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RESUMEN 

En el presente trabajo de tesis se sintetizaron dos grupos de profarmacos del albendazo! 

(1) para incrementar la solubilidad acuosa de este antihelmintico. Los compuestos sintetizados 

fueron disefiados bajo las variantes de bioprecursores y derivados biorreversibles. Para el primer 

grupo, se prepararon dos compuestos: N-metoxicarbonil-N’-[(2-nitro-6-propiltio)fenil]tiourea (2) y 

N-metoxicarbonil-N’-[(2-nitro-5-propiltio)fenil]tiourea (3). Estos bioprecursores presentaron el 

doble de solubilidad que 1;cuando 2 y 3 se administraron a ratas y ratones por via oral, se 

demostr6 por HPLC que generaron a 1, aunque no con eficiencia satisfactoria. Esta 

biotransformacién también se presenté al colocar a los bioprecursores en contacto con 

microorganismos de la flora intestinal. Cuando se evalué la actividad antihelmintica de 2 y 3 

contra J. spiralis, tos bioprecursores fueron activos contra organismos adultos y pre-adultos, 

afectando la fertilidad del adulto hembra; sin embargo, no se observ6 actividad contra la fase 

sistémica del parasito. El otro grupo sintetizado fue el de los derivados biorreversibles, donde tres 

de los 9 compuestos sintetizados, mostraron fas mayores solubilidades. Estos compuestos 

fueron:1-Acetil-5-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (10);1-Etoxicarbonil-6-propiltio-2- 

bencimidazolcarbamato de metilo (13a); 1-Etoxicarbonil-5-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de 

metilo (13b); Diclorhidrato de 1-[(4-aminometilbenzoil)oximetil]-5-propiltio-2-bencimidazolcarba- 

mato de metilo (25). Todos los compuestos fueron identificados y caracterizados por p.f., 

infrarrojo, 'H RMN, “C RMN, masas y analisis elemental. La magnitud en el incremento de 

solubilidad fueron para 10: 4 veces, 13a y 13b: 5 veces, y 25:ocho veces mas soluble que el 

albendazol. En la prueba de estabilidad en amortiguadores, 10 fue inestable al incrementar la 

cantidad del amortiguador. Frente a material biolégico 13a, 13b y 25, presentaron ty, en plasma 

de 7.19, 8.32 y 55.73 min, respectivamente; frente a esterasa, 6.99, 6,92 y 45.31 min; yen 

amortiguador de fosfatos (pH = 7.4), 119.83, 120.88 y 123.128 min. Estos tres derivados 

presentaron las mejores caracteristicas para ser calificados como profarmacos hidrosolubles det 

albendazol. 

 



  

ABSTRACT 

In this thesis a series of potential prodrugs of albendazole, 1, was synthetized and 

evaluated in attempt to increase the water-solubility of this benzimidazole substance. Two prodrug 

approach were invstigated as a means to obtain bioprecursors and biorevesible derivatives. in the 

first case, N-methoxycarbonyl-N’-(2-nitro-4-propylthiophenyl)thiourea, 2, and N-methoxycarbonyl- 

N’-(2-nitro-5-propylthiophenyl)thiourea, 3, were synthesized. Both compounds may undergo 

cyclization into 1 after reduction of the nitro group by microflora of the intestine. These 

bioprecursors were more liphophilic than 1 as determined by partition experiments in octanol- 

aqueous buffer systems, but their aqueous solubility was only slightly improved relative to 1. 

Although in vivo studies in rats and mice showed that 2 and 3 gave 1 and its metabolite, after oral 

administration, this biotransformation was poor efficient. In relation to the anthelmintic activity of 

these bioprecursors against Trichinella spiralis , it was shown that their activity was mainly 

directed against the preadult and adult stages of this parasite. Also, it was observed that 3 had 

better efficacy than 2, and at high doses (50 mg/Kg), 3 behaved similarly to 1. In the second case, 

bioreversible derivatization of 1 was performed by N-acylation of the benzimidazole moiety with 

various acid chloride and chloroformatés as well as by N-acyloxymethylation. The N-acylcarbonyl 

derivative was methyl 1-acetyl-5-n-propylthiobenzimidazole-2-carbamate, 10; the N-alkoxy- 

carbonyl were methyl 1-ethoxycarbonyl-6-n-propyithiobenzimidazole-2-carbamate, 13a and 1- 

ethoxycarbonyl-5-n-propylthiobenzimidazole-2-carbamate, 13b; the N-acyloxymethyl was methyl 

1-[(4-aminomethylbenzoyl)oxymethyl]-5-n-propylthiobenzimi-dazole-2-carbamate dihydrochioride, 

25. All compounds were characterized by m.p., infrared, 'H NMR, ‘°C NMR, masas and 

elementary analyses. The liposolubility was similar to 1 in all cases. The water-solubility were 4, 

5, 5 and 8 times higher than 1 for 10, 13a, 13b and 25, respectively. Compound 10 showed poor 

Stability in aqueous buffer systems. Compounds 13a, 13b and 25 combined a high stability in 

aqueous solution with a high susceptibilty to undergo enzymatic hydrolysis in human plasma and 

pig esterase to give 1. The latter derivatives showed the greatest promise as prodrugs of 

albendazole 
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INTRODUCCION 

El descubrimiento y desarrollo de sustancias quimicas para la prevencién y/o tratamiento 
de las enfermedades, constituye el Propésito central de la investigaci6n Quimico Farmacéutica.' 
La mayoria de los farmacos utilizados hoy en dia han sido encontrados de manera emptrica en 
los productos naturales o han sido Preparados por medio de la sintesis quimica.? Los productos 
farmacéuticos han resultado de Procesos de investigacién prolongados, complejos y de alto costo 
econdémico; ya que de cientos de sustancias evaluadas, con la intencién de encontrarles alguna 
actividad de interés terapéutico, sdlo una de cada 10000 ha logrado convertirse en un nuevo 
medicamento, después de un periodo de desarrollo, de aproximadamente 10 afios.® Una de 
estas sustancias es el albendazol, compuesto del grupo de los 2-bencimidazolcarbamatos de 
metilo, con actividad antihelmintica de amplio espectro,‘ tradicionalmente utilizado para combatir 
Parasitosis gastrointestinales, tanto en medicina humana como veterinaria.®® EI éxito que el 
albendazol ha alcanzado en el tratamiento de estas enfermedades se debe a su accién 
preferentemente localizada en el tracto gastrointestinal, situacién atribuida a su poco grado de 
absorcién, hacia el torrente sanguineo, debido a su escasa solubilidad acuosa.° 

Ademéas del uso terapéutico antes mencionado del albendazol, recientemente se ha 
estado investigando la posible utilidad de este compuesto para combatir parasitosis sistémicas 
(extraintestinales), tanto humanas como veterinarias, causadas principalmente por heimintos’ y 
hongos.® En esta nueva perspectiva, es indispensable que el farmaco pueda atravesar 
membranas bioldgicas para que alcance a destruir a los pardsitos que se encuentran en diversos 
organos 0 tejidos del individuo infectado. Aunque los resultados in vitro, con algunos roedores y 
animales domésticos, han sido alentadores, la desventaja de la insolubilidad acuosa que 
presenta este principio activo ocasiona, por un lado, problemas de baja disolucién, que provoca 
que su absorcién gastrointestinal sea muy pobre, y por otro lado, cierra muchas posibilidades 
para su formulacién y aplicacién parenteral o intravenosa.® Como consecuencia de lo anterior, 
muchos de los experimentos que utilizan al albendazol para parasitosis sistémicas, aplican 
dosificaciones orales mayores a 15 mg/Kg/dia, en una o dos administraciones por periodos 
cortos de tiempo, con la intencién de alcanzar la mejor eficacia terapéutica y aminorar la 
aparicién de reacciones adversas.° Sin embargo, en muchas ocasiones los resultados presentan 
gran variabilidad en su respuesta y controversia en sus dictaminaciones. ° Ante tal situacién, ha 
sido necesario disefiar y preparar nuevos bencimidazoles u otros compuestos semejantes, con 
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mejores comportamientos de absorcién biolégica, asi como, aplicar estrategias farmacéuticas 

(formulaciones) para rebasar la barrera de la insolubilidad de este principio activo. 

Los padecimientos, denominados enfermedades parasitarias sistémicas 0 

extraintestinales, son provocados por algunos helmintos, protozoarios y hongos. Algunas de 

estas parasitosis que afectan a seres humanos son: la neurocisticercosis, la criptococosis, la 

triquinosis muscular, la leishmaniosis, la enfermedad de Chagas, la oncocercosis y el paludismo. 

Las cuatro ultimas han sido ubicadas por la Organizacién Mundial de la Salud, como las 
enfermedades de origen parasitario, mas importantes en paises tropicales."? Estas parasitosis se 

encuentran en algunas regiones de nuestro pais con caracteristicas endémicas. En estas 

afecciones parasitégenas, por la ausencia de vacunas y resultados no siempre exitosos en la 

prevencién de la transmisién, la quimioterapia se convierte en una herramienta indispensable 

para combatirias.'? Sin embargo, es preciso sefialar, que se cuentan con pocos farmacos para tal 

fin, y muchos de ellos, presentan problemas de poca eficacia terapéutica, toxicidad y/o 

resistencia por parte de los pardsitos."’ Por esto, el desarrollo de programas de investigacién 

cuya finalidad sea, la busqueda de nuevos principios activos, quimioprofilacticos o 

quimioterapéuticos, asi como, la implementacién de estrategias que permitan eliminar las 

desventajas de los farmacos antiparasitarios ya existentes, como el albendazol, son una 

necesidad primordial de la investigacién farmacéutica. 

Con la intencién de aportar elementos que ayuden a aminorar esta problematica de salud 

publica desde el 4mbito de fa Quimica Farmacéutica, y adquirir experiencia formativa en esta 

4rea del conocimiento; en el presente proyecto de tesis se disefaron y prepararon profarmacos 

potenciales del albendazol para optimizar sus propiedades de solubilidad, con e! proposito de 

contar con moléculas que pudiesen ser mejor absorbidas, y en consecuencia, convertirse en 

herramientas terapéuticas eficientes para combatir a las enfermedades parasitarias sistémicas 

que respondan a la accién terapéutica de este principio activo. 
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1. ANTECEDENTES 

En el presente capitulo se presentan los conceptos e informacion adicional necesarios 

para dar soporte al disefio de los profarmacos del albendazol que incluira el presente trabajo de 

tesis. El desglose abarcaré tres apartados centrales: el primero estara relacionado al principio 

activo considerado; el segundo, englobard los tipos de modificaciones estructurales que se 

aplicaran, y el tercero cubrira los aspectos relevantes para ponderar la importancia de! problema 

que se esta tratando de eliminar en el compuesto activo. 

1.1. El albendazol como sustancia biolégicamente activa. 

El albendazol (1) fue reportado en 1976 como agente antiparasitario de amplio espectro.* 

Pertenece al grupo de los 2-bencimidazolcarbamatos de metilo, los cuales han sido utilizados 

para eliminar nematodos y cestodos que infectan el tracto gastrointestinal del ser humano y 

animales domésticos.°* Por ello, el albendazol ha sido utilizado tradicionalmente para el 
tratamiento de dichas parasitosis con la ventaja de ser administrado una o dos veces para tal fin.® 

4 3 
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albendazol (1) 

Ademés de la actividad antiparasitaria gastrointestinal, se ha informado que este principio 

activo puede utilizarse contra infecciones sistémicas causadas por algunos helmintos’, hongos® y 

protozoarios. Esto ha renovado el interés por establecer qué parasitos son sensibles a este 

farmaco (vease Tabla 1), asi! como investigar su comportamiento biolégico en animales de 

laboratorio. Uno de los requisitos que se deben cumplir para la accion antiparasitaria sistémica, 

es que el albendazol o sus metabolitos, alcancen concentraciones suficientes en plasma y tejidos 

para poder eliminar al agente infeccioso. En esta nueva faceta de antiparasitario sistémico, el 

albendazol ha sido utilizado en el tratamiento de la neurocisticercosis causada por Taenia solium 

y se ha visto que destruye los cisticersos presentes en el parénquima cerebral, y membrana 

subaracnoidea.'*'* Sin embargo, uno de los problemas que presenta el albendazol, cuando se le 
ha utilizado en el campo clinico, es la variabilidad de su respuesta terapéutica,'’*"* a pesar de 

ello, hoy se le considera como uno de los farmacos de eleccién para el tratamiento de este 

padecimiento. 
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Tabla 1. Parasitos sensibles al albendazol 

  

Parasito Organo afectado interés en medicina 
HELMINTOS 
Nematodos® 
Ascaris lumbricoides intestinos HyV 
Strongyloides stercoralis intestinos, viceras HyV 
Capillaria philippinensis intestinos Vv 
Angiostrongylus costaricences intestinos Vv 
Trichuris trichiura intestinos HyV 
Trichinella spiralis intestinos y masculos H 
Enterobius vermicularis intestinos HyV 
Dictyocaultus filaria pulmones Vv 
Onchocerca volvulus”® ojos y musculos H 
Ancylostoma braziliense piel HyV 
Toxocara canis viceras HyV 
Dracuncutus medinensis peritoneo, piel H 
Dictyocaulus viviparus pulmones v 

Cestodos 
Echinococcus granulosus” pulmones H 
Echinococcus multilocularis’ pulmones HyV 
Taenia solium (cisticercosis)"* musculos y cerebro HyV 

PROTOZOARIOS . 
Giardia lambiia'® intestinos H 

HONGOS 

Criptoccocus neoformans® pulmones y cerebro H 
  

H: humana; V: veterinaria 

1.1.1. Problemas que presenta el albendazol para utilizarlo como antiparasitario sistemico 

Uno de los inconvenientes que presenta el albendazol es su poca solubilidad acuosa que 

no permite optimizar su dosificacién y su actividad terapéutica para obtener mejores resultados 

en las parasitosis sistémicas.'’® Actualmente, existen algunos preparados medicinales (por 
ejemplo Zentel®) que dosifican al albendazol en 200 mg por tableta, aunque se reconoce que 

solo el 5% de esta cantidad es la que llega a absorberse.’® En consecuencia, se tienen que 

administrar altas dosis con el propdsito de alcanzar concentraciones plasmaticas suficientes para 

la eliminacién de parasitos sistémicos. 

Estudios de absorcién in situ, en el tracto gastrointestinal de ratas, mostraron que el 
albendazol se absorbié mediante difusién pasiva en el tracto gastrointestinal con la tendencia 

siguiente: estomago>>ileo> yeyuno>colon>duodeno, presentado en todos los casos, una cinética 

de orden cero cuando se utilizaron 1.5, 3, 4 y 5 pg/mL.” Por otro lado, cuando se emplearon 
suspensiones de mayor concentracién, la cinética fue de primer orden, conservando la misma 

tendencia en el sitio de absorci6n.”" Algunos investigadores trataron de aprovechar el hecho que 
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el albendazol, por su naturaleza estructural, presenta su mayor grado de solubilidad acuosa a 

valores de pH = 1; administraron este farmaco a animales en ayunas,”"™ 9 lo co-administraron 

con acidos grasos.”*”° Con estas condiciones experimentales, se logré provocar un retraso en el 
vaciamiento gastrico que prolongé la estancia del principio activo en el estémago, lo que 

favorecié la disolucién del antiparasitario en este Organo, con el consecuente incremento en su 

grado de absorcién. Los resultados mostraron aumentos en la concentracién plasmatica del 

albendazol o sus metabolitos.22 

Otro aspecto que influye en la actividad antiparasitaria sistémica del albendazol, es su 
metabolismo. Este antiparasitario sufre procesos de biotransformacidn en el intestino delgado” y 
principalmente en el higado.”’ La ruta de biotransformacién se inicia con la oxidacién del atomo 
de azufre, por el citocromo P450 (CYP 450) © por fa flavin mono-oxigenasa (FMNO), para dar 

lugar al sulféxido (ricobendazol, AbzSO), el cual a su vez se oxida, por el CYP 450, a la sulfona 
correspondiente (AbzSO.). Este ultimo compuesto va a dar origen a otros tres metabolitos; por la 
accién de hidrolasas sobre el carbamato de metilo, se presentara un grupo amino en la posicién 
2. Por la accién del CYP 450, se llevara a cabo una w y @1 mono-oxidacién, en la cadena 
lateral.?” 

/\f “ff I R S—nucoot, oP 450 “N/ \—wloos, N FMNO ‘ 
I I H H 

albendazol ticobendazol (AbzSO) 
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CYP 450: citocromo P450; FMNO: flavin mono-oxigenasa. 

Esquema 1. Metabolismo de! albendazol 
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Aunque el albendazol contribuye al efecto antiparasitario, el ricobendazol es el metabolito 
principalmente encontrado en el plasma de los seres humanos,”” ratones,”” ratas,”® ovejas,” y 

vacas.° Asimismo, se ha encontrado que algunos pardsitos, como el cestodo Moniezia expansa 
y el nematodo Ascaris suum, logran realizar la primera oxidacién.*" Tanto la sulfona (AbzSO2) 
como los otros tres metabolitos que de ella derivan, no presentan actividad antiparasitaria, y 
practicamente no se detectan en forma cuantitativa en el plasma de los animales de 
experimentacion.””™ La sulfoxidacién del albendazol parece ser un proceso rapido, y la posterior 
oxidacién a sulfona, es un proceso lento y de tipo irreversible.”” Dada la rapidez con que ocurre el 
Primer paso de este proceso metabdlico, se propone que la variabilidad interindividual en los 
niveles plasmaticos del sulféxido, se debe a divergencias en la absorcién y no a diferencias en el 
metabolismo. Los estudios farmacocinéticos de! albendazol en seres humanos que recibieron 
durante 8 dias, por via oral, 15 mg/Kg, mostraron que el ricobendazol presenté un rango de 
concentracion plasmatica entre 0.45 a 2.96 g/mL (1.59-10.52 wM) con ty entre 10-15 h3 

_ Varios grupos de investigacién han procedido a explotar el comportamiento de la 
biotransformacién del albendazol, para tratar de incrementar la cantidad de ricobendazol en el 
torrente sanguineo. Con esta intencién, han explorado lta co-administracién de albendazol con 
dexametasona,” cimetidina,“ metimazol,® el dipéptido fenilalaninfenilalaninato de metilo,® y 
etanol.”” Con excepcién del ultimo caso, en los restantes se lograron incrementos del metabolito 
activo en plasma. Del mismo modo, se ha administrado el ricobendazol como tal, con resultados 
favorables en la absorcién.” Sin embargo, este metabolito es una molécula con poca estabilidad 
quimica, para utilizarla en formulaciones orales, y Opticamente activa, por to que las 
investigaciones recientes en este ambito, se dirigen a tratar de administrar o favorecer 
metabdlicamente, la presencia plasmatica de sdlo uno de los enanti6meros de! ricobendazol 
(eut6mero), responsable de la actividad antiparasitaria, ya que se ha demostrado que su 
contraparte (distomero) es el que ocasiona algunos de los efectos adversos que se presentan 
durante el tratamiento. ** 

1.1.2. Mecanismos de accidn antiparasitaria de! albendazol. 

Los 2-bencimidazolcarbamatos de metilo en general provocan cambios degenerativos en 
las células tegumentarias e intestinales de los helmintos® y protozoarios."’ Se ha propuesto 
primeramente que estos compuestos inhiben la polimerizacién de la tubulina para formar el 
microtubulo nuclear, afectando la divisién mitdtica de la célula.? E! albendazol presenté una 
Clso de 1.83 pg/mL (6.9 uM) y 0.055 pg/mL (0.21 uM) para inhibir la polimerizacién de tubulina de 

cerebro de ovejas y Haemonchus contortus, respectivamente. Aunque el ricobendazol no inhibié 

  

la polimerizaci6n de la tubulina de ovejas, para la de! pardsito presenté una Clso de 0.640 pg/mL 
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(2.3 yM).. Por otro lado, se ha propuesto que los 2-bencimidazolcarbamatos de metilo, 

incluyendo al albendazol, provocan alteraciones bioenergéticas como resultado de descargas 

transmembranales de protones, a concentraciones menores de 0.026 pg/mL (0.1 pM). 

Aparentemente con los datos obtenidos de estos estudios farmacodindmicos in vitro, no habria 

problemas con las cantidades de AbzSO alcanzadas después de administrar albendazol in vivo. 

Sin embargo, su eficacia antiparasitaria no sdlo depende de su afinidad por la tubulina del 

parasito, sino también de la capacidad para mantener concentraciones efectivas en el sitio donde 

este organismo se encuentre ubicado; lo cual depende principalmente del comportamiento 

farmacocinético del compuesto. 

1.1.3. La toxicidad del albendazol. 

Los estudios de toxicidad aguda del albendazol en varios animales de 
experimentacién, lo clasifican como un compuesto ligeramente téxico para ratones y hamster, o 

moderadamente téxico para ratas.* 

Tabla 2. Valores de DLs del albendazol 

  

  

Especie Dlso (mg/Kg de peso)* 

ratones 5000 
hamster 10000 

ratas 1500 
*administracion oral 

El albendazol, administrado a seres humanos por 30 dias en dosis de 10 mg/Kg/dia es 
bien tolerado. Sin embargo, con 15 mg/Kg/dia por el mismo periodo, se reportaron algunos 
efectos colaterales, como cefaleas, nduseas y crisis convulsivas. Estas reacciones no se 

asociaron a la toxicidad del farmaco, sino a la reaccidn inflamatoria desarrollada por el paciente 

ante la destruccién de los pardsitos.*® Cuando las dosis se incrementaron, o los periodos de 
administracién rebasaron los tres meses, se presentaron reacciones adversas tales como 
ictericia, alopecia y urticarias, atripuidas al farmaco en cuestién.”” En este contexto, cabe sefialar 
que en la actualidad para el tratamiento clinico de la neurocisticercosis, ia administracién de 
albendazol en dosis de 15 mg/Kg/dia, no se realiza por tiempos prolongados. 

Otro de las cosas que hay que mencionar, es la capacidad de induccién de enzimas 

microsomales hepaticas que provoca el albendazol, por lo que podria influir en su propio 

comportamiento metabdlico 0 en el de otros farmacos que con él se administren.” Por otro lado, 

estudios in vitro con cultivos celulares mostraron que el albendazol presenta efectos 

teratogénicos,“" los cuales han sido atribuidos a su metabolito principal, el ricobendazol,” por lo 
que su administracién en mujeres embarazadas no ha sido recomendada."® 
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1.2. Los profarmacos en la investigacién Quimica Farmacéutica 
En algunas ocasiones, las propiedades fisicas y quimicas de los compuestos que 

presentan alguna actividad bioldgica de interés terapéutico, como el albendazol, no pueden ser 
siempre del todo satisfactorias. Los grupos funcionales que poseen, pueden provocar una 
absorci6én muy pobre o una distribucién inadecuada en el organismo; o bien, pueden ser la causa 
de la inestabilidad del farmaco, ya sea por reaccién quimica o por destruccién metabdlica en el 
higado u otros érganos. Esto puede dar lugar a perfiles farmacococinéticos inadecuados para los 

fines terapéuticos perseguidos. Anie tal situacién, la administracién de estas sustancias se 

encuentra limitada y su utilldad clinica es de Ambito restringido.5"* 

1.2.1. Los procesos para la optimizacién del comportamiento biolégico de farmacos. 

Para tratar de eliminar los inconvenientes que presentan algunos farmacos en su 
comportamiento bioldgico, se utilizan recursos biolégicos, fisicos y quimicos.™ Las lineas de 
investigacién que estos estudios llevan a cabo se agrupan bajo el nombre de optimizacién del 
comportamiento biolégico de los farmacos.™ 

Los recursos biolégicos implican cambios en las rutas de administracién. Por ejemplo, el 
uso de inyectables para acelerar el inicio de la accién del farmaco, incrementar su concentracién 
en sangre, y eliminar las irritaciones gastricas. La utilidad de este recurso est limitado porque las 
rutas de administraci6n parenterales son siempre menos convenientes que la administracién 
oral. En el caso del albendazol, este recurso no ha podido ser aplicado, ya que la insolubilidad 
acuosa de este compuesto no permite cambiar su ruta de administracion oral. 

Una versatilidad més amplia lo presentan fos recursos fisicos. Algunas veces una 
formulacién adecuada (microencapsulacién, liberacién sostenida) pueden superar las 
desventajas fisicoquimicas y farmacolégicas que presente el farmaco.™ Con el albendazol se han 
Nevado a cabo estudios de formulacién en forma de suspensiones, utilizando como surfactante 
taurocolato de sodio (38 mM), y concentraciones iniciales de albendazol de 2.5 x 10° mg/mL; con 
esto se incrementd su paso a través del intestino delgado perfundido de rata, alcanzando un 49% 
de absorcién de la dosis inicial después de 30 min (Ka =2.810 + 0.116 h”).™ En estudios con 
ratones infectados con Trichinella spiralis *’ y Echinococcus multilocutaris,* el albendazot ha sido 

  

formulado, para administracién parenteral, en liposomas y en nanoparticulas coloidales de 
poli(D,L-lactido), respectivamente. En ambos trabajos, la formulacién incrementé la eficiencia 
antiparasitaria del albendazol. En el ultimo caso, se observé un efecto antiparasitario equivalente, 

cuando se administraron 6 mg/Kg de albendazol formulado en forma coloidal, por via 
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intravenosa, con 1500 mg/Kg de albendazol no formulado, por via oral.® Estos resultados 

refuerzan la idea que al incrementar la solubilidad acuosa del albendazol se logra una mayor 

eficiencia antiparasitaria de este principio activo. 

Por su parte, los recursos quimicos ofrecen el mayor grado de flexibilidad para lograr la 

optimizacién del comportamiento biolégico. En este rubro, dos alternativas de trabajo pueden 

ser consideradas. La primera y més utilizada, se denomina optimizaci6n farmacodinamica,™ la 

cual consiste en realizar moditicaciones estructurales a un principio activo (prototipo), con el 

Propdsito de obtener derivados, denominados andlogos, con mayor potencia terapéutica o indice 

terapéutico mas amplio.™" Estos cambios no siempre cumplen con su cometido de optimizacion; 

ya que en ocasiones, provocan la pérdida total de la actividad o el encuentro de una nueva 

molécula con propiedades farmacolégicas diferentes.©° En el d4rea de investigaci6n de los 2- 

bencimidazol-carbamatos de metilo, la busqueda de andlogos se ha realizado con moléculas 

como el albendazol, mebendazol, flubendazol y fenbendazol, que hoy en dia se utilizan en el 

campo clinico para combatir pardsitos en medicina humana o veterinaria.*® En ningun caso se 

logr6 mejorar la solubilidad acuosa de estos principios activos, por lo que su uso quedé 

practicamente restringido al tracto gastrointestinal. 

En la segunda alternativa, denominada optimizacién farmacocinética," las 

modificaciones son dirigidas a lograr una mejor eficiencia en el comportamiento de absorcién, 

distribucién, metabolismo y excrecién, asi como, hacer més selectiva la accién bioldgica de un 

principio activo utilizado en la clinica o en etapa de investigacién preclinica. Dentro de este 

ambito, existen dos disefios cualitativamente bien establecidos, los profamacos '* y los 

farmacos “suaves”.*® Con frecuencia, los procedimientos para desarrollarlos resultan ser mas 

econdmicos, que la busqueda de nuevos andlogos que puediesen servir de prototipos para una 

optimizacién farmacodinamica.® 

1.2.2. Estrategias para el disefio de profarmacos. 

En virtud que, tanto los profarmacos y los farmacos “suaves”, son dos alternativas de 

optimizacién farmacocinética de farmacos, es importante tener en cuenta tas diferencias 

conceptuales que conciernen a cada uno de ellos. 

