dd, 1H,
H4, J=1.1, J=8.0 Hz), 7.4 (dd, 1H, H4, J=0.32, J=2.1 Hz), 7.5 (dd, 1H, H-7, J=0.3,

J=9.0) ppm.

RMN-1C (75.5 MHz, acetona ds) &: 31.582 (g, N-CH3, J=2.2), 110.831 (C4), 113.2 (C-
7), 118.348 (C-6"), 118.745 (C-6), 121.936 (q, CF3), 124.340 (C-2°), 125.518 (C4"),
125.902 (C-57), 129.252 (C-7 a), 134.365 (C-3°), 142.072 (C-3 a), 142.560 (C-2),

153.690 (C-5), 155.880 (C-1°) ppm.

I
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A.2. Complejos de inclusion
A.2.1 Formacién de! complejo GNV14/p-Ciclodextrina

En un matraz Herlenmeyer de 250 mL, equipado con agitacion magnética se
colocaron 100 mg (0.0002 mol) de GNV14 y se le adicionaron 50 mL de metanol, ia

mezcla se agitd hasta la completa disolucién del sdiido.

En un vaso de precipitados de 150 mL, equipado con agitacion magnética, se
colocaron 785 mg (0.0004 mol) de p-ciclodextrina y 50 mL de agua HPLC, esta mezda
se agitd hasta la completa disolucién de la cidodextrina y una vez logrado esto, se
adiciond al matraz Herlenmeyer que contenia GNV14. La solucién se agité por 48 h
en ausencia de iuz y pasado este periodo se filtré en una membrana Whatman de 0.45
um, el filtrado se concentrd en el rotaevaporador y el polvo obtenido se transfirié a un
vaso de precipitados de 50 mL, el cual se dejo secar por 48 h mas. Se obtuvieron

700 mg del complejo GNV14/B-ciclodextrina y un punto de fusién de 283.5-284 °C.

A.2.2 Mezcla fisica GNV14/B-Cidodextrina.

En un mortero se colocaron 100 mg de GNV14 y 785 mg de B-Ciclodextrina,
ambos sélidos se mezclaron hasta obtener un polvo homogéneo, se obtuvieron 855 mg
de la mezda fisica GNV14/p-Ciclodextrina, cuyo punto de fusidn fue de

297.1-299.5 °C
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A.2.3 Formacion del complejo GNV14/g-ciclodextrina por microondas.

Para la formacién del complejo GNV14/B-ciclodextrina por medio de microondas,
se realizaron mezclas fisicas de la p-ciclodextrina y el compuesto GNV14, en la tabla

A.2.1 se muestran las cantidades de dichos componentes:

No. de serie | GNV14 (mg) | B-ciclodextrina | relacion (mol) | agua:metanol
(mg) (50:50), ul
1 50 157.2 1:1 100
2 50 314.2 1:2 150
3 50 741.4 1:3 200
4 50 628.5 1:4 250
5 50 785.7 1:5 300

Tabla A.2.1 Cantidades molares preparadas para la formacion del

Complejo GNV14/B-cidodextrina por microondas

Una vez realizadas las mezclas fisicas por duplicado, se le adiciond el volumen
indicado en la tabla A.2.1 de una mezcla de disolventes metanol:agua (50:50), se
colocaron en el horno de microondas y se irradiaron por 90 s, pasado este tiempo, los
matraces se retiraron del homo y se dejaron enfriar a temperatura ambiente, los
complejos de inclusion formados se transfirieron a vasos de precipitados de 50 mL y se

dejaron secar por 48 h.

70



Apéndice A. Parte experimental

A.2.4 Curva de calibracion.

En un frasco ambar de 5 mL, se colocaron 10.2 mg del compuesto GNV14 y se le
adicionaron 1000 pl DMSO, de ésta solucion se tomaron 20 ul y se adicionaron 980
uL, esta solucion tiene una concentracion de 561.1111 pM, de ésta solucidn se
efectuaron diluciones, para obtener concentraciones de 0.01, 0.1, 5, 10, 15, 20 y 25

mM segln la Tabla A.2.2:

Tabla A.2.2 Diludiones efectuadas para la curva de calibracién

Concentracidn Volumen tomado Volumen Concentradién
tedrica (M) del estandar (mL) agregado de Real (uM)
metanol (uM)

S 330 670 4.9999
10 | 18 982 10.09%9
15 27 973 15.1499
20 36 964 20.1999
25 45 955 25.2499

dikidon se prepard a partr de |a diugon 15 pM

Para preparan las soluciones correspondientes a 0.01y 0.1, se tomaron volimenes
de una dilucién de 0.22 pM preparada, en la Tabla A.2.3, se resume el procedimiento

realizado.
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Concentradién Volumen del Yolumen agrado Concentracion

Teorica (uM) estandar (uL) de metanol (pL) Real (M)
0.01 45 955 0.01008
0.1 947 553 0.1001

Tabla A.2.3 Diludones efectuadas para la curva de calibracién

Se inyectaron 50 pl. de cada concentracién en el cromatdgrafo de liquidos (Fase
mavil: metanol: agua, 95:5), ésta operacion se realizé cuatro veces, el promedio del

area de las inyecciones se presentan en la Tabla A.2.4:

Tabila A.2.4 Areas obtenidas para las concentraciones de la curva de calibracion.