1.2.2.1. Los profarmacos y los farmacos “suaves”. 

Un profarmaco es un compuesto farmacolégicamente inactivo que requiere de una 

transformacién espontanea o enzimatica, dentro del organismo, para poder liberar o generar al 
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farmaco, y que sea este ultimo quien pueda ejercer la accién terapéutica."™ Esto constituye un 
elemento importante a considerar en el momento de disefiar profarmacos de este principio activo. 

EI farmaco “suave” representa la idea contraria a la del profarmaco, ya que son entidades 
biolégicamente activas, las cuales una vez que han ejercido su accién terapéutica, se desactivan 
metabdlicamente para ser excretados rapidamente del organismo.™ 

Biotransfo! i6n PROFARMACO COMPUESTO INACTIVO, ———nSMACln SS COMPUESTO ACTIVO 

FARMACO SUAVE — COMPUESTO ACTIVo __Biotransformacion eur eto INACTIVO 

Los profarmacos son utilizados para Principios activos con problemas de formulacién, 
absorcién, metabolismo o selectividad de accién (direccionamiento).™ Por otro lado, los farmacos 
“suaves” se recomiendan para moléculas con problemas de excrecién o toxicidad por su 
distribucién. Para el caso del albendazol, donde el problema es su escasa absorcién, se ve 
como alternativa particular de solucién, el disefio y preparacion de profarmacos. 

1.2.2.2. Clasificacién de los profarmacos. 

En la actualidad existen varios criterios para clasificar a los profarmacos, los cuales 

consideran sus caracteristicas estructurales y el comportamiento que van a presentar dentro de! 

  

  

organismo.® 

Tabla 3. Criterios de clasificacién para los profarmacos 

Clasificacién Tipo 

Bioprecursores 
. Derivados biorreversibles 

1. quimica 
Sistemas de liberacién quimica selectiva 
Profarmacos macromoleculares 
Profarmacos secuenciales: Terapia anticuerpo-enzima: 

profarmaco (ADEPT) 

Enzimaticos: 
Presentan variabilidad bioldgica 
Dificultades de optimizacién 

2. mecanismos de activacién No enzimaticos: 

no variabilidad biolédgica 
menos dificultades para optimizar 
dificultades por inestables 

Mediante la bioactivacién selectiva en un tejido (ADEPT) 
3. direccionamiento Mediante un sistema de liberacién quimica selectiva 

Mediante un sistema de transporte selectivo hacia un tejido 
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En el presente trabajo se van a utilizar los términos bioprecursores y derivados 

biorreversibles para la clasificaci6n de los compuestos que se van a preparar. 

1.2.2.3. Diferencias entre los bioprecursores y los derivados biorreversibles 

Los tipos de profarmacos que se han considerado como la primera alternativa para la 

_Optimizacion de las propiedades de un farmaco son los bioprecursores y los derivados 

biorreversibles, los cuales difieren entre s{ por sus caracteristicas estructurales y la forma en 

como se espera su biotransformacion.™ 

a. Bioprecursores. Son aquellos compuestos que formalmente no presentan fa estructura del 

principio activo pero una vez dentro del organismo, lo generan mediante 

reacciones de reduccién u oxidacién o hidrdtisis.'°*° 

b. Derivados biorreversibles. Son aquellos compuestos que presentan ja estructura de! principio 

activo, al cual se le ha adicionado una porcién estructural, denominada 

modificador, que cambiara temporalmente las propiedades fisicoquimicas del 

farmaco. Este tipo de compuestos liberan al principio activo mediante 

reacciones de hidrdlisis, oxidaciones 0 reducciones.'**? 

FARMACO 

GENERAR LIBERAR 

BIOPRECURSOR DERIVADO BIORREVERSIBLE 

Esquema 2. Diferencia conceptual entre un bioprecursor y un derivado biorreversible 

Por la forma en como estan constituidos, los bioprecursores y los derivados 

biorreversibles van a presentar algunas diferencias en sus caracteristicas fisicoquimicas, mismas 

que pueden convertirse en ventajas o desventajas segun sea el caso particular de que se 

trate," 

Tabla 4. Diferencias operativas entre un derivado biorreversible y un bioprecursor. 

  

Caracteristica Derivado biorreversible Bioprecursor 

Constituci6n Principio activo + modificador No presenta al principio activo 

Liposolubilidad | Fuertemente modificada Ligéramente modificada 

Bioactivacién Liberacién 0 reconversion del principio activo Generacién del principio activo por 
por hidrélisis, oxidacién, o reduccién oxidaci6n, reduccién, o hidrdlisis 

Estabilidad Problemas de estabilidad en soluci6én acuosa Estables en solucién acuosa 

Catalisis Quimica 0 enzimatica Solamente enzimatica 
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1.2.2.4. El disefio de los profarmacos en el desarrollo de un medicamento. 
La aplicacién de! disefio de profarmacos en la investigacién y el desarrollo de 

medicamentos, se divide en dos etapas. En la primera, conocida como etapa Post hoo, se aplica 
sobre aquellos farmacos que se encuentran en la fase de investigacién clinica IV o en aquellos 
que ya estan comercializados; por otro lado, la segunda etapa denominada Ad hoe, se aplica 
sobre aquellos compuestos activos que se encuentran en fase de investigacién preciinica o en 
evaluaciones clinicas |, Il y Ill. En el caso del albendazol, la etapa de aplicacién corresponde a la 
Post hoc debido a que este principio activo ya se encuentra en aplicacién clinica.© 

Tabla 5. Beneficios ganados por el disefio de profarmacos en el desarrollo de medicamentos 
Etapa Descripcién Beneficios 

Desde un beneficio notable, cuando se logra una 
mejor eficiencia terapéutica; hasta beneficios 
trascendentales, cuando se obtienen profarmacos de 
liberaci6n selectiva. 

Disefiar y preparar profarmacos de Post hoc compuestos actives ya comercializados 

Ad hoc* Para compuestos actives que requieran Beneficios generalmente importantes para que el 
de modificacién estructural para su compuesto activo tenga mejores posibilidades de 
desarrollo en ia investigacién preclinica convertirse en medicamento. 

“(latin) hecho o modificado para un propésito particular 

1.2.2.5. Criterios para la elaboracién de profarmacos.°” 
Los criterios que deben tomarse en cuenta en el disefio y la elaboracién de los profarmacos 
son: 

a) Identificar el problema de comportamiento bioldgico del farmaco. 

b) Identificar las propiedades fisicoquimicas requeridas para la eficiencia maxima y liberacién 
Optima del farmaco 

c) Planear las modificaciones estructurales del farmaco que sean necesarias para reducir o 
eliminar el efecto indeseable en particular. El cambio quimico propuesto modificara las 
propiedades fisicoquimicas del farmaco con lo cual se afectara su absorci6n, distribucién y 
metabolismo enzimatico. 

d) Ponderar tas condiciones que son disponibles in vivo (enzimas, pH, etc.) para la 
transformaci6n del profarmaco en farmaco después que el primero ha sido administrado. Esta 
bioconversién del profarmaco se lleva a cabo mediante la intervencion de enzimas hidrolasas, 
reductasas u oxidasas, 0 por reacciones intramoleculares. 

e) Proponer estructuras de profarmacos en los cuales se espere que el compuesto disefiado ser4 
inactivo o menos activo biol6gicamente que el! farmaco de origen. 

f) Tratar que la preparacién de los profarmacos se lleve a cabo en la menor cantidad de pasos 
posibles. 
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g) Seleccionar a los profarmacos propuestos que tengan las propiedades fisicas y quimicas 
adecuadas y que puedan ser potencialmente biotransformados en el compartimento biolégico 

deseado como candidatos a evaluaciones de biodisponibilidad, toxicidad, etc. 

Bioprecursores. 

Para la elaboracién de los bioprecursores se tendra en cuenta, adicionalmente a los 
lineamientos generales, lo siguiente: 

a) La generacién del farmaco debe llevarse a cabo preferencialmente, mediante reacciones de 

reducci6n u oxidacién. 

b) El bioprecursor disefiado debe presentar mejores caracteristicas de liposolubilidad y/o 
solubilidad acuosa o en disolventes organicos polares que el principio activo 

¢) Debe existir en el bioprecursor algun grupo funcional susceptible a sufrir la reaccién de 
reduccién u oxidacién de forma favorable en condiciones bioldgicas. 

Deérivados biorreversibles. 

Para la elaboracién de los derivados biorreversibles se deben tomar en cuenta los 

siguientes lineamientos adicionales 

a) La union entre el farmaco y el modificador es generalmente un enlace covalente. 

b) La unidn entre el farmaco y el modificador debe ser rota in vivo. 

¢) La liberacién del farmaco debe ser cinéticamente rapida para asegurar niveles efectivos del 
principio activo en los sitios de accién, y/o minimizar el metabolismo del profarmaco como tal, 

o la gradual inactivacién del farmaco mismo. 

d) El derivado asi como el modificador liberado in vivo deben presentar un riesgo minimo de 

toxicidad a las concentraciones utilizadas. 

Tipos estructurales de derivados biorreversibles? 

Bipartita: se forma por la unin del principio activo al modificador, [modificador-farmaco]. 

Iripartita: el modificador y el farmaco son enlazados por un tercer componente estructural 

llamado acoplador: [modiflcador-acoplador-farmaco]. El acoptador no le confiere 

alguna propiedad fisicoquimica al farmaco. 

Profarmaco doble 0 pre-profarmaco: estos se caracterizan por la presencia de dos modificadores 
[modificador-modificador-farmaco]. Algunas veces uno de los modificadores le 

confiere propiedades fisicoquimicas diferentes al farmaco y el otro sirve para realizar 

una liberacion selectiva del mismo. En otras ocaciones, un modificador bloquea un 

sitio de biotransformacién y el otro sirve como acarreador del farmaco a través de las 
membranas.™ 
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Profarmaco mutuo: se forman por el acoplamiento de dos principios activos [farmaco,-farmaco,]. 

Esta unién puede darse de forma directa o mediante un acoplador. 

  

Para agentes antiparasitarios de administracién no prolongada, como el albendazol, 
existe la libertad de utilizar cualquiera de las variantes estructurales anteriores. Todo dependera 
de la facilidad de su preparaci6n y perpectiva de obtener los mejores resultados bioldgicos. 

1.2.3. Los pro-bencimidazoles 

En el campo de investigacién de los bencimidazoles, se ha utilizado la estrategia de los 
profarmacos con el propésito fundamental de incrementar la escasa solubilidad acuosa que 
presentan este tipo de compuestos. Los profarmacos disehados y sintetizados reciben el nombre 
de pro-bencimidazoles.** En el esquema 3 se presentan algunos de los pro-bencimidazoles que 
se encuentran en fase de investigacién pre-clinica en medicina veterinaria. 

Uno de estos pro-bencimidazoles es el netobimin el cual fue disefiado como un 
bioprecursor del albendazol,” y cuya evaluacion se ha llevado a cabo en animales domésticos. 
72 Aunque dichos trabajos han mostrado que este bioprecursor ha generado al albendazol, asi 
como sus metabolitos, no ha logrado superar las concentraciones de estos Ultimos, cuando se 
compara su administracién con el aibendazo! en dosis equimoleculares.*”' Es problable que 
este compor-tamiento sea debido a que el netobimin, presenta un comportamiento zwitterién”? a 
los valores de pH del tracto gastrointestinal, lo que merma su capacidad para disolverse en el 
lumen intestinal. 

Otros bioprecursores de 2-bencimidazolcarbamatos de metilo como el pro-mebendazol, el 
febantel y el tiofanato, se presentan como compuestos en donde la generacién de la porcién 2- 

imidazolcarbamato de metilo, se lleva a cabo mediante una reaccién de ciclacién intramolecular. 

Estos bioprecursores no presentan comportamiento de zwitterién en las condiciones de acidez 

gastrointestinal, por lo que las perspectivas para absorberse son buenas.” 

En el esquema 4 se presentan dos bioprecursores del tipo tiureidos N,N’-disustituidos 
Cuyos resultados fueron favorables para el propésito de su disefio, y que los hacen atractivos 
para una mas amplia investigacién. En el primer caso, se trata de un bioprecursor del 

mebendazol, el pro-mebendazol. En el trabajo realizado, se mostréd que la ciclacién 

intramolecular, en la cual el grupo amino se comporta como nucleéfilo, fue favorecida al 
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incrementar los valores de pH. La conversién fué practicamente cuantitativa a valores de pH 

mayores a 7.0. Sin embargo, no se realizaron estudios bioldgicos con este compuesto.” 

i 
NHCOCH, 

S. NHC=NCOCH. Nf i? \—nxcoct, Qo. 
Y NHPPCH,OCH, 

@ENHCH,CH,CH,CH, o 
° febantel 

benomil (bioprecursor) 
(derivado biorreversible) 

if N ° NHCNHCOCH,CH, 
| 

orecr 
\—niGocn, 

N NHGNHCOCH,CH, } re Gooch, 
0 

tiofanato 
metoxicarbonilfenbendazo! (bioprecursor) 

{derivado biorreversible) 

NHCH,CH,SO,H 

? i R CH,CH,CH,S. NE=GNHEOCH, 

NHCNHCOCH, oC ° 

CT 
ms NH, netobimin 

(bioprecursor) 
promebendazol 

(bioprecursor) 

Esquema 3. Pro-bencimidazoles de 2-bencimidazolcarbamatos de metilo 

El segundo caso trata sobre un bioprecursor del 5-trifluorometil-2-bencimidazolcarbamato 

de metilo.” Este disefio, al igual que en el del netobimin, consideré que en primera instancia, se 

deberia llevar a cabo la reduccién del grupo nitro a grupo amino, y luego la reaccién de ciclacién 

intramolecular, para dar lugar al 2-bencimidazolcarbamato de metilo. Cabe hacer mencién que en 

este bioprecursor, la ubicaci6n del grupo nitro, en relaci6n al sustituyente de la posicién 5 del 2- 

becimidazolcarbamato de metilo, difiere de la que presenta el netobimin. En este trabajo, se 

administr6 el bioprecursor a gerbos infectados con Echinococcus multilocularis en tejido 

pulmonar. Los resultados mostraron una regresién de la infecci6n, la cual fue atribuida a que el 

bioprecursor generaba al correspondiente bencimidazol, el cual es activo contra este pardsito.” 
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i if , 

Onegin logess = 
BIOPRECURSOR PRINCIPIO ACTIVO 

N-metoxicarbonil N’-((2-amino-~4-benzoil)fenil}tiourea (Mebendazol) 

Fy NO, F, N 

>» Ngo, 
NHPNHGOGH, " ° 

§ 0 H 

BIOPRECURSOR PRINCIPIO ACTVO 

N-metoxicarbonil N'-{(2-nitro-4-triftuorometil)fenil]tlourea 5-trifluorometil-1H-bencimidazol-2-i1 carbamato de metilo 

Esquema 4. Bioprecursores de 2-bencimidazolcarbamatos de metilo reportados. 

Por lo que respecta a los derivados biorreversibles, basicamente las modificaciones, para 

la optimizaci6n farmacocinética, se han llevado a cabo al adicionar alguna porcién estructural, a 

los nitrégenos de la porcién imidazol de estos antiparasitarios. Como ejemplo, podemos citar al 

metoxicarbonilmebendazol, el cual cuando se administré a conejos, logré incrementar la cantidad 

del principio activo en el plasma en relacién a aquellos animales que solo recibieron mebendazol 

en cantidades equimoleculares.” 

Todos estos estudios muestran que es factible utilizar !a estrategia de los profarmacos 

para tratar de.optimizar el comportamiento biolégico de 2-bencimidazoicarbamatos de metilo, en 

especial el del albendazol. 

1.3. La liposolubilidad y la solubilidad acuosa en la actividad bioldgica. 

A menos que un compuesto activo alcance su sitio de accion dentro del organismo en 

cantidad suficiente para mostrar su eficacia terapéutica, no sera clinicamente Util como 

farmaco.™ La eficacia de la actividad biolégica, depende en muchas ocasiones, de una liberacién 

eficiente del compuesto en su sitio de accién, dando lugar con esto a las mejores respuestas 

terapéuticas con un minimo de efectos colaterales 0 secundarios. Para que un principio activo 
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llegue a tener una liberacién eficiente, es necesario que las dificultades encontradas en su 

absorci6n, su distribucién, su metabolismo y su excreci6n, no constituyan las etapas criticas de 

Su comportamiento biolégico. La optimizacién de las propiedades del compuesto activo para 
lograr dicha liberacién es un proceso crucial dentro de Ia etapa de disefio y desarrollo de 

farmacos, y frecuentemente se convierte en la etapa clave para que un principio activo llegue a 
convertirse en medicamento.”” 

1.3.1. Importancia de las propiedades fisicoquimicas del farmaco. 
En los 2-bencimidazolcarbamatos de metilo, como el albendazol, que presentan 

perpectivas de utilizarse como antiparasitarios sistémicos, un parametro critico a considerar sera 
el transporte a través de las membranas biolégicas que el principio activo tenga que efectuar 
hasta alcanzar su sitio de accién (el pardsito).”’ Es reconocido que dentro de !os factores que 
influyen en el transporte de un compuesto, sus propiedades fisicoquimicas ocupan un lugar 
preponderante, sobre todo en aquellos que son administrados en un lugar distante a su sitio de 
accién. En este sentido, debemos mencionar que las sustancias activas deben cumplir con 
requerimientos de liposolubilidad, polaridad, carga eléctrica, solubilidad acuosa, tamafio 
molecular o similitud a sustancias endégenas. Los dos tltimos, practicamente restringidos a un 
grupo particular de compuestos, tales como, iones metalicos de tamafo pequenio para atravesar 
los poros membranales, o compuestos orgdnicos que utilizan el transporte activo para trasladarse 
en el organismo.”® 

Para el caso del albendazol, el cual se va administrar por via oral, es preciso tomar en 

cuenta, a los factores que estan involucrados en el proceso de absorcién gastrointestinal, ya que 
todos, particularmente o en su conjunto, pueden influir en la respuesta antiparasitaria eficiente de 

este principio activo: 

a) Parametros bioidgicos: tipo de transporte, pH, vaciamiento gastrico, presencia de enzimas, 
secreci6n biliar, flora intestinal, estado de salud. 

b) Propiedades fisicoquimicas: solubilidad acuosa, liposolubilidad, pKa, estabilidad, punto de 
fusién, adsorcién. 

c) La forma farmacéutica: tableta, solucién, emulsién, suspensién capsula. 

Como se mencioné anteriormente, el albendazol utiliza la difusion simple como medio de 
transporte a través de las membranas biolégicas. Los elementos que influyen en la velocidad a la 
que ocurre dicho proceso son: 
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a) El gradiente de concentracién, el cual influye de manera directamente proporcional a la 

velocidad de difusién y depende de la cantidad disuelta del compuesto en ambos lados de la 

membrana. 

b) Los parametros que afectan la facilidad para que la molécula del farmaco pueda moverse al 

interior tipofilico de la membrana, a saber, la liposolubilidad, el tamafio molecular y el grado de 

ionizacion. 

Para tratar de optimizar el comportamiento de una sustancia activa que se administra por 

via oral, como el albendazol, se debe tomar en cuenta a la absorcién y la disolucién. Para que 

estos dos parametros puedan modificarse, mediante el uso de recursos quimicos, es necesario 

alterar las caracteristicas de liposolubilidad y solubilidad acuosa de! principio activo. La decision 
de intentar modificaciones quimicas a la estructura del principio activo, depende del tamafio de 
dosis administrada, el costo de produccién de tales cambios estructurales, la dificultades de 

formar sales acuosas en condiciones biolégicas, asi como la eficiencia de la respuesta 

terapéutica. 

1.3.2. La liposolubilidad. 

Este parametro denota el grado de solubilidad de un compuesto en una fase lipoidea (por 

ejemplo la membrana celular). De forma ideal, la liposolubilidad podria ser medida directamente 

como el coeficiente de partici6n entre una bicapa de fosfolipidos y agua; el valor de este 

coeficiente sefialarla la facilidad con que ef compuesto puede transportarse en las membranas 

biolégicas. Experimentalmente, ia fragilidad de la capa de fosfolipidos no permite utilizarla en 

mediciones de rutina, por lo que es reemplazada por disolventes organicos, como el 1-octanol, 

con la intencién de hacer aproximaciones al comportamiento de la membrana celular. Los 

valores usuaimente manejados para el coeficiente de particién (P) son logaritmicos (log19); por lo 
que un farmaco que se distribuya en una proporcién 10:1 en un sistema de octanol/agua, tendra 

un valor de log P =1. 

[Fase organica] 

{Fase acuosa] 

En la actualidad se disponen de paquetes computacionales para calcular el valor de log P, 

los cuales se basan en que la liposolubildad intrinseca de un compuesto depende de las 

contribuciones que en este sentido, realicen sus grupos funcionales y porciones estructurales 

que lo integren.”" Para el caso del albendazol, el valor calculado de log P = 3.01. 
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Un aspecto adicional a considerar, es la ionizacién de bases y acidos débiles, ya que el 
grado de particién de un farmaco es dependiente del pH. Experimentalmente, la fase acuosa es 
reemplazada por una solucién amortiguadora de fosfatos, usualmente a PH 7.4 o pH 6.0. Los 
valores obtenidos de esta manera son referidos como coeficientes de distribucién, tog Dp, en 
lugar de log P. Se asume que el log P representa la liposolubilidad intrinseca y no cambia a 
menos que la estructura del f4rmaco se modifique; por el contrario, el log Dou, se modificara de 
acuerdo a las condiciones de acidéz del medio. Con el valor del coeficiente de distribucién, se 
espera mayor representatividad del comportamiento de particién de los acidos y bases débiles. 
Ambos términos pueden relacionarse mediante la siguiente ecuacion:* 

Para los Acidos : log Dpn = tog P - log (14 10 Pt Pe) 
Para las bases: log Dpy = log P - log (14 10 Ph) 

A manera de ejemplo para un Acido, un aumento de una unidad en el valor de pH sobre el 
valor del pKa, disminuiré en una unidad el valor de log D. Por otro lado, para una base, una 
disminucién en una unidad del valor de pH, disminuira en una unidad el log D. La facilidad de 
transporte de un principio activo a través de los tejidos generalmente se observa con valores de 
log Dr4 entre 1 y 2, y en el intestino delgado con valores de 2, aunque se llegan a presentar 
excepciones en esta disposicién. Farmacos con valores de log D74 mayores a 2 serian 
completamente absorbidas, siempre y Cuando no presenten problemas de insolubilidad acuosa 
en el lumen gastrointestinal. 

Debido a su naturaleza estructural, el albendazoi presenta al menos dos valores de pKa,* 
por lo que se conduce como un anfétero en solucién acuosa a diferentes valores de pH. Sin 
embargo, en condiciones bioldgicas, al parecer solo el primer equilibrio es el que contribuye a su 
comportamiento, ya que para presentarse el segundo, se requieren condiciones de basicidad que 
no se encuentran en las células. 

H 
| s nw 9 s ° /\/ l pia, = 2.97 N 

TH S—ncooH, —— = “N/ \—nndoor, 

H H 
pla, = 9.93 { 

Ss N ° YW) TL \—nndoor, 
N 
¢) 

Esquema 5. Equilibrios acido-base del albendazol 
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Tomando el pKa, para aplicarlo a la ecuaci6n anterior de una base, se tendria, para un pH 
= 6, y log P = 3.01, un log Deo = 2. Esto indicarla que el albendazol no tedria problemas para 
atravesar la barrera intestinal, en cuanto a liposolubilidad se refiere. Por lo que la poca absorcién 
que manifiesta, se debe a otros parametros, como la insolubilidad acuosa, la cual hay que tomar 
en Cuenta para tratar de optimizar el comportamiento de este principio activo. 

1.3.3. La solubilidad acuosa. 

Como hemos indicado, el gradiente de concentracién es un pardmetro que influye en ta 
velocidad de difusién simple. A mayor gradiente de concentracion mayor velocidad de difusién, y 
en consecuencia mayor absorcién, hasta que la relacién de equilibrio alcance un valor maximo. 
Un gradiente de concentracién dependera de la velocidad de disolucién del principio activo 
sdlido, misma que estard limitada por la solubilidad acuosa que presente dicho compuesto.®” 
Para el albendazol, su solubilidad acuosa de 4.35 x 10° mg/mL (pH = 6.0, T = 37 °C), no permite 
alcanzar altas concentraciones en solucién Para que pueda lograr un gradiente que propicie, de 
inicio, la absorcién de cantidades significativas de este principio activo. Por otro lado, en las 
condiciones de acidez del est6mago (pH =1), el albendazol se encontrarfa en forma iénica y con 
mayor grado de solubilidad acuosa. Esto ha sido aprovechado en la administracién de este 
principio activo en ayunas. En experimentos que utilizaron al emulsificante Transcutol® en 
proporcién de 40%, la solubilidad en suspensién dcida (pH =1.2) fue de 2.226 mg/m. 

La solubilidad acuosa es un pardmetro critico. Una solubilidad mayor al 1% (10 mg/mL) a 
37 °C de un principio activo, indica que no se presentaran problemas en la biodisponibilidad 
como resultado de sus caracteristicas de solubilidad.® Es importante indicar que esto es una 
gula y no una limitante estricta en ta relaci6n solubilidad-absorcién. Los factores que determinan 
esta relacién son:®” 

i) ta velocidad de disoluci6n y la solubilidad como una funcion del pH dentro del rango fisiolégico, 
ii) la velocidad de disolucién en funcién del tamafio de particula o su area superficial, y 
iii) 1a dosis del compuesto. 

A diferencia de la liposolubilidad, no existe una guia general para estimar la solubilidad 
acuosa de las moléculas orgdnicas, a partir de sus estructuras o sus propiedades fisicas. La 
razon, es que el fenémeno de la solubilidad, no surge de un simple equilibrio sino de una 
combinacién de varios de ellos. 
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Factores que afectan la solubilidad de un farmaco.®” 

a. E/ soluto: estructura molecular, grupos funcionales, polimortismo. 

b. El disolvente: polaridad, formacién de puentes de hidrégeno, fuerza idnica, cosolvencia, 

agentes solubilizantes. 

c. Temperatura: exotérmico versus endotérmico. 

d.Tamafio de particula y agitacién. usualmente afectan unicamente la velocidad de disolucién, 

pero en algunos casos pueden afectar la solubilidad. 

Los datos preliminares de solubilidad de un principio activo no solamente apoyan a los 

estudios biofarmacéuticos, también son utiles para el farmacélogo y el toxicdlogo, en la 

administraci6n del compuesto a probar bioldgicamente; con esto se pueden prevenir 

ambigtedades de sustancias reportadas como inactivas 0 no téxicas, cuando de hecho, fueron 

pobremente absorbidas debido a su baja solubilidad acuosa.” 