Concentradén (uM) Area promedio
0.01008 6600.25
0.1001 15889.25
4.9999 108537.25
10.0999 159576
15.1499 279861.5
20.1999 300088.75
25.2499 445528.25

A.2.5 Solubilidad de GNV14,

En un tubo Eppendorf de 2 mL se colocaron 5 mg del compuesto GNV14 y se le

adicionaron 1000 pl de agua, ésta mezcla se agitd durante 24 h y una vez
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transcuirido este tiempo se pasd a través de un filtro Whatman de 0.45 um, de el
filtrado obtenido se tomaron 100 uL y se le adicionaron 900 ulL de metanol, de ésta
Uiima dilucién se inyectaron 50 ul en el comatdgrafo de liquidos, que tenia una fase
mavil constituida por metanol: agua (95:5), éste procedimiento se repitid por triplicado

¥y se inyectaron cuatro veces en el cromatografo de liquidos.

A.2.5 Solubiiidad del complejo GNV14/p-ciclodextrina.

En un tubo Eppendorf de 2 mL se colocaron 5 mg del complejo GNV14/p-
ciclodextrina y se le adicionaron 1000 pl de agua, ésta mezcla se agitd durante 24 h y
una vez transcurrido este tiempo se paso a través de un fittro Whatman de 0.45 um,
de el fitrado obtenido se tomaron 100 pt y se ie adicionaron 900 ul de metanol, de
ésta Ultima dilucion se inyectaron 50 pL en el cromatdgrafo de liquidos, que tenia una
fase mévil constituida por metanol: agua (95:5), éste procedimiento se repitié por

triplicado y se efectuaron cuatron para cada corrida.

A.2.6 Formacion del complejo GNV14/ Hidroxipropil-p-ciclodextrina.

En un matraz erlenmeyer de 250 ml, equipado con agitacidn magnética se
colocaron 100 mg (0.0002 mol) de GNV14 y se le adicionaron 50 mL de metanol, la
mezcla se agité hasta la completa disolucién del sélido.

En un vaso de precipitados de 150 mL, equipado con agitaciéon magnética, se

colocaron 808 mg (0.0004 mol) de Hidroxipropii-B-Cicodextrina y 50 mL de agua
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destilada, ésta mezcla se agité hasta la completa disolucién de la ciclodextrina y una
vez conseguido esto, se adidond al matraz erlenmeyer que contenia el compuesto
GNV14, esta disolucidn se agitd por 48 h en ausendia de luz y pasado este periodo se
filré en una membrana Whatman de 0.45 pm, el filrado se concentré en el
rotaevaporador , el polvo obtenido se transfirié a un vaso de precipitados de 50 mL y
se dej6 secar por 48 h mas, se obtuvieron 800 mg del complejo
GNV14 /Hidroxipropil-B-ciclodextrina con un punto de fusién de 240-243 °C.

A.2.7 Mezcla fisica GNV14/Hidroxipropil-p-Ciclodextrina.

En un mortero se colocaron 100 mg del bencimidazol GNV14 y 808 mg de
hidroxipropil-B-ciclodextrina, ambos sdlidos se mezclaron hasta obtener un polvo
homogéneo, se obtuvieron 900 mg de la mezda fisica GNV14/p-ciclodextrina, cuyo
punto de fusion fue de 235-238.4 °C.

A.2.8 Solubilidad del complejo GNV14 /Hidroxipropil-8-Ciclodextrina.

En un tubo Eppendorf de 2 mL se colocaron 5 mg del complejo de indusion
GNV14/Hidroxipropil-B-Ciclodextrina y se le adicionaron 1000 ul de agua, ésta mezcla
se agitd durante 24 h y una vez transcurrido este tiempo se pasé a través de un filtro
Whatman de 0.45 pm, de el filtrado obtenido se tomaron 100 uL y se le adicionaron
900 puL de metanol, de ésta ultima dilucion se inyectaron 50 ul en ef cromatdgrafo de
liquidos, que tenia una fase mdvil constituida por metanol: agua (95:5), éste
procedimiento se repitio por triplicado y se inyectaron cuatro veces en el cromatdgrafo

de liquidos.
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Apéndice B. Espectroscopia, espectrometria y analisis térmico

tos estudios de espectroscopia, espectrometria y anadlisis térmico diferendial se

realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad

de Quimica de la U. N. A. M.

Instrumentacion:

e Espectroscopia de Infrarrojo

Equipo: Perkin Elmer 1605 con transformada de Fourier, en pastillas de bromuro de

potasio.

« Resonancia Magnética Nuclear

Equipo: Varian VRX-300 MHz, en Acetona deuterada (Acetona-ds)

e Espectrometria de Masas

Equipo: Jeol JMS-SX102A acoplado a cromatografia de gases

¢ Analisis Térmico

Equipo: Star SW 8.10
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Parte 1: Espectroscopia y espectrometria de la sintesis de los compuestos GNV14 y
GNV7.

Espectro B.1 (IR)Sintesis de 1,2-didorofenoxi-3-(4-nitrofenoxi Ybenceno (1).
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Especiro B.3 (EM) 4-(2,3-didorofenoxijacetanilida (3)
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Espectro B.5 (EM) 4-(2,3-didorofenoxi)-2-nitroacetantlida (4)
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Hz

Espectro B.7(EM) 4-(2,3-didorofenoxi)-2-nitroanllina (8)
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Espectro B.9 (EM) 5(6)-(2,3-didorofenaxi)-2-{triflurometil)-1 #-bencimidazol (GNV7)bencimidazol (GNV7)
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Espectro B.11 (H!-RMN)5(6)-(2,3-diclorofenoxi)-2-{triflurometil)- 1 # bencimidazol (GNV7)
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Espectro B.12 (CP-RMN5(6)-12 3-didorofenoxi}-2-{ triflurometit}- 1 #-bencimidazol (GNV7)
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Espediro B.13 (IR)4-(2,3-didorofenoxi)-A-metil-2-nitroanilina (5)
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Espectro B.15(IR) 4-(2,3-didorofenoxi }-A-metil-2-nitroanilina {6)
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Espectro B.16{EM) 4-(2,3-didorofenoxi)-A-metil-2-nitroanilina (7)
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Espectro B.18 5+2,3-didorofenoxi)-1-metil-2-{triflurometil}- 1 #-bendmidazol(GNV14)
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Espectro B.20 (H'-RMN)5-{2,3-didorofenoxi}-1-meti-2-(triflurometil}-1 #bendmidazol (GNY14)
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Apéndice B. Espectroscopia, espectrometria y andlisis térmico
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Especiro B.21 (C-RMN) 5-(2,3-didorofenoxi)-1-metli-2-(triflurometil}-1 #-bendmidazol (GNV14)

iE
o
=y
[ewalt s
BTELT - - }W
;
B2 |
T
-
11780 08 gRERIL T— rll.v“
= fad
]
©wE T — -
T — -
[2']
‘ g15° 521 — -
z8% 521 — INM :
ST RIT — —— -
(]
M =
—
S9EPET o o -
295" FEl M -
-t
- :
= W‘D.
——— :
SEE ¥ET = ___ fo o
= B =
% W‘ —
pO5 FET ———————rn T zm -
Ja BT :
p z £L9° 2By — :
= 895 ZbT =
t¥2]
L~
Ll
-.Hx\n:. |
=
-
. —
d M .
ek Esl—— ---—  —— -
T
[l T2}
P
e st — -
¢ i
S— —
—— T —




Apéndice B. Espectroscopia, espectrometria y andlisis térmico

Parte 2: Complejos de indusién
Espectro(IR) B.23 p-Cidodextrina
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Espectro B.25 (IR) Compiejo de indusion GNV14/ —cidodextrina
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Apéndice B. Espectroscopia, espectrometria y andlisis térmico

Tqrmog:ama B.2 TG de p-cidodextrina pura
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Termograma B.4 TG del compuesto GNV14
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Termograma B.6 TG de la mezda fisica GNV14/p-ddodextrina
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Termograma B.8 TG del complejo de induslon GNV1i4/p-ddodextrina
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Espectro B.27 (IR} Mezda fislca de GNV14/ Hidroxipropil-p-cdxiodextrina
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Termograma TGB.9 Hidroxipropil-p-ddodextrina pura
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Termograma B.11 DSC Hidroxipropil-p-ddodextrina (Témica sin orifido)
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Termograma B.13 DSC de la Mezda fisica GNV14/Hidroxipropil-B-cidodextrina (Técnica sin orificio)
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Termograma B.15 DSC del complejo de indusidn GNV14/Hidroxipropll-B-cidodextrina
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Termograma B.17 TG def complejo de indusién del complejo de indusion GNV14/Hidroxipropil-p-
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