1.3.4. Los profarmacos para modificar la solubilidad y fiposolubilidad. 

Cuando un principio activo presenta problemas de insolubilidad acuosa, lo primero es 

intentar incrementarla mediante cosolvencia o por la formacién de sales, debido a la facilidad de 

su elaboracién y bajo costo econémico. En caso de que con estos medios no se mejore 

satisfactoriamente, el comportamiento de solubilidad; entonces se requerira de aplicar otras 

herramientas mas elaboradas, como recursos fisicos de formulacién o el recurso quimico de los 

profarmacos.” Cuando se ha decidido utilizar a los profarmacos, con miras a incrementar la 

solubilidad acuosa, se ha establecido como meta el obtener compuestos cuya solubilidad sea 

igual o mayor al valor de la dosis (mg/Kg) del principio activo, dividida entre 100 y referida a mL. 

En el caso de! albendazol, cuya dosis promedio de administraci6n es de 10 mg/Kg, los 

profarmacos deberian presesentar al menos una solubilidad de 0.1 mg/mL; esto representaria 

una ganancia de 23 veces con relacién a la solubilidad del albendazol (4.35 x10° mg/mL). 

EI éxito en el disefio de profarmacos de un principio activo con problemas de absorcién 

radica en lograr incrementos en la extensién de su absorcién de hasta una doble o triple 

cantidad. La consecuencia de esto podria ocacionar disminuciones significativas en la dosis 

administrada 0 en el abatimiento del costo del tratamiento particular. En general un farmaco o un 

profarmaco que presente una absorcién uniforme minimizara las variaciones que se presenten 

entre diversos pacientes o entre las administraciones dadas a un mismo individuo.? 
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1.3.4.1. Los bioprecursores y los derivados biorreversibles en la insolubilidad acuosa. 

La aplicacién de los profarmacos para tratar de resolver problemas de insolubilidad utiliza 
en primera instancia, la estrategia de Preparacién de bioprecursores y/o derivados 
biorreversibles. Las ventajas Que se espera obtener de estos son: 

a) bioprecursores, los cuales al no presentar la estructura del principio activo, tendrian diferentes 
comportamientos de solubilidad y liposolubilidad. 

b) derivados biorreversibles, los cuales, sin perder la estructura del principio activo, cambian la 
solubilidad mediante el uso de una porcién estructural denominada modificador, el cual se 
puede utilizar con un mayor margen de maniobra estructural para modular la relacién 
solubilidad-liposolubilidad. 

Cuando se inicia ef disefio de los profarmacos es importante tomar en cuenta, que la 
solubilidad y ia liposolubilidad en un compuesto, en general, guardan una relacién inversa, cada 
vez que se intenta modificar la estructura de un farmaco para incrementar la solubilidad, 
repercute en una disminucién de su liposolubilidad. 

Otro aspecto a considerar es el sitio donde se espera que ocurra la biotransformacién, por 
varias razones: 

a) la hidrélisis del derivado biorreversible para liberar al principio activo y su posible precipitacion 
deben ser minimizados previamente a su absorcién oral o parenteral. 

b) las ventajas de la difusién del farmaco no polar a través de las membranas no debe 
comprometerse. 

c) la presencia de enzimas para la oxidaci6n, reduccién (microflora intestinal) 0 hidrdlisis para ta 
transformacién de un bioprecursor en el farmaco. 

1.3.5. Estrategias en el disefio de derivados biorreversibles hidrosolubles. 
En términos generales, hay una mayor cantidad de trabajos realizados con derivados 

biorreversibles que con bioprecursores para abordar el problema de la insolubilidad de diversos 
principios activos.** Dos estrategias pueden ser empleadas para incrementar la solubilidad 
acuosa, al sintetizar derivados biorreversibles:*° 

a) mediante la adicion de una porcidn estructural idnica 0 ionizable en condiciones fisiolégicas. 
b) mediante la adicién de una porci6n estructural para disminuir el punto de fusién del principio 

activo. 
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1.3.5.1. Adicién de un modificador iénico o ionizable en condiciones fisioldgicas. 

La sintesis de un derivado biorreversible iénico 0 ionizable de un farmaco es tal vez la 

mas comun de las estrategias realizadas en este rubro. Esta alternativa se basa en la relacién 

pH-solubilidad para acidos y bases débiles. En la Tabla 6 se enlistan algunos de los 

modificadores utilizados para este propésito. 

Tabla 6. Modificadores para solubilizar farmacos 

  

  

Farmaco Modificador Derivado biorreversible 

F-OH 
Hemisuccinato F-O-COCH2CH2COO™ Na* 
Clorhidrato de dimetilaminoacetato F-0-COCH2N(CHs)2 HCl 

Fosfato F-O-PO;" Nat 
Aminoacido F-O-COCHR-NH2 

F-COOH 
Ester de colina F-COOCH2CH2N*(CHa)3 X” 
Clorhidrato dedimetilaminoetilester F-COOCH2CH2N(CHs)2 HCI 
Aminoacido F-CONHCH2COO" Na* 

F: farmaco 

De la tabla anterior, se puede decir, que los farmacos mas faciles para ser modificados 

con el propésito de desarrollar profarmacos, son aquellos que tienen grupos carboxilos o 

hidroxilo. Algunos de los trabajos de investigacién realizados en este sentido, han arrojado 

buenos resultados a este respecto.™™ Sin embargo, no todos los compuestos activos presentan 

estos grupos funcionales, como el caso de la mayorfa de los 2-bencimidazotcarbamatos de 

metilo, por lo que los estudios actuales, se abocan a tratar de utilizar el disefio de profarmacos en 

moléculas con estas caracteristicas. 

Los pardmetros necesarios para seleccionar el grupo ionizable a utilizar son: la relacién 

de las solubilidades de dcidos (0 bases), sus sales y el valor del pKa. El pH donde se pueda 

encontrar la mejor solubilidad sera, para el caso del grupo ionico acido, mayor a su pKa, y serd 

menor para el caso que dicho grupo sea una base. Ademés la estabilidad del enlace entre el 

modificador y el farmaco sera mayor en donde se presente el mas alto grado de solubilizacién. 

Un aspecto importante que hay que sefialar, y puede convertirse en una desventaja para 

esta alternativa, es la relacion que se presenta entre la solubilidad acuosa y la liposolubilidad, La 

importancia de lo anterior, radica en que prdacticamente todo incremento de solubilidad, 

necesariamente se ve acompafiado por una disminucién en la liposolubilidad de la sustancia. 

Relacién que ha quedado demostrada por estudios realizados con series de andlogos, en donde 
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Se ha logrado establecer la proporcién en las alteraciones de la liposolubilidad y solubilidad 
+ gs a? acuosa que se presentan en los compuestos cuando se modifica alguno de estos pardmetros. 

log P = log Po + 0.5n log Po: coeficiente de particién del principio activo 
log P: coeficiente de particién del compuesto modificado 

log S = log So -0.6n log So: solubilidad acuosa del principio activo 
log S:  solubilidad acuosa del compuesto modificado 

n: numero de metilenos agregados 

En esta relaci6n inversa de la liposolubilidad y solubilidad, al parecer es esta ultima la que 
Proporcionalmente esta mas afectada por las modificaciones estructurales que se realicen en un 

compuesto. En el Ambito de la absorcidn y disolucion, si la solubilidad del principio activo es igual 

Oo mayor a la dosificacién administrada, la pérdida de solubilidad, por incremento de la 

liposolubilidad, no tendria consecuencia en su biodisponibilidad. Por otra parte, si el farmaco 

presenta poca solubilidad, como el albendazol, una ganancia esperada en su absorcién por 
mayor liposolubilidad, se veria anulada por una disminucién en su velocidad de disolucién. 

1.3.5.2, Adicién de un modificador para disminuir el punto de fusién del principio activo. 

Esta estrategia se basa en el hecho de que para disolver moléculas, deben ser removidas 

de su red cristalina. Cualquier modificacién estructural que disminuya la energia de la red 

Cristalina, y en consecuencia provoque ta reduccién del punto de fusién, podria incrementar la 

solubilidad del farmaco. En el caso de los 2-bencimidazolcarbamatos de metilo, se ha propuesto 

que su insolubildad acuosa se debe a su alta energia de red cristalina originada por la presencia 

de puentes de hidrégenos intermoleculares. Por estudios realizados en diversos principio activos, 

se ha logrado establecer que diferencias en 100 °C en el punto de fusién cambia 

significativamente la solubilidad acuosa y biodisponibilidad de tos famacos. Aigunos de los 

grupos funcionales modificados con este propésito y los cambios en el punto de fusién (Ap.f.) que 

se han presentado en algunos profarmacos se presentan a continuacién: 

Tabla 7 .Valores de Ap.f. para algunas modificaciones con profarmacos 

  

Farmaco Profarmaco Aromatico (Ap.f.} Alifatico (Ap.f.) 

F-COOH F-COOCH; -100 -70 

F-GOOC2Hs -150 -70 

F-COOC¢Hs 70 ~ 

F-COONH2 50 20 
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Continuacion de la Tabla 7. 
  

  

Farmaco Profarmaco Aromatico (Ap.f.) Alifatico (Ap.f.) 

F-OH F-OCHs -100 -30 

F-OC2Hs -100 -50 

F-OCOCH; -20 -20 

F-OCOCeHs 0 0 

F-NH2 F-NHCOCH3 60 - 

F-NHCOCeHs 60 - 

F:farmaco 
  

A este respecto, practicamente poco ha sido el estudio realizado cuando esta presente 

un N-H acido en el farmaco, como es el caso de los 2-bencimidazolcarbamato de metilo. Aunque 

se esperaria una disminuci6n en el punto de fusién ya que se alteraria el patrén de formacién de 

puentes de hidrégeno o una disminucién en el numero de los mismos. 

Una de las ventajas que presenta esta alternativa de disminuir el punto de fusién, es que 

al incrementar la solubilidad del principio activo, no disminuye su liposolubilidad. Ventaja adicional 

sobre la alternativa anterior de adicién de grupos ionizables al principio activo. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El albendazol es un antihelmintico de amplio espectro, tradicionalmente utilizado para 
combatir parasitosis intraintestinales Por su escasa solubilidad acuosa. Sin embargo, en estudios 
recientes in vitro, ha mostrado actividad contra algunos pardsitos que invaden otros érganos y 
tejidos diferentes al tracto gastrointestinal. En este contexto, ha sido utilizado en el tratamiento de 
la neurocisticercosis, en donde a pesar de su poca absorcién intestinal, ha mostrado una eficacia 
que io ubican actualmente como uno de los farmacos de eleccién para esta enfermedad. 
Situaci6n que no ha sido la misma en estudios realizados in vivo con otros parasites sensibles, 
en donde ia actividad antiparasitaria de este farmaco ha mostrado poca eficiencia y variabilidad 
biolégica en su respuesta. Este comportamiento puede ser atribuido basicamente a dos eventos 
que se presentan cuando se administra e! albendazol por via oral; el primero, debido a las 
diferencias en la velocidad para metabolizar este principio activo que pudiesen presentar los 
individuos bajo tratamiento; y el segundo, debido a que su absorcién a través de los tejidos, esta 
limitada por su insolubilidad acuosa mas que por su liposolubilidad intrinseca, cuyo valor 
numérico (log P = 3.01) nos indica que puede atravesar los tejidos del organismo. Por lo que 
respecta al aspecto metabdlico, se ha encontrado que la oxidacién de! albendazol es un proceso 
rapido, lo que probablemente, no sea el factor determinante en la eficiencia terapéutica. Por otro 
lado, la cantidad que se absorbe de este compuesto, puede estar en funcién de la escasa 
disolucién que manifiesta, misma que es ocasionada por su baja solubilidad (4.3 x10° mg/mL), la 
cual es atribuida a las fuerzas de atraccién intermolecular, que por su naturaleza de 2- 
bencimidazolcarbamato de metilo, presenta esta molécula. Con el propdsito de mejorar ta 
eficiencia antiparasitaria sistemica del albendazol, se han llevado a cabo estudios de formulacién 
farmacéutica o administraci6n con vaciamiento gastrico retardado, para ayudar a la solubilidad de 
este principio activo. Los resultados han sido favorables en este sentido. Estos hallazgos resaltan 
la importancia de la solubilidad en la actividad del albendazol contra pardsitos extraintestinales. 
Ahora bien, dentro del ambito de ta quimica farmacéutica, zque recursos se podrian utilizar para 
modificar la solubilidad del albendazol?, zexiste la posibilidad de que al modificar la molécula de 
este compuesto, se incremente su solubilidad acuosa?, y una vez hecho los cambios, élos 
nuevos compuestos presentaran la caracteristica de generar o liberar a este principio activo? 
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS 

3.1. Objetivo general 

El presente trabajo de tesis se propone modificar las caracteristicas de solubilidad acuosa 

del albendazol, mediante el disefio y la preparacién de profarmacos de este principio activo, en 

las modatidades de bioprecursores y derivados biorreversibles. 

3.2. Hipdtesis de trabajo 

Siendo el albendazol un 2-bencimidazolcarbamato de metilo insoluble en agua: 

a) Es posible que mediante la preparacién de bioprecursores del tipo tioureidos, estructuralmente 

diferentes al albendazol, se puedan tener sustancias con mejores caracteristicas de 

solubilidad que el principio activo. Por su naturaleza estructural, dichos compuestos podran 

generar al albendazol dentro del organismo mediante reacciones de reduccién y ciclacién 

intramolecular. 

b) Se espera que al modificar la molécula del albendazol mediante la adicién de porciones 

estructurales en el dtomo de nitrégeno del anillo imidazol, se logre disminuir la fuerza de 

atracci6n intramolecular o incrementar la polaridad de este principio activo, con el consecuente 

aumento en su solubilidad acuosa. Aquellos derivados que liberen al albendazo! mediante 

hidrélisis enzimatica seran considerados como biorreversibles. 

3.3. Objetivos particulares 

3.3.1. Sintetizar dos bioprecursores estructuralmente diferentes al albendazol pero que pudiesen 

generarlo mediante reacciones de reduccién biolégica y ciclacién intramolecular. 

NV\,> 6 ‘ “en 

NHCNHCOCH, NO, 
! i | 

$0 

2 3 

Esquema 6. Bioprecursores propuestos del albendazol 
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3.3.2. Caracterizar a los bioprecursores sintetizados, asi como las materias primas que les dieron 

orlgen, mediante sus propiedades fisicas: puntos de fusién, Ay y por métodos 

espectroscépicos (RMN, IR, UV) y espectrometria de masas 

3.3.3. Evaluar la solubilidad acuosa, la liposolubilidad y la conversién quimica a albendazol, de 

los bioprecursores sintetizados. 

3.3.4, Estudiar el comportamiento de los bioprecursores sintetizados en un modelo animal para 

determinar su biotransformacién a albendazol o alguno de sus metabolitos. 

3.3.5. Preparar derivados biorreversibles del aloendazol que presenten menores puntos de fusién 

que este principio activo. 

-™~ N ° aN Oo Up 
OR 

R R 

of oo 
10, R= CH, 13, R = CH,CH, 
41, R= CHLCH, 
12, R = CH,CH,CH, 14, Ae at \o, 

Oi : 

i am CH, 

CHR 

16,R —{_\-w, 

19, R= OOCCH, 
20, R = OOCC(CH,), 

Esquema 7. Derivados biorreversibles propuestos con menor punto de fusién que el albendazol. 

3.3.6. Preparar derivados biorreversibles que presenten un modificador ionizable responsable del 

incremento de la solubilidad acuosa. 
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25, R —{ Son, 2H 

Esquema 8. Derivados biorreversibles propuestos con grupo modificador ionizable. 

3.3.8. Preparar derivados metilados (analogos) de! albendazol 

27 29 

R = CH,CH,CH,S- 

Esquema 9. Andlogos N-monometilados del albendazol 

3.3.9. Caracterizar a los derivados biorreversibles y andlogos sintetizados, mediante sus 

propiedades fisicas: puntos de fusion, Ry asi como por métodos espectroscépicos (RMN, 

IR, UV) y espectrometria de masas. 

3.3.10. Comparar el cambio en solubilidad acuosa que presenta el albendazol cuando se ha 

modicado su estructura por la adicién de un metilo. 

3.3.11. Determinar la solubilidad acuosa y el coeficiente de particisn de fos derivados 

biorreversibles sintetizados. 

3.3.12. Someter a los derivados biorreversibles, que presenten una solubilidad al menos tres 

veces mayor que el albendazol, a evaluaciones de estabilidad acuosa. 

3.3.13. Evaluar la bioconversién in vitro de estos mismos derivados biorreversibles, en presencia 

de enzima esterasa, homogeneizados de higado e intestino de rata, y plasma humano, 

con el propésito de determinar si ocurre la tiberacién del albendazol. 
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4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

Procedimientos Experimentales 

Con la intencién de aicanzar los objetivos planteados, se llevaron a cabo las siguientes 

actividades, las cuales para su presentacion han sido divididas en dos etapas, la de preparacién 

de profarmacos y la de evaluacién de los mismos. 

Preparacién de los 

bioprecursores propuestos 

4 
Aisiamiento y determinacién de 

PREPARACION puntos de fusidn y Ryde los 
DE 

compuestos preparados 
PROFARMACOS P } prepa 

Elucidacién estructural por 

métodos espectroscépicos 
(IR, RMN y masas) 

Determinacién de la solubilidad 

en agua destilada 

Valoraci6n del coeficiente de 

particién de los bioprecursores 

EVALUACION Evaluacién de ta conversi6n quimica 
DE de los bioprecursores 

PROFARMACOS 

| 
Determinacién del comportamiento de 

los bioprecursores en ratas y ratones 

¥ 
Evaluaci6n de la bioconversién de los 

bioprecursores frente a bacterias 

Estimaci6n del comportamiento de los 

bioprecursores frente a Trichinella spiralis 

Preparacién de los derivados 

bioreversibles propuestos 

Y 
Aistamiento y determinaci6n de 

puntos de fusién y Ay de los 

compuestos preparados 

' 
Elucidacién estructural por 

métodes espectroscépicos 

(IR, RMN y masas) 

weeenee ieee eee pores 

Determinacion de la solubilidad en 

agua desionizada y amortiguadores 

' 
Vatoracién del coeficiente de particién 

de los derivados biorreversibles 

y 
Estimacién de la estabilidad de los derivados 

biorreversibles en solucién amortiguadora 

Evaluaci6n del comportamiento de los 

derivados biorreversibles frente a 

material bioldgico 

Esquema 10. Etapas a realizar en el trabajo de tesis 
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4.1, Preparacién de profarmacos 

4.1.1. Instrumentacién y materiales. 

Los puntos de fusién (p.f.) se tomaron por capilar en un Buchi Mod 530. Para concentrar 

se emple6 un rotavapor marca Buchi RE 111, con vacio generado por una bomba Felisa Mod. 

1600 ajustada a 55 cm de Hg y condensador de hielo seco. 

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotémetro Perkin Elmer de 

transformadas de Fourier Mod FT-IR-1600 en pastilla de KBr, las sefiales se reportan en cm". 

Los espectros de resonancia magnética proténica ('H RMN, 90 MHz) se registraron en un 

espectro-fotémetro Varian EM-390 de 90 MHz. Los 'H RMN (300 MHz) y los de resonancia 

magnética de C-13 ("°C RMN, 75 MHz) se corrieron en un Varian VXR-300S. Se utilizé 

dimetilsulf6xido-ds (DMSO-d,), CDCls y FsCCOOD como disolventes; y tetrametilsilano (TMS) 

como referencia interna en todos los casos. Los desplazamientos quimicos (3) se dan en partes 

por millén (ppm). Los espectros de masas, por ionizacién quimica (IQ) o impacto electrénico (IE, 

70 eV), se determinaron en un aparato Hewlett Packard 5988A, la simbologia utilizada es M’ = 

ién molecular. La aplicacién de la muestra fue por introduccién directa o mediante cromatografia 

de gases(EM-CG). 

El andlisis elemental (C,H,N) fue realizado en un aparato Perkin Elmer 240 B del 

Departamento de Quimica en el Christopher Ingold Laboratories University College, Londres, 
U.K, 

Los registros de absorbencia se realizaron en un espectrofotémetro Shimadzu 1650 con 

lampara de luz UV con programas para el registro de barrido de absorbencia, cuantificacién de 

soluciones ¢ hidrdlisis de los profarmacos. 

Cromatografia en capa fina, columna y preparativa. Para la cromatografia en capa fina 

(c.c.f.) se usaron placas de vidrio recubiertas con gel de silice GF 254 (Merck). Para ia 

cromatografia en columna se utiliz6 ge! de silice 60, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 35-70 

(Merck). Para la cromatograffa preparativa se usaron placas de vidrio de 20 x 20 cm con gel de 

silice (Merck). Los compuestos se revelaron con luz UV y por exposicién a vapores de yodo. 
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4.1.2. Métodos de preparacién. 

Los diferentes métodos de preparacién de los siguientes profarmacos fueron realizados 

tomando en cuenta publicaciones para la sintesis de otros compuestos diferentes al albendazol, 

Pero que podrian llevarse a cabo para dicha sustancia con algunas modificaciones o 

adaptaciones experimentales. 

4.1.2.1. Sintesis de los bioprecursores 

Para la preparacién de N-metoxicarbonil-N’-[(2-nitro-4-propiltio)fenil]tiourea, 2, se siguid la 

siguiente secuencia de reacciones: , 

NH, NH, 
NO, NO, 

NH,SCN, Br, 
nr 

MeOH 

SCN 

2-nitroanilina 4 

n-PrOH, n-PrBr 

1 NacN, MeBu,NCI 
KSCN + CICOCH, H,0, CH,Cl, 

eo ' 
tlt 9 NHCNHCOCH, I NH, 

NO, SCNCOCH, NO, 
6 

—_————_— 
acetonitrile 

$ S “NS “NZ 

2 
5 

Esquema 11. Preparacién del bioprecursor N-metoxicarbonil-N’-[(2-nitro-4-propiltio)fenil]tiourea, 2. 

A continuacién y para todos los casos, después de cada esquema se describen los 

diferentes procesos que se realizaron para la preparacién de los intermediarios y productos que 

se indican en los mismos. 

2-Nitro-4-tloclanoanilina (4).°' Una solucién de 18.6 mL (722 mmol) de bromo en 49.5 mL de 

metanol anhidro, previamente saturado con bromuro de sodio, se adicioné a una solucién de 33. g 

(239 mmol) de tiocianato de amonio en 267 mL de metanol anhidro a 0-5 °C (bafio de hielo-sal) 

bajo atmésfera de nitrégeno. Después de 1 h de agitacién a la misma temperatura, se retiré el 

bafio de hielo-sal, dejé llegar a 20 °C en 30 min y la mezcla de reaccién se vertid sobre 350 g de 

hielo-sal. El producto crudo que precipité se colecté por filtracién al vacio, lavé con agua fria (3 x 
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50 mL) y recristaliz6 de tolueno para dar 46.95 g (100.68%) de un producto amarillo que mostré 

ser una mezcla de tres compuestos por c.c.f. Una segunda recristalizacién de tolueno, eliminando 

restos de humedad azeotrépicamente, did 34.6. g (74.2%) de cristales dorados pequefios 

correspondientes al compuestos 4: Ry = 0.27 (hexano/CH2Cl/AcOEt 50:35:15): p.f. 114-115 2C 

(Lit.* 116.5-117 °C). 

2-Nitro-4-propiltioanilina (5).°' Una solucién agitada de 20 g (102.6 mmol) de 2-nitro-4- 

tiocianoanilina, 46.4 mL (37.2 g) de n-propanol, 56 mL (75,8 g) de bromuro de n-propilo y 1.2 g 

(4.3 mmol) de cloruro de tetrabutilamonio en 200 mL de CHsCk, se calenté a 40 °C bajo 

atmosfera de nitrégeno y se le incorpord, en un lapso de 10 min, una disolucién de 39.8 g (612.9 

mmol) de cianuro de potasio en 120 mL de agua. La mezcia de reaccién se agité 6 h a 40-44 °C 

y 12 ha 20 °C. Después se separaron las fases y la acuosa se extrajo con CHsCle (2 x 100 mL). 

Las fases orgdnicas reunidas se lavaron con agua (2 x 100 mL), secaron con NasSO, anhidro y 

concentraron a sequedad en el rotavapor. El residuo oleoso, color ambar oscuro, pesd 28.2 g 

(129.71 %) y result6 ser una mezcla de dos sustancias por c.c.f. La mancha principal, mas 

intensa, con Ry 0.44 (hexano/CH2Cl/AcOEt 50:35:15), se separd de la menos intensa (A; 0.0) 

Por filtracién a través de una columna (4 x 10 cm) con gel de silice, eluida con CHsCh. Los 

filtrados que contienen al compuesto principal se juntaron y concentraron a presién reducida en 

el rotavapor. El residuo obtenido pesé 18.1 g (47.8%) de un sdlido café obscuro correspondiente 

al compuesto §: A; = 0.44 (hexano/CH2Cle/AcOEt 50:35:15); p.f. 36-38 °C (Lit.*’ 36.5-38 °C). 

Isotioclanoformiato de metilo (6). Para la preparacién de este compuesto se siguiéd el 

procedimiento descrito por Lamon y col.;°* ademas se hizo un estudio para su identificacién y 

adaptacién de la técnica de preparacién en la sintesis del compuesto 2. El estudio realizado 

consisti6 en lo siguiente: a una solucién agitada de 10 g (102.89 mmol) de tiocianato de potasio 

en 150 mL de acetona se le goted lentamente, 8 mL (103.16 mmol) de cloroformiato de metilo, en 

condiciones anhidras. La mezcla se agité por 2 h mas a 20 °C. El sélido formado, que result6 ser 

soluble en agua, se separé por filtracion al vacio. El filtrado se concentré en el rotavapor dejando 

10.49 g (86%) de un liquido viscoso de color café, fuertemente irritante. La destilacién a presién 

reducida de este liquido dié 7.1 g (68%) de un liquido ligeramente amarillo (p.eb. 60-61 °C/24 

mmHg. Lit.’ p.eb.47-48 °C/13 mmHg). Para identificar este liquido, se determiné su espectro de 
'H RMN y se le hizo reaccionar con anilina, para obtener el compuesto 7 (N-fenil-N’- 

metoxicarboniltiourea), el cual es més facil de manejar para obtener los registros 

espectroscépicos.   
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1 if tonitrl CS, + SCNCOcH, —Scetonitrllo C \-wdbutoor 

anilina 6 7 
Esquema 12. Preparacién del N-fenil-N’-metoxicarbonittiourea, 7. 

Esta técnica consistié en agitar 24 h a 20 °C una solucién de 4 g (34 mmol) de 6, 3 mL (3.06 
9, 31.5 mmol) de anilina en 5 mL de acetonitrilo: concentrar a presion reducida, y recristalizar e! 
S6lido crema residual (6.4 Gg, 88.6%) de etanol-agua. El producto crudo fue recristalizado de etanol 
absoluto/agua: AR, = 0.40 (hexano/CHCly/AcOEt 50:35:15); p.f. 157-158 °C. Con lo datos 
espectroscopicos obtenidos de este compuesto se confirmé la estructura de 6. Con esta informacién 
Se repitid la preparacién de 7 sin aislar 6, los resultados fueron semejantes, obteniendose 7 con 
mayor facilidad. 

N-Metoxicarbonil-N’-[(2-nitro-4-propiltio)fenil]tiourea (2). Para la sintesis de este compuesto, ya 
no fue necesario el aislamiento y purificacién del isotiocianoformiato de metilo, 6, sino que se generé 
y se hizo reaccionar in situ. Una solucién de 3.75 mL (4.5863 g, 48.36 mmol) de cloroformiato de 
metilo en 10 mL de acetonitrilo, se adicioné a una solucién agitada de 4.7 g (48.36 mmol) de 
tiocianato de potasio en 100 mL de acetonitrilo, en condiciones anhidras. La mezcla de reacci6n se 
agité 2 h a 20 °C. Ensequida se adicioné 5.1 g (24.17 mmol) de 2-nitro-4-propiltioanilina, 5, y se agité 
6 h mas a 30 °C, con lo que ya no se detecté 5 por c.c.f. Se filtré con succién sobre vidrio poroso, el 
residuo se lavé con acetona y el filtrado se concentré en el rotavapor. El residuo (7.7 g} se 
recristaliz6 de metanol-agua con enfriamiento prolongado durante 24 h. Asi se obtuvieron 2.9 g 
(37.35%) de cristales amarillos: Ry = 0.37 (hexano/CHCl/AcOEt 50:35:15); p.f. 121-122 °C, 

Los p.f. y datos espectroscdpicos de los compuestos 4,5,6,7 y 2 se muestran en la Tabla 8," 

Tabla 8. Punto de fusidn y datos espectroscépicos de los compuestos 4, 5, 6, 7 y 2.” 
No. p.f.,°C datos espectroscépicos 

IR (KBr) v 3480 y 3360 (-NH2), 1628 (S-C=N), 500 y 1262 (-NO2) cm”; 'H RMN (COCs) 8 6.3 
4 114-115 (8, ancho, 2H, -N+b), 6.8 (d, 1H, H-6), 7.5 (dd, 1H, H-5), 8.4 (d, 1H, H-3) ppm. EM-CG (IE) 

m/z 194.90 (M* , 94%), 122 (100% ), tr = 14.458 min. 

'H_ RMN (CDCk) & 1.0 (t, 3H, CHsCH:CH;S-), 1.6 (m, 2H, CHsCH-CH.S-), 2.7 (t, 2H, 
5 36-38 CHsCH2CHS-), 6.0 (s, ancho ,2H, -NH.), 6.7 (d, 1H, H-6), 7.2 (dd, 1H, H-5), 8.1 (d, 1H, H-3) 

ppm. EM-CG(IE) m/z 212 (M", 52%), 170 (100% ), tr = 14,972 min. 

  

“A partir de la pagina 135 se presentan tos diversos espectros de los productos finales obtenidos en esta tesis. 
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Continuacién de la Tabla 8. 

No. p.f.,°C datos espectroscépicos 

6 nd 'H RMN (DMSO-d,) 8 3.3 (s, 3H, -OCH,) ppm, 2 max = 312 nm 

IR (KBr) v 3220, 3162, 1726, 1552, 1242, 1040 cm"; 'HRMN (CDCla) 8 3.82 (s, 3H, OCH), 
. 7.21 (dd, 1H, H-4), 7.40 (dd, 2H, H-3), 7.61 (d, 2H, H-2), 8.57 (s, 1H, -CSNHCO-, 
intercambiable con D,0), 11.43 (s, 1H, ArNHGS-) ppm; "C RMN (CDCla) 8 53.47(OCHs), 
124.43 (C-2), 126.86 (C-4), 128.82 (C-3), 137.45 (C-1), 153.26 (C=O), 177.90 (C=S) ppm. 
EM(IE) m/z 210 (M* 40%), 209 (100%). 

7 = 157-158 

IR (KBr) v 3170 (-NH), 1732 (-COO), 1566 (C=S), 1048 (N-C=S) cm”; 'HRMN (DMSO-d) & 

1.0 (t, 3H, CHsCH2CH2S-), 1.7 (m, 2H, CHsCH2CH2S-), 3.1 (t, 3H, CHsCH2CHS-), 3.7 (s, 3H, 

~OCHs), 7.6 (dd, 1H, H-5), 7.8 (d, 1H, H-6), 7.9 (d, 1H, H-3), 11.6 (s, 1H, -GSNHCO-), 11.7 

(s, 1H, AYNHCS-) ppm; "°C RMN (DMSO-d¢) 8 13.145 (C-12), 21.666 (C-11), 33.567 (C-10), 

53.197 (C-9), 122,298 (C-6), 129.145 (C-1), 130.504 (C-3), 131.717 (C-5), 137.403 (C- 

4),144.452 (C-2), 153.85 (C-8), 180.137 (C-7) ppm; EM(IQ, CH«) m/z 330 (M+H)* (100% ). 

Anal. calc. para CrzHisNaO«Se: C, 43.76; H, 4.55; N, 12.76; exp.: C, 43.71; H, 4.56; N, 12.78. 

2 121-122 

  

tr: tiempo de retencidn. s: singulete; d: doblete; dd: dable de dobles; t- triplete; m: multiplete; nd: no determinado. 

Para la preparacién del otro isémero, N-metoxicarbonil-N’-[(2-nitro-5-propiltio)feniljtiourea, 3, 

se efectuaron las siguientes reacciones: 

NH, NH, 

1) anhidride acético/HNO, ON 

2) H,S0,, 4 
Cl 

Scloroanilina 8 

I KSN + GOOCH, PrSH / KOH 

Q 
NHGOCH, viele, NH, Il 

SCNCOCH, 
oO, _ > Oy 

we “~  Gectonitiio 

Ss 

Esquema 13. Preparacién de! bioprecursor N-metoxicarbonil-N'-[(2-nitro-5-propiltio)fenil]tiourea, 3, 
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5-Cloro-2-nitroanilina (8). A 53 mL (63.27 g, 496 mmol) de 3-cloroanilina se le gotearon 100 

mL de anhidrido acético, con agitacién y enfriamiento, en condiciones anhidras. La solucién 

obtenida de 3-cloroacetanilida se adicioné lentamente, a una solucién agitada mecdnicamente, 

de 200 mL de anhidrido acético y 50 mL de Acido nitrico fumante (d = 1.574), mantenida 
previamente a -10 °C por 30 min. Después de Ia adicién a -10-0 °C (=45 min) se retiré el bario de 
hielo seco-isopropanol, y se dejé llegar a 7 °C. Con esto se formé sdélido amarillo que se separé 
por filtracién al vacfo, lavé con agua hasta PH neutro, y dejé secar al aire. Este sdlido pesé 43.5 g 
(40.5%), y mostré ser una sola mancha por c.c.f.: Ry = 0.46 (hexano/CHCly/AcOEt 50:35:15). Una 
muestra recristalizada de etanol dio un p.f. de 115-147 °C (Lit. 116-117 °C). El filtrado de la 
reacci6én se vertié sobre aproximadamente 1 Kg de hielo-agua, agité y filtré por succién. El 
residuo se lavé con agua hasta pH neutro y dejé secar al aire. El sélido seco (47.1 g) mostré dos 
manchas por c.c.f. (Ry = 0.46 y Ay = 0.06). Este sélido se suspendid tres veces con 150 mL de 
benceno para eliminar el compuesto insoluble 3-cloro-4-nitroacetanilida (Ry = 0.06). Los extractos 

bencénicos reunidos, se concentraron en el rotavapor. El residuo se recristaliz6 de etanol para 
dar 18.5 g mas del compuesto con p.f. 115-116 °C y A, = 0.46. De esta manera se obtuvieron 
finalmente, 62 g (57.78 %) de 5-cloro-2-nitroacetanilida como cristales amarillos: AR, = 0.46 

(hexano/CHCl/AcOEt 50:35:15); p.f. 115-117 9C (Lit. 115-116 °C). 

Para la hidrolisis del compuesto anterior se incorporaron 20 g (93.24 mmol) de éste a 40 
mL de acido sulfurico (d = 1.84) con agitaci6n a 10 °C. Luego la mezcla se calenté a 100 °C por 
30 min y dejé enfriar a 20 °C. Acto seguido, se vertié sobre 300 g de hielo-agua. El sdlido 
amarillo que precipits se separé por filtraci6n al vacfo, lavé con agua hasta pH neutro, y dejé 
secar al aire. El sdélido obtenido se recristalizé de etanol, dando 15.32 g (95%) de agujas 

amarillas: Ay = 0.28 (hexano/AcOEt 95:5), corrido tres veces; p.f. 123-124 20 (Lit. 123 °C) 

2-Nitro-5-propiltioanilina (9). Una mezcla agitada de 42.1 g (244 mmol) de 8, 575 mL de agua, 
11.5 mL. de etilenglicol, 12 g (300 mmol) de NaOH en 12 mL de agua, y 34 mL (27.88 g, 252.7 
mmol) de n-propanotiol, se llev6 a reflujo (94-95 °C) por un lapso de 5 h, en una campana bien 
ventilada y bajo atmésfera de nitrégeno. Luego se agit6 por 12 h a 20 °C. La suspensién formada 
se dejé enfriar en bafio de hielo. El sdlido se separé por filtracién, lavé con agua fria y dejé secar. 
Los filtrados se trataron con solucién de hipoclorito de sodio para oxidar los residuos fétidos. E| 

producto crudo de reaccién (51 g, 18.5%) fue un sodlido cristalino amarillo y mostré ser un solo 
compuesto por c.c.f.: Ay = 0.28 (hexano/CHCls/AcOEt 50:35:15); p.f. 69 2C (Lit. 68 °C), 
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N-Metoxicarbonil-N’-[(2-nitro-5-propiltio)fenil}tiourea (3). Una solucién de 3.75 mL (4.5863 g, 

48.36 mmol) de cloroformiato de metilo se adicioné a una solucién agitada de 4.7 g (48.36 mmol) 

de tiocianato de potasio en 100 mL de acetonitrilo, en condiciones anhidras. La mezcla de 

reaccién se agité por 2 h, con lo cual se generé el isotiocianoformiato de metilo, 6.2 A 

continuacién se le agregaron 5.1 g (24.17 mmol) de 2-nitro-5-propiltioanilina, con lo que la 

disolucion se torné amarilla. La mezcla de reaccién se dejé con agitacién durante 5 h calentando 

a 60 °C. Transcurrido el tiempo, la suspensién se separé por filtracién sobre un embudo de vidrio 

poroso, lavandose el sdlido residual con acetona (2 x 30 mL). El filtrado se concentré al vacio, y 

el sdlido obtenido dejé secar a temperatura ambiente. Asi, se obtuvieron 7.454 g de un producto 

crudo, el cual se suspendié en 80 mL de hexano frio. La mezcla se separ6é por filtraci6n al vacio, 

el residuo mostré ser una mezcla de dos productos principales por c.c.f.: Ay = 0.36, Ay = 0.66 

{hexano/CHClyAcOEt 50:35:15). Esta mezcla se suspendié en 50 mL de hexano/AcOEt (90:10) 

caliente y enseguida se separé por filtracion. Después de eliminar el disolvente del filtrado, se 

obtuvo un sdlido,3a (0.9 g) el cual después de recristalizarlo de metanol/agua, presenté un A; = 

0.66 (hexano/CHCls/AcOEt 50:35:15). Por otro lado, el sdlido residual, de la suspensi6n 

hexano/AcOEt, se recristaliz6 de etanol absoluto/agua. De esta forma, se obtuvieron 5.05 g del 

compuesto 3 (60.26 %) como cristales amarillos: A, = 0.36 (hexano/CHCh/AcOEt 50:35:15); p.f. 

122 2C, 

A continuacion se presenta el p.f. y datos espectroscépicos para 8, 9, 3 y 3a. 

Tabla 9. Punto de fusién y datos espectroscépicos de los compuestos 8, 9, 3 y 3a. 

No. __p.f., °C datos espectroscépicos 

8 123-194 | R (KBr) v 3494, 3382 (-NHz), 1632, 1246 (-NO2) om”; 'HRMN (CDCls) 8 6.6 (dd, 1H, H-4), 

7.0 (d, 1H, H-6), 7.5 (s, ancho, 2H, -NA,), 7.9 (d, 1H, H-3) ppm. 

IR (KBr) v 3364 y 3328 (-NH2), 1626 y 1316 (-NOz) cm’; 'H RMN (CDCls) 8 1.1 (t, 3H, 
CHsCH2CH2S-), 1.8 (m, 2H, CHsCHCH2S-), 2,9 (t,2H, CHsCHsCH,S-), 6.1 (s, ancho, 2H,- 
NF), 6.5 (m, 2H, H-4 y H-6), 7.9 (d, 1H, H-3) ppm. 

IR (KBr) v 3186 (-NH), 1736 (-COO), 1578 (C=), 1038 (N-C=S) cm’; 'H RMN (DMSO-d,) § 
1.0 (t, 3H, -SCH2CH,CHS), 1.7 (m, 2H, -SCH2CH:CHs), 3.1 (t, 2H, -SCH:CH:CHs ), 3.8 (s, 

3 122 3H, -OCHs), 7.3 (dd, 1H, H-4), 7.9 (d, 1H, H-6), 8.0 (d, 1H, H-3), 11.6 (s, 1H, -CSNACO-), 
12.1 (s, 1H, ArNHCS-) ppm; '°C RMN (DMSO-d,) & 13.117 (C-12), 21.675 (C-11), 32.661 
(C-10), 53.141 (C-9), 124.037 (C-6), 125.027 (C), 125.25 (C ), 132.975 (C-1), 139.502 (C-2), 
145.96 (C-5), 153.672 (C-8), 179.809 (C-7) ppm; EM(IQ, CHa) m/z 330 (M+H)* (100%). Anal. 
calc. para CrHisNsO.Sz: C, 43.76; H, 4.55; N, 12.76; exp.: C, 43.77; H, 4.53; N, 12.72. 
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Continuacién de la Tabla 9, 

No. p.f., °C datos espectroscépicos 

IR (KBr) v 3342, 1744, 1600, 1482, 1412, 1318, 1234, 1182 cm”; 'H RMN (CDCls) & 1.11 (t, 

3H, -SCH2CH2CA,), 1.82 (m, 2H, -SCH2CH,CHs), 3.04 (t, 2H, -SCA2CH2Chs ), 3.86 (S, 3H, - 

3a 122 OCHs), 6.93 (dd, 1H, H-4), 8.12 (d, 1H, H-3), 8.49 (d, 1H, H-6), 10.18 (s, 1H, ArNHCO-) 

ppm; °C RMN (CDCl) 8 13.394, 21.856, 33.678, 52.776, 115.108, 119.575, 125.975, 
132.244, 135.964, 150.712, 153.568 pom; EM (IE) m/z 270 (M",74%), 224 (100%) 

8: singulete; d: doblete; dd: doble de dobles; t: triplete; m: multiplete 

4.1.2.2. Preparacién de los derivados biorreversibles 

Para la preparacién de los derivados 10, 11 y 12 se efectuaron las siguientes reacciones 

“~~ N ° OD  CHOL/HO ~~_-S N 9 
TIL Hbes + CCR re) nulloca, 

K,00, ‘i 

H 
R 

1 0” 

10 R=Ch, 
11 R= CH,CH, 
12 R= CH,CH,CH, 

Esquema 14. Preparacién de los derivados biorreversibles acilados 10, 11 y 12. 

1-Acetil-5-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (10). Una suspensién de 3 g (11.30 

mmol) de albendazol, 3 g (21.17 mmol) de KzCO3 en 100 mL de CH2Clp y 1.5 mL de agua, se 

agité 2 h a temperatura ambiente. Enseguida se le adicion6, gota a gota, una solucién de 1.2 mL 

(16.98 mmol, d = 1.10, 99%) de cloruro de acetilo en 5 mL de CHeCh.** La mezcla se agité 

durante 5 h a temperatura ambiente. Se adicioné 5 g de MgSO, anhidro, agit6é 15 min y filtré, EI 

filtrado se concentré en el rotavapor, de donde se obtuvo un sdlido blanco, el cual después de 

secarlo a temperatura ambiente, pesd 3.2 g (92%). Por c.c.f. este sdlido presenté dos manchas, 

de diferentes intensidades, al revelarlo con luz UV, Fe = 042 y AR = 0.50 

(CH2Cl/AcOEt/ciclohexano 90:7:3). Al intentar separar la mezcla por cristalizaci6n o 

cromatografia, el compuesto de menor Ry , y menor intensidad al revelarlo con luz UV, se 

descompone a albendazol. Al recristalizar de benceno, se obtiene un solo compuesto, con un 

rendimiento del 40%: Ry = 0.5 (CHzClL/AcOEt/ciclohexano 90:7:3); p.f. 128 °C (Lit.®® 125 °c). 

1-Propanoll-5-proplitio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (11). La preparacién de este 

compuesto se llevé a cabo de forma similar al anterior, utilizando las mismas cantidades 
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equimoleculares de las materias primas y cloruro de propanoilo. Los resultados obtenidos fueron 

semejantes. Un producto mds estable con un rendimiento del 38%: R, = 0.53 (CH2CIe/AcOEV 

ciclohexano 90:7:3); p.f. 145 °C. 

1-Butanoll-5-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (12). La preparaci6n de este 

compuesto se llev6 a cabo de forma similar a 10, utilizando las mismas cantidades 

equimoleculares de las materias primas y cloruro de butanoilo. Se obtuvo un sélo producto con 

un rendimiento del 42%: R; = 0.56 (CH2Cle/ACOEt/ ciclohexano 90:7:3); p.f. 138 °C. 

Tabla 10. Punto de fusi6n y datos espectroscdpicos de los compuestos 1*, 10, 11 y 12. 
S 3 Ss. N32 9 “NY N I 5 “S—nuoocH "3 ‘S—NHOOCH 6 3 e 3 

  

\ 1 J \ 1 

H ; gor 

1 (albendazol) 10:R =CH,: 11:R =CH,CH,, 12:R #CH,CH,CH, 

No. p.f.,°C datos espectroscépicos 
  

IR (KBr) v 3332, 2958, 2666, 1634, 1588, 1444, 1270, 1096 cm; 'H RMN (DMSO-d;) 8 0.93 
(t, 3H, CHSCH2CH2S-), 1,52 (m, 2H, CHsCH-CH2S-), 2.83 (t, 2H, CHsCH2CH,S-), 7.09 (dd, J = 
2 Hz, J = 10Hz, 1H, H-6), 7.335 (d, J= 10 Hz, 1H, H-7), 7,425 (d, J = 2Hz, 1H, H-4), 11.65 (s, 
1H, intercambiable con Dz0, -NHCO-) ppm; "°C RMN (DMSO-d,) 8 11.35, 22.00, 36.61, 52.56, 
113,95, 114.89, 124.10, 127.21, 135.1, 137.00, 147.90, 154.73 ppm. 

1" 206 

IR (KBr) v 3312, 2962, 1718, 1646, 1612, 1320, 1284, 1248, 1188, 1116 cm": 'H RMN 

(DMSO-d) & 0.9 (t, 3H, CHyCHeCH2S-), 1.59 (m, 2H, CHsCH-CH2S-), 2.78 (s, 3H, CH;CO-). 
10 1282.9 (t, 2H, CHsCH2CHS-), 3.7 (8, 3H, -OCHs), 7.15 (dd, J = 2 Hz, J = 10Hz, 1H, H-6), 7.4 (d, J 

= 2Hz, 1H, H-4), 7.99 (d, J = 10 Hz, 1H, H-7), 12.0 (s, 1H, intercambiable con D20, -NHCO-) 

ppm. EM(IE) m/z 307 (M’ ,20%), 265 (100%). Anat. calc. para Cy4Hi7N3O3S: C, 54.66; H, 5.53; 

N, 13.66; exp.: C, 54.66; H, 5.53; N, 13.66. 

IR (KBr) v 3312, 2964, 1722, 1648, 1602, 1310, 1276, 1152, 1114 cm”: 'H RMN (DMSO-d) & 

1.0 (t, 3H, CHSCH2CH2S-), 1.15 (t, 3H, CHJCH2CO-), 1.6 (m,2H, CHsCH2CH2S-), 2.9 (t, 2H, 

CHsCH2CHZS-), 3.3 (q, 2H, CHsCHCO-), 3.65 (8,3H,-OCH4), 7.15 (dd, J =2 Hz, J= 9 Hz, 1H, 

H-6), 7.41 (d, J= 2 Hz, 1H, H-4), 7.95 (d, J = 9 Hz, 1H, H-7), 12.1 (amp, 1H, intercambiable 

con D20, -NHCO-) ppm; . EM(IE) m/z 321 (M* ,13%), 265 (100%). Anal. calc. para 

CisHigNsO3S: C, 56.05; H, 5.96; N, 13.08; exp.: C, 56.66; H, 5.74; N, 13.46. 

11 145 
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Continuacion de la Tabla 10 

No.  p.f..°C datos espectroscépicos 
  

IR (KBr) v 3334, 2958, 1716, 1632, 1588, 12270, 1098 cm”; 'H RMN (DMSO-d,) & 1.0 (t, 3H, 

CH3CH2CH2S-),1.2 (t, 3H, CH3CH2CH2CO-), 1.65 (m, 4H, CH3CHZCH2S-, CH3CHCH2CO-), 

12 138 2.85 (t, 2H, CHsCH2CH,S-), 3.3 (t, 3H, CH3sCH2CHCO-), 7.15 (dd, J =2 Hz, J = 9 Hz, 1H, H- 

6), 7.41 (d, J= 2 Hz, 1H, H-4), 8.01 (d, J= 9 Hz, 1H, H-7), 12.1 (amp, 1H, intercambiable con 
D20, -NHCO-) ppm; EM(IE) m/z 335 (M’ ,11%), 265 (100%). Anal. calc. para CigH2iNsOsS: C, 
57.29; H, 6.32; N, 12.54; exp.: C, 57.19: H, 5.94; N, 12.46. 
  

s: singulete; d: doblete; dd: doble de dobles; t: triplete,; m: multiplete; amp: sefial amplia. *proporcionado por Smite- 

Kline. 

Para la preparaci6n de los derivados 13 y 14 se realizaron las siguientes reacciones 

~~ N i O  CHOL/HO |= L-_-S N i 
an cH, + COR ‘ oN OCH, 

A R a 1 oo” 

13 R= CH,CH, 

Esquema 15. Preparacién de los derivados alquiloxicarbonilicos 13 y 14. 

1-Etoxicarbonil-5(6)-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (13). Una suspensién 5 g 

(18.8 mmol) de albendazol, 5 g de K2CO3 (36.1 mmol), 150 mL de CHCl. y 2 ml de agua, se 

agit6 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se le adicioné lentamente, una solucién de 2 

mL de cloroformiato de etilo en 4 mL de CH,Clo. La mezcla se dejé en agitacién por 5 h. 

Transcurrido este tiempo, la mezcla se lavé con agua fria (5 x 70 mL). La fase organica se secé 

con NaeSO, anhidro y después de separar por filtracién al sulfato de sodio, el filtrado se 

concentr6 en el rotavapor para obtener un liquido viscoso, el cual solidificé después de reposar 

durante 24 h. El peso del sélido fue de 6 g (95%), y presenté dos productos en c.c.f.: Ry = 0.29, 

Ry =0.36 (CHCly/MeOH 98:2). Al producto crudo se le agregaron 70 mL de eter isopropilico frio, 

agitando la mezcla para formar una suspensién, y enseguida agregar 2 mL de acetona. La 

suspension se separ6 por filtracién; el sdlido obtenido presenté una sola mancha enc.c.f.: R, = 

0.29 (CHCl/MeOH 98:2); p.f. 89 °C (13a). El filtrado se dejd en reposo en refrigeracién durante 

12 h, de donde se obtuvo un precipitado blanco, el cual se separdé por filtracién. Al sélido 

obtenido (1.6 g) se le agregaron 30 mL éter de petréleo caliente y 3 mL de CH,Cls. La solucién se 
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dej6 en reposo por 12 h para obtener un sélido blanco que presenté una sola mancha en c.c.f.: 

Ry =0.36 (CHCls/MeOH 98:2); p.f. 75 °C (13b). 

1-(4-Nitrobenclloxicarbonil)-5(6)-proplitio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (14). Una 

suspension de 4 g (15 mmol) de albendazol con 80 mL de CH2Cle, se agité durante 20 min a 

temperatura ambiente. Enseguida se agregaron, 3 g (219 mmol) de K2COsg, una solucién de 5.0 g 

(22.49 mmol, 97%) de cloroformiato de 4-nitrobencilo en 10 mL de CH2Cl. y 2 mL de agua. La 

_ Mezcla de reaccién se agité por 8 h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, la mezcla 

Se separé por filtracién. Ei filtrado se lavé con agua frla, luego la fase orgdnica secé con Na2SO. 
anhidro y concentré en el rotavapor para dar un producto crudo de color amarillo; el cual después 

de lavarlo con éter de petrdleo caliente, pesdé 6.3 g (94%). En c.c.f. el sdlido result6é ser una 
mezcla de dos productos: Ay= 0.22 y R= 0.31 (CHCl/ACOEt/ciclohexano 90:7:3). La separaci6n 

de los productos se realiz6 mediante recristalizacion. El compuesto de menor A; (14a) recristaliza 

de CH2Cl/AcOEt y el de mayor A; (14b) de CHCl,/nexano, 

A continuacién se presenta en la Tabla 11, el p.f. y datos espectroscépicos de los 

isé6meros 13a y 13b, 14a y 14b. 

Tabla 11. Puntos de fusién y datos espectrdépicos de los compuestos 13a, 13b, 14a y 14b. 
R 
| 

S. Nt S. no 9 
ll —— CL \, loo, aS : S—nicoct, 

5 Ns 

i 

  

N41 

| 

I R 
13a: R @ COCH,CH, 43b: R = COCH,CH, 

i i 
14a: Re toox—{ no, 14b: R= foo —{" 0, 

No. p.f., °C datos espectroscépicos 
  

IR (KBr) v 3314, 2960, 1764, 1746, 1536, 1374, 1334, 1288, 1220, 1186 cm”: 'H RMN 
(DMSO-d) 8 0.95 (t, 3H, CHsCH2CH2S-), 1.37 (t, 3H, OCH2CH;), 1.57 (m, 2H, 
CHsCHZCH2S-), 2.92 (t, 2H, CHsCH2CH,S-), 3.71 (8, 3H, OCHs), 4.45 (q, 2H, -OCHLCH,), 

13a 89 7.29 (dd, J = 2Hz, J= 9 Hz, 1H, H-5), 7.51 (d, J = 9 Hz, 1H, H-4), 7.75 (d, J = 2 Hz, 1H, He 
7), 10.32 (s, 1H, intercambiable con D2O, NHCO-) ppm; “°C RMN (DMSO-a,) § 12.98, 

13.66, 21.90, 35.59, 52.69, 64.47, 114.57, 119.03, 125.89, 131.21, 131.49, 138.87, 144.43, 
149.57, 153.113 ppm; EM(IE) m/z 337 (M’,100%). Anal. calc. para CisHigN30.S: C, 53.40; 

H, 5.68; N, 12.46; exp.: C, 53.41; H, 5.63; N, 12.60. 
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Continuaci6n de la Tabla 11 

No. p.f., °C datos espectroscépicos 

IR (KBr) v 3300, 2988, 1774,1720, 1590, 1544, 1372, 1328, 1288, 1218,1164 cm’; 'H RMN 

(DMSO-a,) & 0.95 (t, 3H, CHSCH2CH2S-), 1.37 (t, 3H, -OCH2CH;), 1.55 (m, 2H, 

CH3CHCH2S-), 2.92 (t, 2H, CHsCH2CHS-), 3.71 (s, 3H, -OCHs), 4.45 (q, 2H, -OCHCHs), 
136 75 7.26 (dd, J= 1.8 Hz, J= 9 Hz, 1H, H-6), 7.53 (d, J =1.8 Hz, 1H, H-4), 7.70 (d, J = 9 Hz, 1H, 

H-7), 10.31 (s, 1H, intercambiable con D20, NHCO-); "°C RMN (DMSO-d) 8 13.05, 13.72, 

21.90, 35.19, 52.72, 64.47, 114.54, 118.88, 125.06, 129.30, 131.83, 141.05, 145.05, 

149.69, 152.89 ppm; EM(IE) m/z 337 (M’ 100%). Anal. calc. para CisHieNsO.8: C, 53.40; 

H, 5.68; N, 12.46; exp.: C, 53.38; H, 5.61; N, 12.41, 

IR (KBr) v 3318, 2958, 1782, 1730, 1540, 1284, 1260, 1214, 1184 cm”; 'H RMN (DMSO- 

6) 5 0.89 (t, 3H, CHsCH2CH2S-), 1.51 (m, 2H, CH3CH2CH2S-), 2.81 (t, 2H, CHsCH2CH,ZS-), 

3.66 (s, 3H, -OCHs), 5.63 (s, 2H, -OCHz ), 7.29 (dd, J = 2Hz, J = 10 Hz, 1H, H-5), 7.51 (d, 
14a 139 J= 10 Hz, 1H, H-4), 7.75 (d, J = 2 Hz, 1H, H-7), 10.4 (ampl., 1H, intercambiable con D020, 

NHCO-), 7.85 (d, J = 10 Hz, 2H, H-4"), 8.55 (d, J = 10 Hz, 2H, H-5") ppm; “CO RMN 
(DMSO-d,) & 13.10, 22.00, 35.85, 52.35, 68.10, 14.85, 18.93, 123.42, 126.00, 128.10, 

129.67, 131.91, 142.20, 145.3, 147.84, 149.32, 153.87 ppm; EM(IE) m/z 444 (M* 5%), 265 

(100%). Anal. calc. para CapHaoNaO¢S: C, 54.05; H, 4.54; N, 12.61; exp.: C, 54.33; H, 4.42; 

N, 12.67. 

IR (KBr) v 332, 2964, 1770, 1732, 1570,1520,1340, 1324,1266,1216,1165 cm’; 'H RMN 

(DMSO-d) 5 0.98 (t, 3H, CHsCH2CH2S-), 1.82 (m, 2H, CHsCH2CH2S-), 2.95 (t, 2H, 
CHsCH2CHS-), 3.68 (s, 3H, -OCHs), 5.63 (s, 2H, -CHaCsHsNO2), 7.25 (dd, J = 2Hz, J= 10 

14b 105 Hz, 1H, H-6), 7.54 (d, J = 2Hz, 1H, H-4), 7.71 (d, Je 10Hz, 1H, H-7), 7.80 (d, J =10Hz, 2H, 

H-4’), 8.26 (d, J =10 Hz, 2H, H-5’), 10.43 (amp, intercambiable con D20, 1H, -NHCO-) 

ppm; "°C RMN (DMSO-d) 8 12.96, 20.98, 35.10, 52.65, 68.10, 114.23, 118.41, 123.59, 
124.85, 129.30, 132.21, 142.32, 157.21, 159.54 ppm. EM(IE) m/z 444 (Mt 8%), 265 
(100%). Anal. calc. para GapHaoNaO6S: C, 54.05; H, 4.54; N, 12.61; exp.: C, 54.06; H, 4.46; 
N, 12.56. 

  s: singulete; d: doblete; dd: doble de dobles; t: triplete; m: multiplete 
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La preparaci6n del derivado 16 se realizé mediante las siguientes reacciones. 

HNO, / H,SO, 
CHC] —————-» 0, HA + CH,CI 

15 NOs 

16 

“NSS N f Na,C0, “NS : A Na f° é \ NO, 

TO 8 OMe ; Noo 
i 

1 

Esquema 16. Preparacién del derivado biorreversible 16. 

Cloruro de 4-nitrobencilo (15).° A una mezcla agitada de 19.5 mL (367 mmol, d = 1.84) de 
Acido sulfurico concentrado sobre 13 mL (288.8 mmol, d = 1.4) Acido nitrico concentrado, 
contenida en un vaso de precipitados de 2 L, se le adicioné lentamente, 22 mL (191 mmol) de 
cloruro de bencilo. En todo momento, ta temperatura se mantuvo entre 0 a 5°C, en una campana 
bien ventilada. Después de 2 h de agitacién y verificaci6n del agotamiento de la materia prima, la 
mezcla presenté un sdlido amarillo. Se afadié lentamente agua con hielo, y agité durante 30 
min. Después de separar por filtracién, el sélido residuat impregnado con una sustancia oleosa, 
fue lavado con agua fria y luego de secarlo en un desecador al vacio, pesé 11.6 g (65%). Tanto 
el filtrado como el sdlido amarillo fueron muy irritantes, por lo que se deben extremar los cuidados 
en el desarrollo de la reaccién. El sdélido recristalizé de entanol absoluto en forma de cristaies 
amarillos: Ry = 0.73 (CHCls/MeOH 98:2); p.f. 73 °C (Lit.” 71 °C). 

N-(4-nitrobencil)-5(6)-proplitio-2-bencimidazoicarbamato de metilo (16) Una solucién de 1.29 
g (7.53 mmol) cloruro de 4-nitrobencilo, recién recristalizado de etanol absoluto, en 5 mL de DMF 
anhidra, se adicioné lentamente a una mezcla de 1.5 g (14.15 mmol) de NagCOs anhidro, 2 9 
(7.53 mmol) de albendazo! y 20 mL de DMF anhidra. La solucién obscura se calenté a 60 °C 

durante 2 h. Después de dejar enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 100 ml de AcOEt y 
la mezcla se lavé con agua fria (5 x 25 mL). La fase organica se secé con Na,SOx anhidro, y 
concentré en el rotavapor. El liquido viscoso de color café obscuro obtenido (2.3 g, 75%), se 
recristaliz6 de etanol absoluto, por enfriamiento prolongado en el congelador. Con esto, se 
obtuvo un sdlido amarillo, el cual fue separado por filtracién y lavado con etanol frio. Después de 
secarlo a temperatura ambiente, peséd 1.9 g (57%). El producto crudo fue recristalizado de 
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acetona para obtener un sdlido amarillo, el cual después de separarlo por filtraci6n, mostré ser 

practicamente una sola mancha en c.c.f.: Ry = 0.66 (CHCls/MeOH 99:1); p.f. 165-166 °C. 

El p.f. y datos espectroscépicos de los compuestos 15 y 16 se presentan en la Tabla 12. 

Tabla 12. Punto de fusién y datos espectroscépicos de los compuestos 15 y 16. 

No. p.f., °C datos espectrocépicos 
  

IR (KBr) v 3444, 1612, 1540, 1350, 1106, 704 om’; 'H RMN (CDCly) 8 4.65 (s, 2H, - 
15 73 CHI), 7.53 (d, J =10 Hz, 2H, H-2, H-6), 8.18 (d, J= 10 Hz, H-3, H-5) ppm; EM (CG-IE) 

m/z171 (M+, 48%), 136 (100%), tr = 4.69 min. 

IR (KBr) v 3384, 2950, 1718, 1538, 1518, 1454, 1344, 1248, 1230 om”; 'H RMN (DMSO- 
Os) 8 0.92 (t, 3H, CHsCHaCH,S-), 1.51 (m, 2H, CHsCHCH2S-), 2.84 (t, 2H, CHsCH.CH,S- 

16 165-166)» 3.82 (8, 3H, -OCHG), 5.36 (s, 2H, -CHCsH4NO>), 7.13 (dd, J = 2 Hz, J = 10 Hz, 1H, H- 
5), 7.41 (d, J = 10 Hz, 1H; H-7), 7.47 (d, J = 2 Hz, H-4), 7.56 (d, J'= 11 Hz, 2H, H-4"), 
8.18 (d, J= 11 Hz, 2H, H-3") ppm; °C RMN (DMSO-d,) 8 13.95, 24.10, 38.21, 58.73, 
139.56, 140.01, 125.12, 126.83, 128.92, 129.25, 131.12, 139.00, 143.27, 146.96, 150.12, 
156.21 ppm; EM (IE) m/z 400 (M’, 100%); Anal. calc. para CeHaoN«O.S: C, 56.98; H, 
5.04; N, 14.01; exp.: C, 56.16; H, 5.38; N, 14.56. 
  

s: singulete; d: doblete; dd: doble de dobles; t: triplete; m: multiplete. tr = tiempo de retencién. 

La preparacién de los derivados biorreversibles 19 y 20 se realizé como se indica en el 

siguiente esquema. 

ll ll 2n0l, ll 
RCCl + HCH ———*-» RCocH,cI 

17: Ra -CH, 
18: R= -C(CH,), 

Ss. ° 9 S —— N i I Na,CO, ~~ 7 f S—nxcock, + RCOCH,G ———> Cy Y—NHCOCH, 
N Kl, OMF % 

L CH,OCR 
tl 1 ° 

19: R= CH, 

20: R = -C(CH,), 

Esquema 17, Preparacién de los derivados aciloximetilados 19 y 20. 
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1-Acetiloximetil-5(6)-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (19). Primeramente se 

Preparé el acetato de clorometilo haciendo reaccionar 1g de ZnCk (7.43 mmol), 5 g de 

paraformaldehido (166 mmol) y 13 mL de cloruro de acetilo (165 mmol, d = 1.104 g/mL) durante 

12 h con agitacién a temperatura ambiente y condiciones anhidras.®® Al término del tiempo, se 

procedié a destilar para obtener el acetato de clorometilo, 17: p.eb. 113-114 °C (Lit.® 113-1 15°C, 
748 mmHg). 

En la segunda parte, una mezcla de 0.8 mL (7.53 mmol) de acetato de clorometilo, 1.25 g 

(7.53 mmol) de KI en 20 mL de DMF, se agité durante 12 h a temperatura ambiente bajo 
atmésfera de nitrégeno. Posteriormente, se agregaron 1.5 g (14.15 mmol) de NagCOs3 anhidro y 2 

g (7.53 mmol) de albendazol. La mezcla se agité durante 1 h, entre 40-45 °C, y luego a 
temperatura ambiente durante toda la noche. Después de verificar por c.c.f. el consumo de la 
materia prima, se agregaron 100 mL de acetato de etilo. La fase organica se lavé con agua fria 

(5 x 25 mL), secé con MgSO, anhidro, filtro y concentré en el rotavapor hasta obtener una 

sustancia oleosa de color café, la cual solidifica al agregarle éter dietilico frio. Al recristalizar de 

benceno-éter de petréleo, se obtuvo un sdlido de color blanco (1.52 g, 60%), el cual mostré ser 

un sdlo producto por c.c.f.: Ay= 0.57 (CHCly/MeQH 98:02); p.f. 68 °C. 

1-Pivalolloximetil-5(6)-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (20). El pivalato de 

clorometilo, 18 (p.eb. 128-130 °C), se obtuvo de forma similar al acetato de clorometilo, con las 

mismas materias primas y cloruro de pivaloilo en las mismas cantidades equimoleculares. En la 

segunda parte, una mezcla de 0.6 mL (4.16 mmol) de pivalato de clorometilo, 0.69 g de KI en 15 

mL de DMF, se agité durante 12 h a temperatura ambiente y bajo atmdsfera de nitrégeno. 

Transcurrido el tiempo, se adicioné 1 g (3.768 mmol) de albendazol, y 1g (9.43 mmol) de Na,CO, 

anhidro. La suspensién se calenté a 50 °C bajo atmésfera de nitr6geno durante 2 h. 

Posteriormente, vertid sobre salmuera para obtener un sélido chicloso crema, el cual se separé 
por decantacién, lavé con agua fria y secé a temperatura ambiente. Luego se suspendié en una 

solucién fria de acetona/eter isopropllico. El peso del producto crudo fué de 0.8 g (55%) y 

present6 dos compuestos principales por c.c.f.: Ry = 0.5 y Ry = 0.58 (CHCl/MeOH 98:2). Intentos 

de separarlo por cristalizacién 0 cromatograffa, provocaron la descomposicién de la mezcla a un 
sdlido de mayor polaridad, cuyo Ry y p.f. correspondian al albendazol. Por esta razén, la mezcla 

como tal, fue utilizada para estudios posteriores. 
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El p.f. y los datos espectroscépicos de los compuestos 17, 18, 19 y 20 se presentan en la 

Tabla 13. 

Tabla 13. Punto de fusién y datos espectroscépicos de los compuestos 17, 18, 19 y 20. 

pf. °C 

“~* ; Sad whoo, ig es 
N 

OpoH, HOFer, 
° 

19 20 

datos espectrocépicos 
  

17 

18 

19° 

20° 

nd 

nd 

68 

108°C 

IR (pelicula) v 2989, 1766, 1203, 1049, 720 cm”; 'H RMN (CDCls-ds) & 2.1 (s, 3H, CH;CO-), 

5.7 (S, 2H, CICH20-) ppm. 

IR (pelicula) v 2976, 1766, 1747, 1481, 1274, 1130, 1095, 1041, 1010, 770, 711 cm" 

IR (KBr) v 3312, 2960, 1742, 1608, 1570, 1440, 1286, 1194, 1178 cm”; 'H RMN (DMSO-o;) 8 

1.027 (m, 3H, CHsCH2CHS-), 1.64 (m, 2H, CHsCH-CH2S-), 2.09 (s, 3H, CHsCO-), 2.90 (m, 

2H, CHsCH2CHZS-), 3.79 (s, 3H, -OCHs), 6.093 (s, 2H, -CHOOC-), 7.14 (d, J= 10 Hz), 7.24 

(dd, J = 2 Hz, J= 10 Hz), 7.25 (dd, J = 2 Hz, J = 10 Hz), 7.34 (d, J = 10 Hz), 7.44 (d, J = 2 

Hz) ppm. “CG RMN (DMSO-d) § 13.29, 20.64, 22.44, 37.08, 52.75, 63.46, 110.31, 

111.61,112.69, 125.98, 129.44, 131.81, 170.37 ppm. EM (IE) m/z 337 (M’, 21%), 305 (100%) 

IR (KBr) v 3312, 2960, 1742, 1608, 1570, 1440, 1286, 1194, 1178 cm; 'H RMN (DMSO-d) 

80.91 (t, 3H, CHsCH2CHZS-), 1.1 (8, 9H, (CH3)3CCOO-), 1.52 (m, 2H, CHyCHCH2S-), 2.85 (t, 
2H, CHsCH2CH,S-), 3.61 (s, 3H, -OCHs), 5.99 (s, 2H, -CH,OOC), 7.14 (d, J = 10 Hz), 7.24 

(dd, J = 2 Hz, J = 10 Hz), 7.25 (dd, J = 2 Hz, J = 10 Hz), 7.34 (d, J = 10 Hz), 7.44 d, J =2 

Hz) ppm. EM (IE) m/z 379 (M’, 18%), 348 (100%) 

  “usado como mezcla posteriormente. nd = no determinado; s: singulete; d: doblete; dd: doble de dobles; t- triptete; m: 
multiplete 
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Preparaci6n del derivado biorreversible 25. 

° 
I -BUOH HpNCH, COOH + (CHy)sCOCOC(CH), 2EBUON occu, COOH NaQH/H,O 

dicarbonato de di-tert-butilo 

i 21 

(BOCCCOB) 

I I OOH + BrCH,Cl —» cpocH, cl + HBr 

22 

0° 
NaHCO, ik BOCNHCH, COOH + 22 ———————-® BOCNHCH, COCH,CI! 

CH,Cl, / HO 
C, N* Cr ot (CyHg), 23 

ANZ S N t Na,CO3 “NZ S < N t 
\—nncoct, + 23 ——> VU NHCOCH, 

DMF = 
N 

1 H dog —{)—oricos 

ie] 
24 

| HC] 

nS N 0 
7a Il 

t )—NHCocH, Le 
N 

dog —{ orn 2HCi 

3° 

25 

Esquema 18. Preparacién del derivado biorreversible con grupo ionizable, 25. 
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Acido 4-[(tertButoxicarboniljaminometilJbenzoico (21). A una solucién, agitada por 10 min a 
30 °C, de 5 g (83 mmol) de dcido 4-aminometilbenzéico y 1.4 g (35 mmol) de NaOH en 25 mL de 
agua y 58 mL de tertbutanol, se le adicionaron 8 mL (85 mmol) de dicarbonato de di-tert-butilo y 
agité por 18 h mas. Luego se agregaron 40 mL de agua y extrajo con hexano (4 x 20 mL). La 
fase acuosa se llevé a PH = 3 con solucién concentrada de dcido citrico y el precipitado blanco se 
separ6 por filtracién al vacto, lavé con agua fria, secé y lavé de nuevo con hexano. Se obtuvieron 
7.2 g (91%) de un solo compuesto por c.c.f.: Ay = 0.387 (CHCk/MeOH 90:10); p.f. 155 °C (Lit. 
156 °C) 

Clorosulfato de clorometilo (22).'° Una mezcla agitada de 200 mL (3 moles) de acido 
clorosulfénico y 100 mL (1.5 mol) de bromoclorometano se llevé a reflujo y mantuvo asi por 3h. 
La mezcla se dejé llegar a temperatura ambiente y vertié sobre 500 g de hielo; se extrajo con 
CH2Cl (3 x 100 mL); los extractos se reunieron y lavaron con agua fria (100 mL), secaron con 
Na2SO, anhidro y concentraron a presién reducida. El residuo se destilé a presién reducida, 
colectandose 22 a 59 °C, 16 mmHg (Lit. 45-50 °C/ 9-10 mmHg). El rendimiento fue de 28% de 
un liquido con d = 1.63 g/mL. 

4-[(tertButoxicarboniljaminometil]benzoato de clorometilo (23). A una solucién de 0.45 mL 
(4.5 mmol) de 22 en 5 mL de CH2Cl se le adicioné una mezcla de 1 g (3.98 mmol) de 21, 1.27 g 
(51 mmol} de NaHCO; , 0.135 g (0.398 mmol) de sulfato Acido de tetrabutilamonio, 10 mL de H,O 
y 15 mL de CH,Cle, cuidando que la temperatura no pasara de 30°C. Se agité por 30 min mds a 
temperatura ambiente y separaron las fases. La fase organica se lavé con agua fria, secé con 
NazSO, anhidro y concentré en rotavapor. El sélido blanco obtenido se recristalizé de CH30H- 
H20 para dar 23 con un 70% de rendimiento, c.c.f.: Ry = 0.75 (CHCly/MeOH 97:03), p.f. 86 °C, 

1 [4-{(fert-Butoxicarbonil)aminometil]benzoiloximetil]-5(6)-propiltio-2-bencimidazolcarbama- 
to de metilo (24). Una solucién de 2.52 g (7.53 mmol) de 23 en 5 mL de DMF anhidra se 
adicioné a una suspensién agitada por 15 min de 2 g (7.53 mmol) de albendazol y 1.5 9 (14.15 
mmol) de NagCO3 en 15 mL de DMF anhidra, a temperatura ambiente, en condiciones anhidras. 
La mezcla se calenté a 40-45 °C durante 2 h y a 20 °C por 12 h; después se adicionaron 100 mL 
de acetato de etilo y 30 mL de agua, se agité y separaron las fases, la organica se lavé con agua 
(5 x 30 mL) y secé con Na2SO, anhidro. Por eliminacién del disolvente en el rotavapor se obtuvo 
un liquido viscoso que solidificé después de 24h a temperatura ambiente. La c.c.f. del producto 
crudo (3.62 g, 91%) mostré dos manchas de igual intensidad: R; = 0.26 y Rr= 0.31 (CHCk/MeOH 
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97:3). La separacién se logré por cromatografia en embudo de vidrio poroso, empleando gel de 
silice como fase estacionaria y CHCl, como eluyente. Se obtuvo un 3% del compuesto con Ry 
0.26 y 1.1 g (27%) del compuesto con R, 0.31 y p.f. 228 °C; el cual fue asignado como 

compuesto 24, 

Diclorhidrato del 1-[4-(Aminometil)benzoiloximetil]-5(6)-propiltio-2-bencimidazolcarbamato 

de metilo (25). Una solucién de 2 mL de HCI 3M en metanol se adicioné a una solucién de 0.5 g 

de 24 en 30 mL de AcOEt y la mezcla se agité por 5 h a temperatura ambiente. Se formé un 
Sdlido blanco que se separé por filtracion y lavé con CH2Ck caliente. El producto crudo (0.5 g) 
mostré en la c.c.f. una mancha en el origen. Una solucién de 0.4 g de este producto en 6 mL de 
agua se traté con 2 mL de solucién saturada de NazCOs y se obtuvo un sdlido blanco, el cual 

presentdé una sola mancha por c.c.f.: Ay =0.64 (CHCls/MeOH 90:10). 

Tabla 14. Punto de fusién y datos espectroscépicos de los compuestos 21, 22, 23, 24 y 25. 

No. p.f., °C datos espectrocépicos 
  

24 155 IR (KBr) v 3356,1666, 1612, 1510 cm’; 'H RMN (DMSO-d¢) 8 1.4 (s, 9H, (CHs)3C-), 7.3 (d, 
J= 10 Hz, 2H, H-3, H-6), 7.9 (d, J= 10 Hz, 2H, H-2, H-6) ppm. 

22 nd ‘HW RMN (CDCl) 8 5.93 (s, 2H, CICH-O-) ppm. 

IR (KBr) v 3316, 2980, 1734, 1660, 1538, 1296, 1260, 1174, 1160, 1082 cm”; 'H RMN 
23 86 (DMSO-d) 8 1.43 (s, 9H, (CHg)sC-), 4.15 (d, J = 4 Hz, 2H, -NHCHz), 6.95 (s, 2H, - 

OCHLN), 7.40 (d, J= 9 Hz, 2H, H-3, H-5), 7.95 (d, J=9 Hz, 2H, H-2, H-6) ppm. 

IR (KBr) v 3362, 2966, 1714, 1440, 1264, 1174, 1062 cm”; 'H RMN (CDCtIs) & 0.98 (t, 3H, 
CHCH2CH2S-), 1.44 (s, 9H, (CH)gC-), 1.64 (m, 2H, CHsCHLZH2S-), 2.87 (t, 2H, 
CHsGH,CHZS-), 3.79 (8, 3H, -OCHs), 4.35 (d, 2H, -CH:NH-), 5.75 (t, 1H, -CHeNH), 6.33 

24 228 
(s,2H, -CHOOC-), 7.21 (dd, J = 2 Hz, J = 9 Hz, 1H, H-6), 7.27 (d, J =9 Hz, 1H, H-7), 7.32 

(d, J = 9Hz, 2H, H-3’, H-5’), 7.50 (d, J = 2Hz, 1H, H-4), 7.96 (d, J =9 Hz, 2H, H-2’, H-6’) 

ppm; "°C RMN (CDCI) 8 13.87, 22.54, 28.66, 37.42, 37.45, 44.82, 53.10, 64.23, 110.34, 
191.11, 111.97, 113.21, 125.97, 126.01, 127.38, 127.93, 130.20, 131.90, 145.87, 156.10, 
166.03 ppm. Anal. calc. para CasHszN«OgS: C, 59.07; H, 6.11; N, 10.60; exp.: C, 59.41; H, 
6.16; N, 10.57. 
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Continuacién de la Tabla 14. 

No.  p.f., °C datos espectrocépicos 
  

IR (KBr) v 3432, 2958,2606, 1768, 1730, 1614, 1454, 1252, 1228, 1076 cm”: 'H RMN 
(CDCIs/ MeOD) & 1.038 (t, 3H, CHsCH2CHLS-), 1.68 (m, 2H, CHsCHJCH,S-), 2.97 (t, 2H, 
CH3CH2CH,S-), 4.03 (s, 3H, -OCH4), 4.17 (s, 2H, -CH-NHHCI), 6.62 (s, 2H, -CH,OOC-), 
7.48 (dd, J =2 Hz, J = 10 Hz, 1H, H-6), 7.62 (d, J= 10 Hz, 2H, H-2, H-6), 7.67 (d, J =2Hz, 
1H, H-4), 7.77 (d, J = 10 Hz, 1H, H-7), 8.09 (d, J =10 Hz, 2H, H-3", H-6’) ppm; "°C RMN 
(CDCI/MeOD) 5 13.38, 22.60, 36.41, 43.11, 54.91, 66.04, 112.44, 114.02, 127.11, 127.54, 
128.79, 129.55, 129.75, 131.15, 136.94, 139.57, 145.17, 153.36, 165.45 ppm. Anal. calc. 
para CarHasNsOuSCl: G, 50.39; H, 5.24; N, 11.20; exp.: C, 50.23; H, 5.16; N, 11.04. 

25 nd 

  nd: no determinado como clorhidrato. s: singulete; d: doblete; dd: doble de dobles; t: triplete; m: muitiplete 

Preparacién alternativa del intermediario 24.. 

“NS N f 
aN 7 )——NHCOCH srocny —HeH Ls s CH,Cl, ‘ 

HOH 
1 

26 

, Na,CO, t q 26 21 + CICOCH, ———» t-BOCNHCH, (OCOCH, | —7—~> 24 
DMF 

Esquema 19. Preparacién alternativa de! intermediario 24. 

1-(Hidroxtmetil)-5(6)-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (26). Una suspensién de 1 g 

(3.76 mmol) de 1, 1 mL de formaldehido al 30% y 1 g de NazCOQ3 en 100 mL de CHCl, se agité 

a temperatura ambiente hasta formar una disolucién. la mezcla se secé con Na2SQ,g anhidro, 
concentr6 en el rotavapor y el residuo se lavé con éter di-isopropilico. Se obtuvo 1.1 g (99%) de 
un sdlido blanco: Ay = 0.19 (CHCl/Acetona 95:05, 1 gota de NH,OH); p.f. = 185 °C. 

1-[4-[(¢ert-Butoxicarbonil)aminometil]benzoiloximetil]-5(6)-propiltio-2-bencimidazolcarbama- 

to de metilo (24). A una suspensidn fria de 0.42 g (1.68 mmol) de 21, 0.5 g (4.7 mmol) de 

NazCO3 y 3 mL de DMF, se le goted lentamente una solucién de 0.15 mL de (1.92 mmol, d = 
1.223) cloroformiato de metilo en 1 mL de DMF. La mezcta se dejé en agitaci6n por 3h a fa 
temperatura ambiente. Al término, se incorporaron 0.5 g (1.68 mmol) de 26 y se agit6 por 4h 
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mas. Se adicionaron 100 mL de AcOEt. y lavé con agua (5 x 50 mL). La fase organica se secé 
con NazSO, anhfdro y concentré en el rotavapor para dar 0.73 g (83%) de un sdlido con 3 

manchas por ¢.c.f.: Ry = 0.22, Ry = 0.26 y R; = 0.31 (CHCL/MeOH 97:3). Después de separar al 
compuesto de mayor Fy, por cromatografia en columna, presenté el mismo p.f. del compuesto 24, 

con un rendimiento del 10%. . 

Tabla 15, Punto de fusién y datos espectroscépicos de! compuesto 26 

No. p.f. °C datos espectroscépicos 
  

IR (KBr) v 3432, 2958,2606, 1768, 1730, 1614, 1454, 1252, 1228, 1076 cm”; 'H RMN 
26 485 (DMSO-d) & 0.95 (t, 3H, CHJCH.CH2S-), 1.55 (m, 2H, CHsCHCH2S-), 2.8 (t, 2H, 

GHsGH2CHS-), 3.7 (s, 3H, -OCHs), 3.75 (s, 2H, CH-OH), 6.99 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H, H- 
6), 7.25 (d, J= 9 Hz, 1H, H-7), 7.32 (d, J = 2. Hz, 1H, H-6) ppm. 
  8: singulete; d: doblete; dd: doble de dobles; t: triplete; m: multiplete 

4.1.2.3, Preparacién de andlogos N-monometilados del albendazol. 

Para la preparacién de los andlogos monometilados del albendazol se siguieron los 
procedimientos descritos por Castillo y col." con pocas modificaciones. 

Preparacién del andlogo 27. 

° 
Ni H, crt, neon, NHCH, NHCH, NO, No, 

1) (CH,CO},0 H,S0, NO, NH,SCN, NASON 
—_—____> 

2) (CH,),80,/NaGH —~T 

30 

PrBr, PrOH, NaCN 
(Bu),CH,N‘Ct, H,O,CH,Cl, 

NHCH, NHCH, 
—~ N . ccastovy $0, We \—wrboces, OSS. 2 

N Tope pHa, 4 

bu 
27 

Esquema 20. Preparacién del andlogo N-monometilado 27. 
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N-Metil-2-nitroacetanilida (30). Primeramente se prepard la 2-nitroacetanilida; para esto, se 
Suspendieron 100 g (724 mmol) de 2-nitroanilina en 200 mL de anhidrido acético, se agit6 y 
adicioné 0.5 mL de H2SO, concentrado. La temperatura de la reaccién subié espontaneamente 
hasta 60 °C y se agité por 30 min mas. La mezcla se verti sobre hielo y e! sdlido formado se 
Separ6 por filtracién y lavé con agua hasta PH neutro. El producto crudo (101.3 g, 77.5%), mostré 
una sola mancha por c.c.f.: Ry = 0.35 (hexano/CHCly/AcOEt 50:35:15). Una muestra se 

recristalizé de éter de petréleo dando cristales café claro con p.f. = 93 °C (Lit."? 93-94 °C). 

En una segunda etapa, se suspendieron 20 g (111 mmol) de 2-nitroacetanilida en 31.5 
mL (41.9 g, 333 mmol) de sulfato de dimetilo, se agité y calenté suavemente hasta llegar a los 30 
°C. En este punto, se adicionaron lentamente y con agitacién vigorosa, 20 mL de una solucién de 
13.3 g (833 mmol) NaOH, controlando la temperatura entre 32-37 °C.Terminada la adicién, se 
agité durante 30 min mas y vertié sobre 50 g de hielo. Se extrajo con AcOEt (3 x 80 mL). Los 
extractos se lavaron con agua fria, secaron con Na2SO, anhidro y concentraron en el rotavapor. 
Se obtuvieron 22 g (95%) de un aceite practicamente puro por c.c.f.: Ry = 0.08 
(hexano/CHCl/AcOEt 50:35:15). Este aceite no se purificé dada su pureza. 

N-Metil-2-nitroanilina (31). Una mezcla de 20 g (103.01 mmol) de 30 y 4.9 g (123.62 mmol) de 

NaOH en agua/MeOH ( 20:60), se mantuvo a reflujo durante 2 h. Después se destilé el metanol a 
presion reducida y el liquido residual se mantuvo en refrigeracién por 12 h. El sdlido formado se 
separ6 por filtracibn y lavé con agua fria hasta PH neutro. Se obtuvieron 12 g (79%) de un sélido 
rojizo, practicamente puro: A, = 0.60 (hexano/CHCl/AcOEt 50:35:15); p.f. = 36 °C (Lit.' 37°C). 

N-Metil-2-nitro-4-tiocianoanilina (32). Una solucién de 4 mL (79.64 mmol) de bromo en 25 mL 

de metano! anhidro, previamente saturado con NaBr, se adicioné lentamente a una solucién a 0- 
5 °C de 11 g (72.12 mmol) de 31 y 13.2 g (173.54 mmol} de NH,SCN en 180 mL de metanol 
anhidro. La mezcla se agité por 1 ha 0-5 °C; después se llevé a 20 °C y vertid sobre 200 g de 
hielo. El sélido formado se separé por filtracion y lavé con agua fria (3 x 50 mL). El sélido amarillo 
obtenido (13.1 g, 86%) se recristalizé de tolueno para dar cristales amarillos: R; = 0.35 

(hexano/CHCls/AcOEt 50:35:15); p.f. = 109-110 °C. ° 

N-Metil-2-Nitro-4-propiltioanilina (33). Una solucién de 3.2 g (50 mmol) de KCN en 50 mL de 
agua se adicioné a una solucién agitada a 40 °C de 6.0 g (28.70 mmol) de 32, 11.6 mL de n- 
propanal, 17 mL (23 g, 187 mmol) de bromuro de n-propilo, 0.2 g de cloruro de tetrabutilamonio 
en 200 mL de CH2Cle. La mezcla resultante se agité por 6 h a 42-44 °C y 12 h mas a temperatura 
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ambiente. Se separaron las fases y la acuosa se extrajo con CH2Cip (2 x 100 mL). Las partes 
organicas reunidas se lavaron con agua (100 mL), secaron con NagSO, anhidro y concentraron 
en el rotavapor. Se obtuvieron 10.93 g de un aceite rojizo con fuerte olor a cianuro. Este aceite 
S€ paso por una columna (4 x 40 cm) con gel de silice suspendida en éter de petrdleo y eluida 
con el mismo disolvente. Las fracciones que contenfan al compuesto rojizo se juntaron y 
concentraron en el rotavapor para dar 5.1 g (78%) de un liquido rojizo, practicamente puro por 
C.C.f.: Ry = 0.62 (hexano/CHCh/AcOEt §0:35:15). 

2-Amino-N-metil-4-propiltioanilina (34). En un frasco de hidrogenacién Parr, primeramente se 
mezcl6 en seco 2 g (8.8 mmol) de 33 con y 200 mg de Pd-C al 10 %. Acto seguido, se 
adicionaron 100 mL de etanol absoluto La mezcla se sometio a hidrogenaci6én a temperatura 
ambiente entre 60 Ib y 15 Ib hasta que no se consumié mas hidrégeno. La mezcla de 
hidrogenaci6n se filtré a través de un embudo de vidrio poroso y el filtrado se concentré a presién 
reducida dejando 1.71 g (98.59 %) de un aceite violdceo: A, = 0.23 (hexano/CHCh/AcOEt 
50:35:15). Por su inestabilidad, el aceite se utilizé inmediatamente para la siguiente reaccién. 

1-Metil-5-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (27). A una solucion fria de 2 g (8 
mmol) de sulfato de 2-metil-2-tiopseudourea en 20 mL de agua, se le adicionaron 1.2 mL (16 
mmol, d= 1.223) de cloroformiato de metilo. Enseguida se agregé, gota a gota durante 2 h, una 
solucién de NaOH al 25%, controlando la temperatura en 15 °C y pH = 8.0. Una vez que la 
mezcla alcanz6 la temperatura ambiente, se adicionaron 1.55 g (8 mmol) de 34 en 100 mt de 
agua. La suspensidn se ajusté a un pH = 5 con HCl diluido, y luego calenté en bafo de aceite a 
92 °C durante 4 h. Transcurrido este tiempo, la mezcla se enfrié a la temperatura ambiente y la 
suspensi6n formada se separd por filtracién. Después de lavar con agua fria, y suspender en 
metanol caliente por 2 h, el sélido obtenido se secd a temperatura ambiente. De esta forma, se 
obtuvieron 0.91 g (45 %) de polvo gris que se decolord con carbén activado y recristalizé de 
acetona: Ry = 0.29 (CHCls/MeOH 98:2); p.f. = 137-138 °C. 

Tabla 16. Punto de fusién y datos espectroscépicos para los compuestos 30, 31, 32, 33, y 27. 
No. _p.f., °C datos espectroscépicos 

IR (KBr) v 1664, 1602, 1526, 1348 cm’; 'H RMN (CDCl3) § 1.8, 2.2 (s, 3H, CHSO-), 3.2, 
3043.35 (s, 3H, NCH), 7.2-8.0 (m, 4H, arom) pom, 

IR (KBr) v 3396, 2918, 1620, 1572, 1514, 1444, 1352, 1264, 1234, 1178, 742 cm": 'H RMN 
31 36 (DMSO-d6) 5 2.88, 2.91 (s, 3H, N-CHs), 6.6 (ddd, 1H, H-3), 6.9 (d, 1H, H-6), 7.5 (ddd, 1H, H- 

5), 8.0 (dd, 1H, H-2) ppm; CG-EM (I.E.) m/z 152 (M+, 68%), 148 (100%), tr = 10.10 min 
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Continuacion de la Tabla 16. 

No. p.f., °C datos espectroscépicos 

IR (KBr) v 3392, 2154, 1614, 1510, 1356, 1182, 550 cm’; 'H RMN (DMSO-d¢) 8 2.99, 3.01 
$2 109-110 (s, 3H, NCH;), 7.1 (d, J = 9 Hz, 1H, H-6), 7.75 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-5), 8.3 (d, J 

=2Hz, 1H, H-3) ppm; CG-EM (I.E.) m/z 209 (M+, 100%), tr = 9.38 min. 

IR (KBr) v 3390, 3092, 2960, 1610, 1558, 1512, 1414,1350, 1262, 1230,1178 om”; 'H RMN 

(CDClg) & 0.95 (t, 3H, CHsCHe-), 1.63 (m, 2H, CH3CH2CHp2-), 2.72 (t, 2H, -CH2S-), 2.95, 

3.03 (s, 3H, NCHs), 6.75 (d, J = 9 Hz 1H, H-6), 7.45 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-5), 8.0 

(m, 1H, -NH, intercambia con D0), 8.21 (d, J = 2 Hz, 1H, H-3) ppm; EM (1.E.) m/z 226 

(M+, 100%) 

33 nd 

IR (KBr) v 3258, 2964, 2879, 1630, 1450, 1358 cm”: 'H RMN (DMSO-0,) 5 0.99 (t, 3H, 
CH.CH2CH2S-), 1.58 (m, 2H, CHsCH,CH2S-), 2.92 (t, 2H, CH3CH2CH,S-), 3.5 (s, 3H, NCH), 

27 137-138 3.62 (s, 3H, -OCH;),7.20 (dd, J =2 Hz, J= 10 Hz, 1H, H-6), 7.33 (d, J = 10 Hz, 1H, H-7), 7.46 

(d, J =2Hz, 1H, H-4), 12.0 (s, 1H, NH, intercambiable con Dz20) ppm; °C RMN (DMSO-d) & 

13, 22, 28, 36, 52, 109, 113, 124, 129, 130, 154, 162 ppm. 
nd: no determinado; s: singulete; d: doblete; dd: doble de dobles; t: triplete; m: multiplete; tr = tiempo de retencién. 
  

Preparacién del andlogo 28. 
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Esquema 21. Preparacién del anaélogo N-monometilado 28. 
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5-Cloro-2-nitroacetanilida (35). En un vaso de precipitados de 2 L, se colocaron 200 mL de 
anhidrido acético. La solucién se enfrié entre 0-5 °C y enseguida se adicionaron, gota a gota, 50 
mL (78.7 g, 1250 mmol) de HNO, concentrado, agitando durante 30 min mas. Enseguida se le 

agreg6 lentamente durante =45 min, una mezcla fria de 52.8 mL (63.78g, 500 mmol) de 3- 
Cloroanilina en 100 mL de anhidrido acético. Después de agitar entre 5 a 7 °C se formé una 
suspensién amarilla. La mezcla de reaccién fue separada por filtracién y el sdlido residual se lavé 
con agua fria. Una vez seco, el sdlido pesé 43.5 g (40.5%) mostré ser un producto en c.c.f., Ry = 
0.46 (hexano/CHCl3/AcOEt 50:35:15). Una muestra recristalizada de etanol presento un p.f. de 
115 °C. Las aguas madres de la reaccién se vertieron en hielo, con lo que formé una suspensién 
que se separé por filtracién. El sélido se lavé hasta neutralidad. Después de secar a temperatura 
ambiente, el producto crudo pesdé 47.1 g. En c.c.f. mostré dos productos uno de Fy; = 0.46 y el 
otro de AR; = 0.08 (hexano/CHCly/AcOEt 50:35:15). Para separar esta mezcla, et sélido se lavé 
con benceno (3 x 150 mL). La solucién bencénica se concentré al vacio en el rotavapor. El 

residuo se recristaliz6 de etanol, para obtener 18.5 g (17.24 %) del compuesto: A; = 0.46; p.f. = 
115 °C. 

5-Cloro-N-metil-2-nitroacetanilida (36). Una Suspensién de 30 g (139.8 mmol) de 35 en 40 mL 
(53.32 g, 422.78 mmol) de sulfato de dimetilo, se calentd lentamente en bafio de agua hasta que 
fa temperatura alcanz6 los 35 °C. Enseguida, se agregaron gota a gota, 20 mL de una solucién 

. acuosa de NaOH (16.8 g, 419.8 mmol), cuidando que la temperatura no rebasara los 40 °C, 
Terminada la adicién de la sosa, la mezcla se agité durante 60 min, para que alcanzara la 
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, la mezcla se vertid sobre hielo (250 g), agitando 
hasta la fusién del mismo; luego la suspensién se separd por filtracién y e! sdlido residual, lavé 
con agua frla y secé a temperatura ambiente. El Producto crudo de color amarillo peso 25 g 
(78%) y recristalizé de etanol. Los cristales amarillos mostraron ser practicamente un solo 
producto en c.c.f.: Ry = 0.21 (hexano/CHCl/AcOEt 50:35:15); p.f. = 87-88°C. 

5-Cloro-N-metil-2-nitroanilina (37). A 100 mL de H2SO, concentrado, previamente enfriados 
entre 0-5 °C, se agregaron lentamente 15 g (65.6 mmol) de 36. Terminada la adici6n, la mezcia 
se calenté a 100 °C durante 30 min. Transcurrido el tiempo, se dejé que la mezcla de reaccion 
alcanzara la temperatura ambiente y vertié lentamente sobre 400 g de hielo, agitando 
vigorosamente. La suspensi6n formada se separ6 por filtracion y el sdlido residual (7.1 g, 51.7 %) 
se lav6 dos veces con agua carbonatada y luego con agua hasta pH neutro. Después de 
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recristalizar de etanol, el sdlido presenté ser un sdlo producto por c.c.f.: Ry; = 0.60 

(hexano/CHCly/AcOEt 50:35:15); p.f. = 103-105 °C. 

N-metil-2-nitro-5-propiltioanilina (38). Una mezcla de 4 g de 37 (35.4 mmol), 100 mL de agua, 
15 mL de etilenglicol, 5 g de Na2CO; (47 mmol) y 4 mL de n-propanotiol, se calenté entre 95-100 
°C con agitaci6n y reflujo durante 4 h. Enseguida se dejé en agitacién durante toda la noche a 
temperatura ambiente. La suspensién fue enfriada en bafio de hielo para después separarla por 
filtracion. El fittrado se recibié en una solucién acuosa de NaOH. El sdlido residual se lavé con 
agua y secé a temperatura ambiente. Al final se obtuvieron 4.5 g (92%) de un sélido amarillo, el 
cual recristaliz6 de hexano y mostré ser un solo Producto por c.c.f.: Ay = 0.31 (hexano/AcOEt 
95:5, eluida 3 veces); p.f. 62 °C. 

2-Amino-N-metil-5-propiltioanilina (39). En un frasco de hidrogenacién Parr, primeramente se 
mezcld en seco, 2 g de 38 y 200 mg de Pd-C al 10 %. Enseguida se adiciond 100 mL de etanol 
absoluto. La mezcla se sometié a reduccién Por hidrogenacién catalitica a temperatura ambiente, 
después de cargar con H2 a 60 Ib. Cuando el consumo de He liegé a 15 Ib, se volvié a cargar a 60 
lb nuevamente, hasta el total consumo de la materia prima. Una vez logrado esto, el catalizador 
se retir6 por filtraci6n en embudo de vidrio poroso. El filtrado se concentré en el rotavapor y se 
obtuvo 1.55 g (99.59%) de un aceite café, e! cual fue utilizado inmediatamente para la siguiente 
reaccion: A; = 0.21 (hexano/CHCly/AcOEt 50:35:15). 

1-Metil-6-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo (28). A una solucion fria de 2g (8 
mmol) de sulfato de 2-metil-2-tiopseudourea en 20 mL de agua, se le agregd 1.2 mL (16 mmol) 
de cloroformiato de metilo. Acto seguido, se adicioné gota a gota, una solucién acuosa de NaOH 
al 25% para alcanzar un valor de pH = 8, cuidando que la temperatura no rebasara los 15 °C. La 
adici6n terminé después de 2 h, al no registrarse cambios en el valor del pH. Cuando la mezcla 
alcanz6 la temperatura ambiente, se le adicioné 1.55g (8 mmol) de 39 en 100 mL de agua. La 
suspension se ajust6 a un pH = 5 con HCI diluido, y calenté a 92 °C durante 4 h. Después que la 
mezcla alcanz6 la temperatura ambiente, se separ6 por filtracién. El sélido residual se tav6é 
primero con agua fria, luego con metanol caliente y secé a temperatura ambiente. De esta forma 
se obtuvieron 1.2 g (54 %) de polvo gris el cual se recristaliz6 de AcOEt/éter de petrdleo. El 
sélido blanco obtenido mostré ser un producto por c.c.f.: Ry = 0.30 (CHCis/MeOH 98:2), p.f. = 240- 
241 °C. 
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En la Tabla siguiente se presenta el p.f. y los datos espectroscdpicos de 35, 36,37 y 28. 

Tabla 17. Punto de fusién y datos espectroscdpicos de los compuestos 35, 36, 37, 38 y 28. 

p.f., °C 

115 

87-88 

103-105 

62 

240-241 

datos espectroscépicos 

IR (KBr) v 3330, 1694, 1578, 1494, 1332, 1256 cm’; 'H RMN (DMSO-d;) 5 2.1 (s, 3H, 

CH;CO-), 7.39 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-5), 7.81 (d, J = 2Hz, 1H, H-2), 7.99 (d, J = 9 

Hz, 1H, H-4), 11.3 (m, intercambiable con D2O, NH-) ppm. 

IR (KBr) v 3098, 1660, 1520, 1350, 838 cm”: 'H RMN (DMSO-ds) 8 1.7, 2.1 (8, 3H, GH;CO-), 

3.1, 3.4 (s, 3H, NCHS), 7.5-8.2 (m, 3H, arom) ppm. 

IR (KBr) v 3382, 2928, 1694, 1618, 1498, 1262, 1224, 904 cm”; 'H RMN (DMSO-d) 6 2.9, 

2.99 (s, 3H, NCHs), 6.65 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-5), 7.95 (d, J = 2Hz, 1H, H-2), 8.05 

(d, J = 9 Hz, 1H, H-4), 8.17 (m, intercambiable con D2O, NH-) ppm. 

IR (KBr) v 3366, 2958, 1604, 1570, 1320, 1260, 1208, 1164, 1138, 1042, 914 cm’; 'H RMN 
(DMSO-a,) 8 0.99 (t, 3H, CHsCH2CHS-), 1.65 (m, 2H, CHsCH,CH2S-), 2.89, 2.91 (s, 3H 
NCHg), 3.1 (t, 2H, CHsCH2CHS-), 6.5 (dd, J=2 Hz, J= 9 Hz, 1H, H-5), 6.55 (d, J= 2 Hz, 1H, 
H-2), 7.9 (d, J =9Hz, 1H, H-4), 8.2 (m, intercambiable con D2O, NH-) ppm; CG-EM (I.E) m/z 
226 (M+, 100%), tr = 15.18 min. 

IR (KBr) v 3258, 2964, 2879, 1630, 1450, 1358 cm’; 'H RMN (DMSO-d,) 5 0.99 (t, 3H, 

CH;CH2CH2S-), 1.58 (m, 2H, CHsCHCH2S-), 2.97 (t, 2H, CHsCH2CH-S-), 3.5 (s, 3H, NCH)), 

3.62 (8, 3H, -OCHs),7.14 (dd, J =2 Hz, J= 10 Hz, 1H, H-5), 7.34 (d, J= 10 Hz, 1H, H-4), 7.40 

(d, J =2Hz, 1H, H-7), 12.0 (s, 1H, NH, intercambiable con D2O) ppm; 6 RMN (DMSO-ds) & 

13, 22, 28, 36, 52, 110, 112, 124, 129, 131, 153, 162 ppm. 
  

S: singulste; d: doblete; dd: doble de dobles; t: triplete; m: multiplete; tr: tiempo de retencion. 

Metilacién de! albendazol para obtener el andlogo 29. 

Esquema 22. Metilacién del albendazol y obtencién del andlogo 29. 
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N-Meti!-5(6)-propiltio-1H-2-bencimidazolcarbamato de metilo (29). Una mezcla de 3 g de 

albendazol (11.8 mmol), 2 g ( 13.8 mmol) de KzCOs; y 50 mL de DMF, se calenté a 50 °C, para 

disolver el albendazol y después se dejé enfriar hasta temperatura ambiente. Enseguida se 
colocd en bajio de hielo hasta alcanzar la temperatura de 5 °C. Logrado esto, se agregaron, gota 
a gota, 5 mL de una solucién de 1.7 g (11.8 mmol) de sulfato de dimetilo en DMF, cuidando que 

la temperatura no rebasara fos 10 °C. Terminada la adicién, la mezcla se agité a temperatura 

ambiente durante 12 h. Transcurrido el tiempo, se agregaron 300 mL de AcOEt y enseguida 50 

mL de agua. La fase organica se lavé 5 veces con agua (5 x 25 mL), y secé con NaSQ, anhidro. 

Después de separar al agente secante por filtracién, la soluci6n organica se concentré en el 

rotavapor para obtener un aceite viscoso Cuyo peso fue de 2.59 g (82%). EI andlisis por c.c.f., 

mostr6 ser una mezcla de 3 compuestos (CHCl/MeOH 98:2); el mas polar, Ry = 0.17, 

correspondié al albendazol, el de polaridad intermedia, R; = 0.30, coincidid con los compuestos 

27 y 28, y el de menor polaridad, Ay = 0.55. La separaci6n y aislamiento del compuesto de menor 

polaridad se realizé mediante cromatografia de columna con gel de silice, con cloroformo como 

fase mdévil. Después de identificar a las fracciones que contenian al compuesto buscado, se 

juntaron y concentraron en el rotavapor. De esto, se obtuvieron 150 mg de un sdlido blanco: A; = 

0.55 (CHCIs/MeOH 98:2); p.f. 82 °C. 

Tabla 18. Punto de fusién y datos espectroscépicos para el compuesto 29. 

No. p.f., °C datos espectroscépicos 
  

IR (KBr) v 3334, 2958, 2873, 1704, 1546, 1454, 1282, 1198, 1166 cm’; 'H RMN (CDCl) 

5 0.99 (t, 3H, GHsCH2CH2S-), 1.62 (m, 2H, CHsCHCH2S-), 2.86 (t, 2H, CHsCH2CH,S-), 

29 82 3.6 (s, 3H, NCH5), 3.95 (s, 3H, -OCHs), 7.2-7.7 (m, 3H, arom), 10.95 (s, 1H, -NH, 

intercambiable con D2O) ppm; “GC RMN (CDCls) & 13, 22, 33, 38, 54, 110, 113, 118, 

121, 125.8, 125.9,129, 131, 132.5, 140, 141.8, 149.8, 149.9, 155.5 ppm; CG-EM (.E.} 

nv/z 279 (M+, 100%), tr = 19.70 min. 
  s: singulete; d: doblete; dd: doble de dobles; t: triplete; m: multiplete; tr: tiempo de retencion. 
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4.2, Evaluacién de profarmacos 

4.2.1. Evaluacién de los bioprecursores. 

4.2.1.1. Solubilidad en agua desionizada. 

A los bioprecursores sintetizados y al albendazol se les determiné su solubilidad en agua 
desionizada mediante el siguiente procedimiento previamente publicado.'®"™ Se colocaron 10 
mg del compuesto a evaluar en tubos de ensayo de 16 x 150 con tapa de rosca. A cada tubo se 
le adiclonaron 10 mL de agua desionizada y se agitaron durante 10 min en vortex. Enseguida, se 
calentaron en bafio marfa a 37 °C durante 24 h. Tiempo en el cual se alcanzé e! equilibrio de 
Saturaci6n de la soluci6n acuosa. Luego se procedié a separar por filtracién la suspensién que 
presentaba cada tubo, utilizando filtros de membrana de celulosa (Spartan-13, 0.45 wm). La 
Primera porcién del filtrado se descarté para evitar algun error en la cuantificacién, por la 
Saturaci6n de la membrana del filtro. La concentracién del compuesto en el filtrado se evalué por 
triplicado, mediante espectrofotometria a la longitud de onda de maxima absorcién para cada 
sustancia. El valor se obtuvo al interpolar de curvas de calibracién previamente elaboradas y que 
Se presentan en el apéndice. 

4.2.1.2. Determinacién del coeficiente de particién de 1, 2 y3. 

El coeficiente de particién (log P) fue caiculado y determinado experimentalmente por el 
reparto octanol/aqua (Hanch) y por método cromatografico. 

Log P calculado. Para catcular el valor de log P, en todos los casos, se utiliz6 el programa 
computacional ACDLOG P® corrido en una computadora PC, y se basa en la adicién de los 
valores de x de Hansch para cada uno de los sustituyentes. 

Particlén octanol/agua.' Antes de determinar el coeficiente de particién de los bioprecursores, 
se valud el log P del acido acetilsalicilico y fenilbutazona con la intencién de comparar los 
resultados obtenidos con los previamente publicados."”” Por este método no se evalué el 
coeficiente de particién del albendazol, por problemas de la solubilidad de este compuesto. Para 
esta determinacion se utiliz6 como fase organica el 1-octanol y como fase acuosa, amortiguador 
de fosfatos, (0.02M, pH = 7.0, fuerza iénica de 0.1).'° Ambos disolventes fueron previamente 
saturados uno con el otro, durante toda la noche. 

Se pesaron cuidadosamente, 20 mg (0.060 mmol) de 2 y 3, y disolvieron en 5 mL de 

polietilenglicol y aforé a 10 mL con etanol. De esta solucién se tomaron 2 mL y aford a 25 mL con 
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solucién amortiguadora de fosfatos caliente; para eliminar los residuos no disueltos, se procedié 
@ filtrar. Enseguida se cuantifics espectrofotométricamente, la concentracién (Ci) de los 
bioprecursores en esta solucién (2: 457 HM, 3:469 uM). Para la distribucién, se tomaron 10 mL de 
la fase acuosa y colocaron en un embudo de separacién de 125 mL. Luego se agregaron 10 mL 
de 1-octanol. Se agité el embudo en periodos de 3 min (5 veces) a temperatura ambiente. Se 
permitié que las fases se separaran y dejé en reposo durante 2 h. Posteriormente, se separé la 
fase acuosa, en donde se cuantificé espectrofotoméitricamente, la concentracién de cada uno de 
los bioprecursores. Este procedimiento se realiz6 por triplicado. El P fue calculado como:'® 

  

G- V 
p-— i _y ac 

or Vo 

Ci: concentracién inicial en la fase acuosa; Cy: concentracién en la fase acuosa, después 

de la distribucién; V.: volumen de la fase organica; Vec: volumen de !a fase acuosa. 

Método cromatografico. Por este Procedimiento se evalué el log P de 1, 2 y 3. Este método 
tomé como referencia al factor de capacidad (k) para cada compuesto.'™ Este parametro fue 

calculado de [(t--to)/t.], donde t, es el tiempo de retencién del compuesto problema y to 
corresponde al frente del disolvente (volumen muerto = 0.831 min). La fase mévil consistié de 
mezclas de metanol/agua [9:1, 8:2, 7:3 y 6:4 (v/v)] y fueron utilizadas a una velocidad de flujo de 
1 mL/min (~250 atm) a la temperatura de 25 + 1 °C. La fase movil fue previamente desgasificada 

Por sonificaci6n y vacio, antes de ser utilizada. ''° El log k promediado fue graficado contra el 
porcentaje de metanol presente en la mezcla. El valor de log ko fue obtenido por extrapolacién al 

100% de agua. La correlacién entre el log k, del compuesto de referencia y su valor, previamente 

publicado,"’ de log P fue determinado por analisis de regresién linear.''© Los compuestos 
utilizados como referencias fueron benzaldehido (log ko =1.51, log P = 1.45), benceno (log k, 
=2.12, log P = 2.13), tolueno (log ky = 2.57, log P = 2.73), xileno (log ky = 3.11, log P = 3.15), 

antraceno (log ko =4.10, log P = 4.45), y DDT (log kp = 5.60, log P = 6.91). log ky = m(log P) + b, 
de donde m = 0.75186, b = 0.5427. Estos valores fueron obtenidos al graficar el log ko versus log 

P de los compuestos de referencia. 

Con este mismo procedimiento, se evalud el log P de 1, 2 y 3. Dichos compuestos se 

disolvieron en metanol (0.5 mg/mL). Enseguida se inyectaron 10 pl de cada solucion en el 

cromatdégrafo. La determinacin de 1 fue a 295 nm y la de 2 y 3 a 375 nm. Se calcularon los 

correspondientes k en las diferentes mezclas metanol/agua (90, 80, 70, 60 %). Después se 

determiné el valor de k, como se indicé anteriormente. 
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4.2.1.3. Conversién quimica de los bioprecursores 

La reduccién del grupo nitro de tos bioprecursores se realiz6 mediante ditionita de sodio* 
como modelo de quimico para la conversion de estos compuestos."® En un matraz de bola de 
500 mL de una boca (24/40), con agitador magnético, se colocaron 100 mg del bioprecursor 2 
(0.30 mmol) en 300 mL de etanol absoluto, al cual previamente se le habia pasado una corriente 
de nitrégeno durante 10 min. Al matraz se le agreg6 gota a gota, mediante un embudo de adicién 
de presiones igualadas, 8 mL de una solucién acuosa de 102 mg/mL (0.60 mmol/mL) de ditionita 
de sodio, 84.4 ma/mL (1.0 mmol/mL) de bicarbonato de sodio. La suspension se agité durante 2 
h, bajo atmésfera de nitrégeno, a 37 °C. Transcurrido el tiempo, se procedié a concentrar en el 
rotavapor para la obtencién de un sdlido blanco. E! Sdlido obtenido se suspendié en agua para 
eliminarle los residuos de sales inorganicas, y posteriormente separarlo por filtracion. Enseguida 
el sdlido residual se recristaliz6 de dimetilformida/agua. El producto obtenido presenté un p.f. = 
207 °C, con un rendimiento del 36%. Los datos de infrarrojo y 'H RMN concordaron con los del 
albendazol: IR (KBr) v 3332, 2958, 2666, 1634, 1588, 1444, 1270, 1096 cm’; 'H RMN (DMSO- 
de) & 0.93 (t, 3H, CHsCHCH2S-), 1,52 (m, 2H, CH3sCH2CH,S-), 2.83 (t, 2H, CHs3CH2CH.S-), 7.09 
(dd, J = 2 Hz, J = 10Hz, 1H, H-6), 7.335 (d, v= 10 Hz, 1H, H-7), 7,425 (d, J = 2Hz, 1H, H-4), 
11.65 (s, 1H, intercambiable con DzO, -NHCO-) ppm; °C RMN (DMSO-d,) 8 11.35, 22.00, 36.61, 
52.56, 113.95, 114.89, 124.10, 127.21, 135.1, 137.00, 147.90, 154.73 ppm. 

El mismo procedimiento descrito anteriomente, con las mismas cantidades de sustancias, 
se realiz6 para el bioprecursor 3. El sélido obtenido Present6 un p.f. de 207 °C, con un 
rendimiento del 45%. Los datos de infrarrojo y 'H RMN para este producto concordaron con los 
previamente presentados para el albendazol. 

4.2.1.4, Comportamiento de fos bioprecursores en ratas. 

Las ratas utilizadas fueron Sprague Dawley de 250-300 g, las cuales fueron mantenidas 
en condiciones de bioterio. El estudio se tlevé a cabo con dos dosificaciones diferentes, 
utilizando 3 grupos de 12 ratas para cada etapa. En todos los casos, se hizo una administracién 
Unica empleando una cdnula intragastrica. El albendazol se usd como control positivo. En ia 
primera parte, el albendazol se administré a una dosis de 10 mg/Kg (37.7 ymol/Kg) y los 
bioprecursores a 10 mg/Kg (30 wmol/Kg). En la segunda parte, la dosis administrada de 
albendazol fue de 30 mg/Kg (113 umol/Kg) y la de los bioprecursores de 30 mg/Kg (91.62 
pmol/Kg). En cada etapa, al primer grupo se te administré albendazol, el cual se encontraba en 
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Suspensi6n comercial (Zentel, Smith Klane). Al segundo grupo se le administré el bioprecursor 2; 

y al tercer grupo, e! bioprecursor 3. Ambos bioprecursores se encontraban en una solucién de 

etanol/Tween80/agua (50:25:25) a temperatura ambiente. 

Se tomaron muestras de sangre de 2 mL de la vena yugular, a las 2, 4,6, 8, 10 y 12h 

Post-administraci6n, utilizando dos ratas por cada tiempo. La muestra sanguinea heparinizada se 
sometié a centrifugacién a 4000 rpm durante 5 min, para la obtencién del plasma, el cual se 

guard6 a -20 °C hasta su andlisis. 

En las muestras de plasma se cuantificé albendazol, 1, y ricobendazol (AbzSO), de 

acuerdo al procedimiento descrito por Hurtado y col.'”' Las muestras de plasma fueron pasadas 
por cartuchos Sep-Pak C18 a temperatura ambiente. Posteriormente se eluy6 con metanol. De 

aqui se tomaron 10 pl de cada solucién y fueron inyectados al HPLC. La fase mévil fue de 

metanol/amortiguador de fosfatos 0.05 M, pH = 5.2 (60:40). El flujo se mantuvo a 1.5 mL/min. La 

presencia del 1 y AbzSO se detectdé por absorcién a 295 nm. La concentracién de los mismos se 

determiné al relacionar el rea bajo la curva en el cromatograma de las muestras problemas, en 

relacién a areas de concentraciones conocidas de ambos compuestos. Bajo estas condiciones el 

tiempo de retencién fue: 1 = 11.7 min, AbzSO = 3 min, mebendazol (estandar interno) = 6.8 min. 

Los limites de cuantificacién fueron de 6, 3, 5 ng/mL, respectivamente. 

4.2.1.5. Comportamiento de los bioprecursores en ratones. 

Los ratones utilizados fueron BALB/c de 4 a 6 semanas de edad y con un peso de 20-25 

g. Para este estudio se utilizaron grupos de cinco animales, a los cuales se les administraron 50 

mg/Kg (188 umol/Kg) de albendazol (Zentel) como control positivo y 50 mg/Kg (152.1 ymol/Kg) 

de los bioprecursores 2 y 3, en forma de suspensién como se indicd para el estudio con ratas. 

Los animales fueron anestesiados con éter para decapitarlos y obtener las muestras de sangre, 

la cual fue colectada en tubo heparinizados. Los tiempos de toma de muestra fueron a los 15, 30, 

45, 90, 120, 270 y 360 min post-administracién. El tratamiento de la muestra de sangre se realizé 

de la misma forma como se describié para las ratas. Ademas del 1 y AbzSO, para este estudio se 

cuantific6, bajo las mismas condiciones de HPLC, ta presencia de los bioprecursores 2 y 3 en el 

plasma a 375 nm. El tiempo de retencién fue de 28 min y 25.2 min, respectivamente. El limite de 

detecci6n fue de 5 ng/mL para ambos compuestos. 
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4.2.1.6. Comportamiento de los bioprecursores 2 y 3 frente a microorganismos. 

Para la ‘realizaci6n de los experimentos de evaluacién del comportamiento de los 

bioprecursores frente a microorganismos se siguieron los pasos propuestos en el siguiente 

diagrama de flujo. 

Preparar y esterilizar el medio minimo de. Preparar soluciones de 15 mg de cada de los bioprecursores en 
Cultivo liquido con agua destilada herida!2 50 mL de una mezcla DMSO/Tween 80/ H,O (20:02:28) y una 

| suspensién de 10 mg de albendazol en iguales condiciones. 

Sembrar en el medio de cultivo liquide y en agar ¥ 
nutritive, las diferentes capas bacterianas que se Esterilizar las soluciones mediante un filtro Millex-GS 
van a estudiar, incubando durante 24 hr a 37 °C. (Millipore 0.22 pm). 

i ) 
  

' 
Se toman 100 UL de los medios de cutive con cepas bacterianas y se adicionan a tubos de 
ensayo que contienen 6.5 mL de medio de cultivo minimo con 130 pL de fa solucién estéril de 

cada uno de los bioprecursores, el albendazol y el vehiculo; cada caso por triplicado. 

Incubar los tubos en un cuarto de temperatura controlada a 
37 °C con agitacién constante y en ausencia de luz durante 24 h. 

' 
Evaluar ta posible influencia sobre la viabilidad bacteriana de cada 
una de las sustancias estudiadas mediante la determinacién del 

grado de tubidez a 540 nm. 

Centrifugar a 6000 mpm _a temperatura ambiente durante 10 min 

para separar el paquete celular. 

Detectar la presencia de albendazol y/o bioprecursores por cromatografia de liquidos. 

Esquema 23. Procedimiento para evaluar el comportamiento de los bioprecursores frente a 

microorganismos. 

Las concentraciones de los compuestos que se colocaron en los medios de cultivo para 

incubarlos a 37 °C con los microorganismos fueron las siguientes: albendazol, 1: 14.56 uM; 2: 

17.6 uM; 3: 17.6 pM. Transcurridas 24 h, se midié la absorbencia de los medios de cultivo a 540 

nm. La viabilidad se determiné al comparar la absorbencia de los tubos problemas, con medios 

de cultivo de microorganismos control, a los cuales no se les agregaron dichas sustancias. 

Para determinar si los bioprecursores generaban albendazol, se determiné la presencia 

de este compuesto por HPLC. Para este andlisis, primeramente se hicieron pasar 2 mL del medio 

de cultivo por un cartucho Sep-Pak C18, y luego 2 mL de agua destilada. Después de lavar, se 
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eluy6 con 1 mL de metanol. De esta eluci6n se tomaron 20 pl y se inyectaron al cromatégrafo 
Beckman 116, utilizando una columna ODS Ci, (250 x 4.6 mm; tamafio de particula 5 wm). La 
fase mévil fue metanol/amortiguador de fosfatos pH = 5.5 (60:40) con una velocidad de flujo de 
1.2 mL/min. La presencia de los compuestos se detecté a 295 nm para 1 (tr = 5.01 min) y 375 nm 
para 2 y 3 (tr = 12.24 min y 11.01 min, respectivamente). 

4.2.1.7. Comportamiento de los bioprecursores 2, 3 frente a Trichinella spiralis. 
Con Ia intencién de evaluar el comportamiento de los bioprecursores frente a ratones 

infectados con helmintos, se seleccioné a Trichinella spiralis como modelo experimental. Los 
experimentos fueron realizados en los laboratorios del Hospital de Pediatria del IMSS-Siglo XXI, 
bajo la direccién de ta Dra. Lilian Yépez-Mulia. La cepa fue aislada de cerdos y mantenida en 
Condiciones de laboratorio al pasarla en ratas Sprague-Dawley." Para el estudio se utilizaron 
tatones BALB/c infectados por inoculaci6n con 800 larvas musculares (LM) de T. spiralis 
Suspendidas en 0.1 mL de 0.2% bactoagar. Los bioprecursores 2 y 3 se administraron por via 
oral a 75.98 pmol/Kg (25 mg/Kg) y 151.97 ymol/Kg (50 mg/Kg), a diferentes tiempos post- 
infeccién (pi) de acuerdo al estadio del Parasito a evaluar. Los grupos de control negativo 
incluyeron animales infectados con I. spiralis a los cuales sdlo se les administré el vehiculo en el 
cual se disolvieron los bioprecursores (etanol/Tween 80/H20, 50:25:25). Et albendazol, 1, se 
administré como control positivo en las mismas dosis (mg/Kg) que los bioprecursores. 

El numero (No) de pardsitos contados por cada ratén fue calculado de tres experimentos, 
y los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza. Se utiliz6 el rango de prueba multiple de 
Duncan.'4 En este andalisis, se compararon diferentes dosis para los tres compuestos. Una 
probabilidad mayor de 0.05 no fue considerada como significativa. El porcentaje de eficacia 
obtenido con los compuestos fue referido al grupo control. En relacién a la evaluacién en la etapa 
pre-adulta, y a la capacidad de infectividad, solamente se tlevé a cabo un experimento. E! 
porcentaje obtenido con los compuestos, fue referido al grupo control, aplicandose una prueba 
de chi-cuadrada en estos casos. 

Fase adulta. Para evaluar el comportamiento de los bioprecursores 2 y 3 contra el pre-adulto de 
T. spiralis, se utilizaron grupos de 6 ratones BALB/c infectados con el pardsito. Se administraron 
dosis de 75.98 umol/Kg (25 mg/Kg)a diferentes tiempos: 2, 8, 16, 24, 36 y 48 h. Los animales 
tratados fueron sacrificados al sexto dia post-infeccién.' 
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Para estudiar el mismo comportamiento de ios bioprecursores frente a adultos de T, 
Spiralis, grupos similares de ratones infectados fueron tratados al tercer dia post-infeccién con 

una dosis Uinica de los compuestos. Los organismos adultos en el intestino delgado fueron 
contados de acuerdo al procedimiento previamente publicado.'"* 

Los ensayos de fecundidad fueron realizados como han sido descritos previamente,'’® 
utilizando 20 hembras de T. spiralis. Las larvas fueron separadas de los adultos mediante 
centrifugacion diferencial a 225 g a temperatura ambiente. El numero de larvas producidas por 
cada hembra de T. spiralis fue utilizado como medida de fecundidad.'" 

Fase larvaria muscular. Grupos de 10 ratones infectados con T. spiralis fueron tratados durante 
7 dias con los bioprecursores 2 y 3 a dosis de 75.98 umol/Kg (25 mg/Kg) y 151.97 umol/Kg (50 
mg/Kg), iniciando el dia 28 post-infeccién. El albendazol se utiliz6 como control positivo a dosis 
de 25 y 50 mg/Kg. Los animales fueron sacrificados 7 dias después de la ultima administracién. 
Las larvas musculares (LM) fueron obtenidas y contadas como previamente ha sido descrito.'" 

Para evaluar la capacidad infectiva de las LM obtenidas de animales previamente tratados 
con 25 mg/Kg de 1, 2 y 3, se inocularon, por via intragdstrica, 10 ratones BALB/c con 800 de 
estas larvas y se sacrificaron al dia 35 post-infecci6n. Las larvas se obtuvieron y fueron contadas 
de acuerdo al método descrito por McCracken.' Se establecié el porcentaje de reduccién de 
infectividad en relaci6n al grupo control. 

Prueba /n vitro de los bioprecursores frente a I, spiralis. 

Con el propésito de evaluar la actividad biolégica intrinseca de los bioprecursores 2 y3 
frente a la fase adulta y fase larvaria muscular de L. spiralis, se realizaron experimentos in vitro. 
El medio de cultivo fue el RPMI 1640 y se utilizaron dos concentraciones de estos compuestos: 
0.62 pg/mL (1.88 uM) y 1.24 pg/mL (3.76 pM). El ensayo se inicié al colocar, en una caja de 
cultivo de 24 pozos (Nunclon®), 1000 larvas en cada pozo que contenia medio de cuitivo con los 
compuestos a evaluar. Los pardsitos se incubaron por 3 dias a 37°C en atmésfera de COz al 5%. 
Diariamente se cambié la solucién de medio de cultivo con bioprecursores. Como control positivo 
se utilizaron pardsitos cultivados en presencia de albendazol,""® 0.5 pg/mL (1.88 yM) y 1 g/mL 
(3.76 uM). Como control negativo se utilizaron larvas en medio de cultivo. Después de la 
incubaci6n, se evalud, espectrofotométricamente, la viabilidad de las larvas, por la presencia de 
formazan, el cual se forma cuando se reduce la sal de tetrazolio MTT [bromuro de 3-(4,5- 
dimetittiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, Sigma Co.}.'7"8 
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MTT {incoloro) CH, formazan 

Para esta determinacion, los parasitos incubados se transfirieron a tubos de 2 ml, y 
centrifugaron a 2500 rpm por 2 min. Posteriormente, se lavaron con solucién salina/amortiguador 
de fosfatos, y afladieron: 1 mL de MTT al 0.75%, 50 wl de una solucién de metosulfato de 
fenazina al 5% (PMS, metilsulfato de N-metildibenzopirazina, Sigma Co.) y 100 pL de DMSO. Los 
tubos se calentaron a 37 °C durante 50 min con agitacién constante. Después de volver a lavar 
con solucién salina, los pardsitos se resuspendieron y dejaron en reposo por 1 h. Al término, los 
tubos se centrifugaron, y los sobrenadantes se transfirieron a una placa de ELISA, para leer a 
492 nm." El porcentaje de reduccién se calculé en relacion al control negativo. Los 
experimentos se realizaron por triplicado. 

4.2.2.Evaluacién de los derivados biorreversibles. 

4.2.2.1. Evaluacién de la solubilidad acuosa del albendazol y los analogos 27-29. 

Para evaluar la solubilidad del albendazol y de sus andlogos 27-29 en agua desionizada, 
as{ como Ia influencia que la proporcién de sdlido pudiese tener sobre esta propiedad, se realiz6 
el siguiente procedimiento que se indica en el diagrama de flujo. 

Colocar 3, 6, 9, 12, 15 mg de! compuesto Adicionar 5 mL de agua desionizada a 
problema en tubos de ensayo. — > cada tubo de ensayo y agitar durante 

Relacion 1:2:3:4:5, 10 min en vortex 

Separar la suspensién por filtracién utilizando ' 
membranas Millipore. En el filtrado cuantificar .— Calentar e! contenido de los tubos durante 

la concentracién del compuesto problema 24ha37 °C. 
mediante espectrofometria 

Esquema 24. Evaluacién de la solubilidad de! albendazol y andlogos N-monometilados. 

4.2.2.2. Determinacién de la solubilidad acuosa de los derivados biorreversibies. 

El procedimiento utilizado para la evaluacién de la solubilidad acuosa de los diferentes 
derivados biorreversibles se realizé como se describié para los bioprecursores y albendazol en 

66 

  

 



  NN _ Ee 

Procedimientos Experimentales 

agua destilada. Con la intencién de evitar que la descomposicién de estos compuestos no 

rebasara el 10%, '*'se modificé el tiempo de calentamiento a 37 °C, que para estos casos, fue de 

30 min, 

4.2.2.3.Determinacién del coeficiente de partici6n de los derivados biorreversibles. 

Log P calculado. Se realiz6 con el mismo programa utilizado para los bioprecursores. 
Particién octanol/agua.’® Para este determinacién se repitié el procedimiento aplicado para los 

bioprecursores. Se pesaron 50 mg de los derivados 8, 9, 13a, 13b, 19, 22, y fueron disueltos en 

5 mL de etanol, para luego aforar a 10 mL con este mismo disolvente. De esta solucién se 

tomaron 3 mL y se aforaron a 25 mL con solucién amortiguadora de fosfatos. Para eliminar los 

residuos no disueltos, se procedié a filtrar. Enseguida se cuantificé la concentracién (C)) de los 
compuestios en los filtrados, tomando 1 mL de los mismos y aforé a 25 mL (C; = 1350-1850 uM). 

Con el derivado 25, se tomaron 50 mg de este compuesto y se disolvid en 10 mL de metanol; de 
esta solucién se tomé 1 mL y se aforéd a 25 mL con amortiguador de acetatos , (0.02M, pH = 5.0, 
fuerza idnica de 0.1). Para la distribucién, se tomaron 20 mL de la fase acuosa y se colocaron en 

un embudo de separacién de 125 mL. Luego, se agregaron 20 mL de 1-octanol. Se agité el 

embudo en periodos de 3 min (2 veces) a temperatura ambiente. Se permitid que las fases se 

separaran y dej6 en reposo durante 20 min, para posteriormente separar la fase acuosa. 

Después se cuantificd espectrofotométricamente, la concentracién de cada uno de los derivados 

en la fase acuosa (Ci), como se realizé con los bioprecursores. 

Método cromatografico. Para la determinacién de los coeficientes de partici6n por este método, 

se siguieron los mismos pasos descritos para los bioprecursores. Se utilizé la misma ecuaci6n 

con los mismo valores de interseccién y pendiente. 

4.2.2.4.Estabilidad de los derivados biorreversibles en soluciones amortiguadoras 

4.2.2.4.1. Estimacién de la estabilidad por espectrofotometria. 

Para este estudio se determiné el cambio de absorbencia de los compuestos en funcién 

del tiempo a temperatura ambiente. Los compuestos utilizados fueron 10, 13a, 13b y 25, por ser 

los que mayor solubilidad acuosa mostraron. Para dar inicio, se prepararon soluciones patrones 

al pesar 12 mg de los compuestos 10, 13a y 13b, y disolverlos en 50 mL de etanol absoluto. Para 

el compuesto 25, 10 mg se disolvieron en 1 mL de metanol y se aforé a 50 mL con agua 

destilada. El estudio de ta estabilidad se realizé con dos variantes en la relacién 

soluto/disolvente. 
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Para la variante A (relacién derivado/soluci6n amortiguadora 9:1), se tomaron 5 mL de 
cada soluci6n patron y se aforaron a 50 mL con etanol absoluto. De ésta, se colocaron 0.9 mL, 

en la celda espectrofotométrica, y se le agreg6 0.1 mL de soluci6n amortiguadora. Las 

concentraciones iniciales estuvieron entre 35-78 uM. Las soluciones amortiguadoras fueron de 

HCIV/KCI (pH = 1.0), citratos (pH = 4.0), fosfatos (pH = 7.4), para todos los casos. 

En la variante B (relacidn derivado/ solucién amortiguadora 1:9), se colocaron 0.9 mL de 

la soluci6n amortiguadora correspondiente, en la celda espectrofotométrica, y luego se agregé 
0.1 mL de !a solucién patrén del derivado biorreversible a evaluar. Las concentraciones 

estuvieron entre 39-78 yM.'” En todos los casos, las soluciones de los derivados se prepararon 
momentos antes de realizar la evaluacion. 

Las longitudes de onda para el registro de la estabilidad fueron las siguientes, para los 

compuestos 10 y 13b a 4, =317 nm, para el compuesto 13a fue a = 312 nm, y para 26 a A = 321 

nm. Para todos los casos, la prueba se realizé a temperatura ambiente (22°C). 

En la evaluaci6n, se utilizé como blanco la solucién de etanol/solucién amortiguadora/ 

albendazol (5:0.3:0.1 mg) para ajustar el equipo a 0.0 de absorbencia. El grado de estabilidad de 
los diversos compuestos se evalud al determinar el cambio de la absorbencia versus el tiempo. 

Al concluir la evaluacién de cada derivado biorreversible, se registr6é un barrido para 
obtener el espectro de absorbencia del albendazol liberado. 

Para estimar los pardmetros cinéticos, se grafic6 el logaritmo del porcentaje de 
absorbencia residual (log %A) del compuesto en estudio contra el tiempo. El log% A se calculé 

de la siguiente forma:'*° 

A 
log % A = x 100   

Ao 
donde A, es la absorbencia registrada a un tiempo determinado, A, es la absorbencia inicial. 

Para el compuesto 25, se determinaron Kons adicionales para soluciones amortiguadoras 

con valores de pH = 2.0, 6.0, 8.0 y 12.0, con la intencién de establecer Ia influencia del pH en e!} 

valor de esta constante. Para este estudio Unicamente se utiliz6 la modalidad B. 
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4.2.2.4.2. Evaluacién de estabilidad por HPLC 

Con este método, el estudio de estabilidad se ilevé a cabo al cuantificar, por HPLC, la 

cantidad de albendazo! liberado de los derivados 13a, 13b y 25. Para este trabajo se colocé 0.1 

mt de solucién fos derivados en acetonitrilo, en 1 mL de solucién amortiguadora a pH = 5.0 0 7.4. 

Esta soluciones se encontraban a 37 °C. Las concentraciones de las soluciones obtenidas fueron 

de 215 yM para 13a y 13b, y 181.781 uM para 25. De estas soluciones se tomaron 20 pL para 

ser inyectados al HPLC, a diferentes tiempos. La determinacién del albendazol se realiz6 a 295 
nm. Las condicones operativas del proceso fueron como previamente se han publicado.'"’ 

Con estas condiciones, el tiempo de retencién para el albendazol fue de 5.03 + 0.09 min. 

Para los derivados 13a, 13b y 25 fueron 11.80, 12.10 y 10.27 min, respectivamente. 

4.2.2.5.Liberaci6n de 1 de ios derivados biorreversibles frente a material bioldgico 

Para esta prueba se utilizaron los derivados 13a, 13b y 25. La evaluacion se llevé a cabo 

cuando estos compuestos se pusieron en contacto con esterasa y plasma humano. En todos los 

casos se determiné la presencia de albendazol por HPLC. La prueba se realizé a 37 °C utilizando 
diferentes tiempos para la toma de muestras. 

Plasma humano. Para los estudios de hidrélisis de los derivados biorreversibles se utilizé plasma 

humano/ amortiguador de fosfatos (pH = 7.4) en relacién 8:2.’ 

Esterasa de h{gado de cerdo.Como fuente de enzimas hidrolasas se utilizé la esterasa de 
higado de cerdo adquirida comercialmente (Aldrich, Co). 

Protefnas totales. A cada material bioldgico se les determiné el contenido de proteinas totales 

por el metodo de BioRad®. Para la solucién de esterasa, 0.2 mg de protefna/mL. Para el plasma 

al 80%, 2.46 mg de proteinas /mL. 

Hidrélisis del acetato de 4-nitrofenol. Antes de ser utilizados, se evalué la capacidad de 

hidrdlisis enzimatica de cada uno de los materiales biolégicos..La evaluacién se llevé a cabo 
utilizando como sustrato al acetato de 4-nitrofenol, como se describe a continuacién.'® Se 
pesaron de 18.1 mg de acetato de 4-nitrofenol y se disolvieron en 1 mL de acetonitrilo. 

Enseguida se agregaron lentamente 10 mL de agua desionizada hasta un volumen final de 100 

mL (1 mM). Porciones de 0.9 mL de esta solucién se colocaron en las celdas de metacrilato y se 

afladieron 0.1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH = 7.4. Para ajustar ef 
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espectrofotémetro a cero de absorbencia, se dejaron pasar 60 s, por la hidrdlisis espontanea del 
acetato. Para iniciar la hidrdlisis enzimatica, a la celda de prueba se le agregaron 100 pl de 
plasma, o de esterasa. La liberacion del 4-nitrofenol se registré durante 4 min, a 405 nm. 

Hidrdlisis de los derivados biorreversibles. Para determinar la liberacién de albendazol de los 
derivados biorreversibles, se colocaron 3 mL de plasma o solucién de esterasa, en tubos de 
ensayo (13x 100) previamente calentados a 37 °C. Para cada derivado, se utilizaron 15 tubos 
con plasma o esterasa, a los cuales se adicionaron 200 yL de una solucién de este compuesto 
en acetonitrilo. A determinado tiempo, se retiraron 2 mL de la muestra y se pasaron a través de 
cartuchos Sep-Pak C18 para eliminar proteinas. Enseguida los cartuchos se eluyeron con 1 mL 
de metanol absoluto, para liberar al albendazol."" De esta ultima elucién se tomaron 5 pL para 
inyectarlo al HPLC, en todos los casos. 

Para todos los estudios, la presencia del albendazol liberado se determiné a 295 nm. La 
fase mdvil fue de solucién amortiguadora de fosfatos (pH = 5.7)/MeOH (3:7), con un flujo de 1.2 
mL/min. Con estas condiciones, el tiempo de retencién del albendazol fue de 5.03 +0.09. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSION. 

5.1. Los bioprecursores. 

5.1.1. Consideraciones para el disefto 

El disefio de los bioprecursores 2 y 3 se basé en los estudids realizados con dos 

compuestos, previamente publicados como bioprecursores de dos 2-bencimidazolcarbamatos de 

metilo.’*”° Ambos compuestos son tioureidos N,N‘-disustituidos, siendo esta porcién estructural 
la responsable de la generacién de! 2-bencimidazolcarbamato de metilo. En el primer caso, se 

estudié la conversién quimica de un bioprecursor del mebendazol, el cual, por una ciclacién 

intramolecular favorecida a pH basico, generaba a este principio activo.”* En ef segundo caso, se 

traté de un bioprecursor del 5(6)-trifluorometil-2-bencimidazolcarbamato de metilo, cuyo disefio 

consideré que primero tendria que llevarse a cabo la reduccién del grupo nitro hasta amino, y - 

luego, una ciclaci6n intramolecular para dar lugar al bencimidazo! correspondiente.” Aunque la 

evaluacién en este segundo caso se realizé in vivo utilizando gerbos infectados con 

Echinoccoccus multilocularis, no se dio evidencia de que el 2-bencimidazolcarbamato de metilo,   
  

realmente se hubiese formado y fuese el responsable del efecto antiparasitario que se presenté 

en los animales. 

I id ? once N ° 

-_ “S—nHcocH, Fo O Or 
NH, | 

H 

BIOPRECURSOR PRINCIPIO ACTIVO 

N-metoxicarbonil N’-((2-amino-4-benzoil)fenil] tiourea (Mebendazol) 

Fy NO, Fy N 

——— —NHOOH, 
NHCNHCOCH, N ° 

I il | 
$ 0 H 

BIOPRECURSOR PRINCIPIO ACTIVO 

N-metoxicarbonil N'-{(2-nitro-4-triftuorometil)fenil} tiourea 2-metoxicarbonilamino-5-trifluorometil-benzimidazo! 

Esquema 25. Bioprecursores de 2- bencimidazolcarbamatos de metilo tomados como modelo. 
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Dada la relevancia de los estudios antes mencionados, se disefiaron los bioprecursores 2 

y 3 cuya transformaci6n al albendazol se llevaria a cabo en dos pasos, una nitro-reduccién y una 

ciclacion intramolecular. La intencién de elegir una bioconversién en dos etapas, es para contar 
con moléculas estables, que no generen al principio activo por simples cambios del pH, y por 

ende, puedan ser administradas por via oral. 

Los compuestos isoméricos 2 y 3; son tioureidos N,N’-disustituidos. La ubicacién de los 

sustituyentes en el anillo aromatico, podria influir para que la bioconversién de estos compuestos 
in vivo no ocurriese a la misma velocidad, o que éstos no presentasen el mismo perfil 
farmacocinético. Situaciones éstas, que pudiesen explotarse para tratar de incrementar la 
eficiencia antiparasitaria en estudios posteriores. En 2 se esperaba que la nitro-reduccién se 

viera favorecida, en relacién a 3, porque la colocacién de su grupo electrodonador propiltio, no 

influiria al grupo nitro en su reduccién. Por otro lado, en 3, se esperaba aprovechar la mayor 

naturaleza nucleofilica del amino, que resulta de la nitro-reducci6n, por su relacién 1-4 con el 
grupo propiltio, para llevar a cabo con mayor rapidez la ciclacién intramolecular. 

Ss. NO, 

“NY 
_hitro-reducci6n ww’ Or NHCNHCOCH, rT" 

f ciclacién 
2 intramolecular | PH > 7 

/N4 NG oa \—nboon, 

N 
| 

albendazol 

ciclacién 

intramolecular 

hitroveduecion “Nf TY, 

Esquema 26. Bioconversién propuesta para fos bioprecursores 2 y 3. 

pH>7 

velo docs wlio, 

~ Oe 
3 

Otra caracteristica adicional a considerar,.es que el grupo propiltio puede oxidarse, para 

convertirse en sulfoxido y/o sulfona. Se debe recordar que el albendazol, como tal, no se detecta 
en fluidos biolégicos, sino en forma de suiféxido (ricobendazol).” En el caso de los 
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bioprecursores propuestos, la oxidacién del azufre puede lflevarse a cabo antes o después de 

que ia reduccién y ciclacién hayan ocurrido. Dado que cualquiera de estas dos alternativas 

Pudiesen presentarse in vivo, consideramos importante sintetizar ambas moléculas de 

bioprecursores. Si la oxidacién del propiltio a sulféxido ocurre primero, entonces Ia nitro-reduccién 

de 3 se veria favorecida, y seria este el compuesto con mayor eficiencia antiparasitaria. Por el 

contrario, si la sulfoxidacién ocurre después de la formacién de! 2-bencimidazolcarbamato de 

metilo, entonces 2, serfa el de mayor relevancia. 

5.1.2. Preparacién de los bioprecursores 

En la elaboracién de 2, el compuesto 4 fue preparado con buenos rendimientos (90%) de 
acuerdo al procedimiento descrito en fa literatura; sin embargo, el compuesto 5 fue aislado con 

bajos rendimientos (47%) debido a las dificultades que se presentaron durante su purificacién; en 

donde fue necesario realizar una filtracién a través de silica gel, para eliminar las trazas de 

compuestos idénicos, como el cianuro, que presentaba y posterior recristalizacién de hexano a 
bajas temperaturas. 

En el ultimo paso, para la obtencién del bioprecursor 2, fue necesario agregar un exceso 

de tiocianato de potasio y cloroformiato de metilo, debido a que ambas sustancias al reaccionar, 

producen isotiocianoformiato de metilo, compuesto de nuestro interés, y tiocianoformiato de 

metilo, como producto secundario. 

9 
s=c=n—tocn, 

7 ry 9 F, scecianoomiata de metilo 

LZ 
i 

i. ee 

tiocianoformiato de metilo 

Después de dos horas de reaccién del cloroformiato de metilo y el tiocianato de potasio se 

esperaba la formacién de ambos compuestos. Se procedié a destilar la mezcla de reaccién para 
obtener un liquido fuertemente irritante, el cual fue dificil de manejar. Por ello, se decidié hacer 
reaccionar a éste con anilina para registrar los datos espectroscépicos, mismos que mostraron Ia 

formaci6n del tiureido correspondiente, confirmando con ello, la presencia del isotiocianoformiato 

de metilo. Con estos resultados y por las caracteristicas irritantes de la mezcla de reaccién .se 

decidié no llevar a cabo la purificacién del isotiocianoformiato de metilo, sino generarlo y utilizarlo 

in situ para la preparacién de los bioprecursores. Para fines de cdlculos estequiométricos se 

consideré que el isotiocianoformiato de metilo se formaba en un 50 %. '° 
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El compuesto 5 se hizo reaccionar con la mezcla anterior, utilizando como disolvente 

acetona.’*”° La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 48 h, lapso necesario para que 
la materia prima se consumiera. Por c.c.f. se detecté la presencia de un producto mayoritario y 

otro de muy baja intensidad, al revelar con UV o yodo. Después de recristalizar el rendimiento en 

base al producto mayoritario, fue de 37 %. El producto minoritario no fue posible aislarlo para su 
identicacién. Con la intencién de reducir el tiempo de reaccién y calentar ligeramente la mezcla 
de reaccién, se cambié la acetona por el acetonitrilo. Con esto, el tiempo para el agotamiento de 
la meteria prima (= 30 °C) se redujo a 6 h. Después de recristalizar, el rendimiento se mantuvo en 
37 %. El uso de: otros disolventes apréticos, de mayor punto de ebullicién, como el 
dimetilsulféxido, no dieron resultados satisfactorios ya que no se obtuvo el bioprecursor 2, 
después de calentar a mas de 80 °C. 

En relacién al bioprecursor 3, el compuesto 6 se preparé en un solo paso, al utilizar Acido 
nitrico fumante en anhidrido acético, sin que se aislara a amina intermediaria. Sin embargo, el 
compuesto 6 se hidroliz6 con dcido sulfurico concentrado caliente, antes de iniciar con la 

reacci6n de sustitucién nucleofilica aromatica, y desplazar al tomo de cloro por el n-propanotiol. 
Al efectuar la reacci6én de obtencién del bioprecursor 3, como se realizd para el bioprecursor 2, la 
materia prima no reaccioné. Ante esta situacién, se procedié a calentar la mezcla de reaccién a 
60 °C por 5 h. Con este cambio, se detectd la presencia de un producto mayoritario y otro 
secundario, cuya intensidad se incrementé al transcurrir del tiempo. Después de aislar y purificar 
ambos compuestos, se pudo establecer que el mayoritario era el bioprecursor esperado 3, y el 
producto minoritario, 3a, habla sido formado al reaccionar el grupo amino de 9 con el carbonilo 
del isotiocianoformiato de metilo. La baja reactividad del 9 se atribuye a que la nucleofilia del 

grupo amino esta comprometida por la presencia del grupo nitro en relacién 1-2, por otro lado la 
posible influencia electrodonadora del propiltio tampoco se favorece por su posicién 1-3. 

Por lo que respecta a los puntos de fusién y los espectros de IR asi como Jos de 'H RMN, 
para los compuestos 4, 5, 6 y 7, fueron consistentes con los reportados en la literatura. Las 

estructuras de los bioprecursores 2 y 3 fueron establecidas por IR, EM, 'H RMN, °C RMN y 
andlisis elemental para C, H y N. En el espectro de IR, los bioprecursores 2 y 3, presentan 
bandas que los identifican como tioureidos N,N‘-disustituidos. 7” 

‘A partir de la pagina 135 se presentan los espectros da los productos finales obtenidos en esta tesis. 
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Tabla 19. Datos relevantes de IR para la elucidacién de los bioprecursores 2 y 3. 
  

  

Bioprecursor tioureido uretano nitro 

S oy ° 

ly ro onHR “NOz 
\ 

3170 cm" 1732 om" 1342 cm” 
2 1556 cm" (banda amida Il) 1510 em-1 (banda amida II) 

1244 cm" (C=S) 1048 cm’ (C=O) 

3186 cm" 1736 cm” 1324 om" 
3 1578 cm" (banda amida If) 1528 cm" (banda amida I!) 

1238 cm” (C=S) 1038 cm’ (C=O) 
  Los datos referidos se tomaron de los espectros localizados en ias paginas 138 y140. 

Los datos de IR no dan sefiales que pudiesen presentar compuestos del tipo 

ROC(O)SC(NH)NHAr, tales como 1690 cm” para RCOSR, 6 3400-3300 cm para C=NH. 

Igualmente, los datos obtenidos muestran que los tioureidos N,N‘-disustituidos no se encuentran 

como mezcla tautomérica tioceto-tioenol por la ausencia de la banda a 2415 cm’ {amplia) en 

todos los casos.'*” 

Nw NOCH, 

8 0 Ry “i 

R 

2: Ri: -“SCH2CH2CHs, Ra: -H; 3: Ri:-H, Ro: -SCH2CH2CH3 

Para fortalecer el reconocimiento de tioureidos N, N’-disustituidos en sus espectros de IR, 
se sintetizaron otros bioprecursores potenciales, con la mismas caracteristicas estructurales, para 

otros 2-bencimidazolcarbamatos de metilo, como el fenbendazol, sulféxido de fenbendazol y el 
5(6)carboxi-2-bencimidazolcarbamato de metilo.”*'” En todos los casos las sefiales fueron 
congruentes con lo antes mencionado para los bioprecursores 2 y 3. 

En relacién al espectro 'H RMN, los dos bioprecursores mostraron dos singuletes a 
campos bajos (> 11 ppm), que desaparecen con D0, los cuales fueron asignaron a los protones 

unidos a los nitr6genos. Con la intencién de conocer a cual proton de los nitrogenos correspondia 
cada sefial, se registro un espectro 10 min después de adicionar el agua deuterada. Con esto se 
pudo establecer, que el protén a campos mas bajos, correspondia al proton del amino aromatico, 
ya que en este espectro alin se registraba. Por otro lado, la sefial que desaparecia rapidamente, 
se asigné al protén del amino ubicado entre el tiocarbonilo y el carbonilo. Por lo que respecta a 
las sefiales correspondientes al grupo propiltio, se presentaron como se esperaba en ambos 
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bioprecursores; triplete para el metilo, multiplete para el metileno unido al metilo, y un triplete, con 
mayor desplazamiento que {fos dos anteriores, para el metileno unido al azufre. El metoxilo se 
present como singulete a 3.4 y 3.8 ppm, para el compuesto 2 y 3 respectivamente. Para el caso 

de los protones aromaticos, en ambos bioprecursores se presenté el sistema ABX. En el 
bioprecursor 2, el doblete centrado a 7.87 ppm y J =2 Hz, se asigno a al H-3; el doblete centrado 
a 7.78 ppm, J = 9 Hz, se asigné al H-6; el doble de dobles centrado a 7.63 ppm, J = 9 Hz, J=2 
Hz, se asigné a H-5. En el bioprecursor 3, el doblete centrado a 8 ppm, J = 9 Hz se asigné H-3; el 
doblete centrado a 7.84 ppm, J = 2 Hz, se asigné a H-6; el doble de dobles centrado a 7.31, J =9 
Hz, J = 2 Hz, se asigné al H-4. 

Los espectros de masas de ambos bioprecursores, se realizaron por ionizacién quimica, 

ya que por impacto electrénico, no se logré visualizar el i6n molecular. En ambos casos se 

presenté el M* +1, (330, 100%). 

5.1.3. La solubilidad y coeficiente de particién de los bioprecursores. 

La solubilidad acuosa obtenida experimentalmente de los bioprecursores y del albendazol 

se presentan en la siguiente tabla. 

Tabla 20. Solubilidad en agua desionizada de 1, 2 y 3. 

  

No. Amex, nm eM" om" s°, Relacién : 
uM + DE® bioprecursor/1 

1 295 11591.01 (etanol) 16.20 +5.42 1.00 

2 375 9262.97 (etanol) 34.46 + 2.42 2.02 

3 375 12101.24 (etanol) 29.79 + 3.34 1.74 
  

*coeficiente de absortividad molar. °S: solubilidad. ‘DE: desviacion estandar. 

Los datos de solubilidad se presentan en unidades micromolares, para poder hacer 

comparaciones, dado que el peso molecular y naturaleza quimica de los compuestos son 

diferentes. Los resultados muestraron que ambos compuestos son ligeramente mas solubles que 

el albendazol, aunque no en la proporcién que representaran una ganancia importante en esta 

propiedad. El bioprecursor 2 (s = 34.46 pM) fue mas soluble que 3 (s = 29.79 uM). Los valores 

obtenidos indican que poca ganancia en la solubilidad acuosa se obtiene al preparar tioureidos 

como bioprecursores del albendazol. 

Por lo que respecta al coeficiente de particién, los resultados que se obtuvieron tanto en 

el calculo tedrico como experimental se presentan a continuacién. 
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Tabla 21. Coeficiente de partici6n para 1, 2 y 3. 

Calculado octanol/agua Método cromatografico 

No. logP+DE logP+DE logka DE log P 

1 3.01+ 0.86 nd 2.853 + 0.46 3.07 

2 3.21 + 0.01 4.12 + 0.87 3.780 + 0.36 4.30 

3 3.21 + 0.01 4.52 + 0.69 4.159 + 0.45 4.80 
  

D E: desviacién estandar; nd: no determinado. 

Los bioprecursores mostraron valores mas altos que los calculados previamente a su 

Preparacion. Al calcular el valor de log P para las estructuras 2 y 3, se encontré que estos 

compuestos cumplfan con una de las caracteristicas operativas de los bioprecursores, que sefiala 

que la liposolubilidad que presente el principio activo sdlo debe ser ligeramente modificada 

(vease Tabla 4, pag. 11). Sin embargo, los datos experimentales tanto en octanol/agua, como en 

el método cromatogrdfico, mostraron que ambos bioprecursores fueron 10 veces mas 

liposolubles que el albendazol. Esta diferencia en los valores podria deberse a la influencia del 

medio en que se encuentran los bioprecursores en las determinaciones experimentales y que no 

son consideradas por el programa de calculo. Se ha indicado que el 1-octanol es un disolvente 

que puede llegar a formar puentes de hidrégeno intermoleculares con los compuestos que 

presenten grupos susceptibles de hacerlo.' En e! caso de los bioprecursores, la porcién 

tioureidos puede llegar a formar puentes de hidrégeno, por fo que cabria esperar que se 

encontraran en mayor concentracién en el 1-octanol, por su naturaleza organica y por la 

formacién de dichos puentes con este disolvente. Un razonamiento similar se aplicaria para el 

método cromatografico. 

bioprecursores en relaci6n al albendazol cuando fuesen administrados por via oral. Aunque para 

el tracto gastrointestinal, se ha indicado que los compuestos orgdnicos deben presentar log P 

entre 1 y 2, para ser absorbidos por el intestino delgado;™ es de igual importancia que estas 

moléculas presenten cierto grado de solubilidad acuosa para alcanzar primero tas vellocidades 

intestinales y luego, atravesar las paredes intestinales.” Tanto el albendazol como 2 y 3, 

rebasaron el valor de log P mencionado, sin embargo, en los dos ultimos casos, los compuestos 

son ligeramente mas solubles que el primero; por lo que cabria esperar que tu. vieran mayor 

ventajas en su absorci6n. 

Con estos dos pardmetros determinados, se esperarian cambios en la absorcién de los 
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5.1.4. Conversién quimica de los bioprecursores 

Antes de iniciar la evaluacién de bioconversién de los bioprecursores, se realizaron 

experimentos, con la intencién de probar que la transformaci6n de los bioprecursores al 

albendazol, podria realizarse con reactivos quimicos, utilizando como agente reductor a la 

diotionita de sodio.'® Los resultados mostraron que bajo condiciones de exceso de! agente 

reductor, se lograba obtener el albendazol. Por lo que et planteamiento original de que mediante 

la nitro-reducci6n, se generaria al albendazol, resultaron correctas. Sin embargo, atin faltaba 

probar que esta conversin se realizaria en un organismo biolégico. 

5.1.5, Bioconversién de los bioprecursores 

5.1.5.1. Estudio de bioconversion en ratas. 

Para probar si los bioprecursores podrian generar al albendazol en organismos bioldgicos, 

se administré por via oral, 2 y 3 a ratas Sprague Dawley. Para este estudio se utilizaron dos 

dosificaciones, con la intencién de evaluar si se presentarfan cambios en el comportamiento de 

los bioprecursores al incrementar la cantidad administrada. En ambos casos se utiliz6 albendazol 

como control positivo. Los resultados obtenidos, en la cuantificacién de 1 y/o ricobendazol 

(AbzSO) en muestras sanguineas de las ratas se muestran a continuacién. 

Tabla 22. Determinacién plasmatica de 1 y AbzSO después de administrar en ratas 1, 2 y3.a10 mg/Kg 
  

  

  

1 2 3 

tiempo, AbzSO, 1, AbzSO, 1, AbzSO, 1, 
h pg/mL pa/mL pg/mL po/mL pg/mL pg/mL 
2 0.5930 0.055 0.1802 d nd nd 
2 0.2450 d 0.1088 a nd nd 
4 0.3084 d 0.0927 nd 0.0960 nd 
4 0.1935 d 0.0958 nd nd nd 
6 0.2875 d nd d nd 0.1500 
6 0.4081 d 0.1633 nd nd 0.7450 
8 0.2803 d nd d d 0.0792 
8 0.1113 d nd d nd nd 
10 0.2696 d nd d nd d 
10 0.1297 d nd a 0.0889 d 
12 3.4802 0.0980 0.2704 d 0.1622 nd 
12 0.5919 d 0.2704 d nd nd 
  

d: detectable; nd: no detectable; AbzSO: ricobendazo! (sulféxido de albendazol). 
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Tabla 23. Determinacién plasmatica de 1 y AbzSO después de administrar en ratas 1, 2 y 3.a 30 mg/Kg 

  

  

1 2 3 
tiempo, h AbzSO, 1, ng/mL AbzSO, 1, po/mL AbzSO, 1, ng/me _ g/mL pa/mL _hg/mt 2 0.6214 d d nd d nd 2 1.6746 nd 0.0387 nd 0.1046 nd 4 0.8987 nd d nd 0.0430 nd 4 2.2136 nd 0.0804 d 0.0020 nd 6 0.7372 nd 0.0606 nd 0.2108 nd 6 2.3740 nd 0.0771 nd 0.0305 nd 8 1.2093 nd 0.0828 nd 0.0709 nd 8 0.6197 nd 0.2326 nd 0.1608 nd 10 1.2753 nd 0.1080 nd 0.1061 nd 10 1.7169 nd 0.2022 nd 0.1646 nd 12 0.5177 nd 0.2026 nd 0.0701 nd 12 0.5796 nd 0.1002 nd 0.0668 nd 
  d: detectable; nd: no detectable. AbzSO: ricobendazol (sulféxido de albendazol). 

Los resultados indicaron que en las ratas si ocurrié la bioconversién de los bioprecursores 
al albendazol ya que se detecté el metabolito esperado de este principio activo (AbzSO), lo que 
concuerda con estudios previamente publicados sobre la administracién de! albendazol por via 
oral. °°”? Se observé que al incrementar la dosis de los bioprecursores, la presencia de AbzSO 
se hizo mas evidente. Por las cantidades de AbzSO cuantificadas, al administrar los 
bioprecursores, la bioconversién no fue eficiente en estos roedores como para sustituir al 
farmaco en cuesti6n. 

5.1.5.2. Estudio de bioconversién en ratones. 

Con los ratones, ademas de buscar a 1 y AbzSO, se determiné la presencia de 2 y3en 

plasma, ya que estos animales serian utilizados en el modelo del pardsito con el cual se 
trabajarfa mas adelante. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion. 

Tabla 24. Determinacién de AbzSO y 1 después de administrar 1 (50 mg/Kg) 
1 

  

  

tiempo, AbzSO, , 
min pg/mL + DE po/mL + DE 

15 0.21338 + 0.0655 0.08314 + 0.05837 
30 0.69066 + 0.1615 d 
45 1.10421 + 0.3648 0.06057 + 0.00383 
90 1.82383 + 0.4516 nd 
120 3.08350 + 0.9751 0.07166 + 0.00949 
180 2.12360 + 0.5382 0.1708 + 0.15451 
270 1.85182 + 0.1900 0.22494 + 0.08997 
360 1.54414 + 0.2915 0.04916 + 0.00533 
  d: detectabie; nd: no detectable. AbzSO: ricobendazol (sulféxido de albendazol). 

DE: desviacién estandar. 
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En la Tabla 25 se presentan los resultados obtenidos en las muestras de plasma de los 

ratones a quienes se les administré el bioprecursor 2. 

Tabla 25. Determinaci6n plasmatica de AbzSO, 1 y 2 después de administrar 2 (50 mg/Kg) 
  

  

tiempo, AbzSO, 1, 2, 
min pg/ml + DE pg/mt + DE pg/mL. + DE 

15 0.01000 + 0.0055 0.02506 + 0.00121 0.01618 + 0.0053 
30 0.01784 + 0.0046 0.01101 + 0.00952 3.45904 + 2.0001 
45 0.05120 + 0.0415 0.04215 + 0.01021 0.13963 + 0.0376 
90 0.01466 + 0.0032 0.01218 + 0.01001 0.04660 + 0.0130 
120 0.00846 + 0.0006 0.03289 + 0.01267 0.01403 + 0.0068 
180 0.00763 + 0.0013 0.01519 + 0.08943 0.02528 + 0.0105 
270 0.00525 + 0.0005 0.01147 + 0.01012 0.01670 + 0.0033 
360 0.00225 + 0.0015 0.02151 + 0.01067 0.00323 + 0.0020 
  

d: detectable; nd: no detectable. AbzSO: ricobendazol (sulf6xido de albendazol). DE: desviacién estandar. 

En la Tabla 26 se presentan los resultados obtenidos en las muestras de plasma de los 

ratones a quienes se les administré el bioprecursor 3. 

Tabla 26. Determinacién plasmatica de AbzSO, 1 y 3 después de administrar 3 (50 mg/Kg) 
  

  

tiempo, AbzSO, 1, 3, 
min po/mL + DE pg/mL + DE pg/mL + DE 

15 0.00373 + 0.00156 nd 5.00575 + 1.93625 
30 0.00610 + 0.00217 nd 0.0258 0.00533 
45 0.00602 + 0.00059 nd nd 
90 0.00496 + 0.00220 nd nd 
120 0.00407 + 0.00274 0.02898 + 0.01981 0.07468 + 0.03633 
180 0.02129 + 0.00661 0.06340 + 0.05210 0.02394 + 0.00944 
270 0.01465 + 0.01313 0.04301 + 0.03312 0.11001 + 0.03827 
360 0.01522 + 0.00787 0.08128 + 0.09983 0.1897 + 0.06160 
  

d: detectable; nd: no detectable. AbzSO: ricobendazol (sulféxido de albendazol). DE: desviacién estandar. 

La presencia de los bioprecursores en plasma indica que éstos lograron absorberse, 

como se previé por el valor de su log P, aunque no de una forma representativa en relacién a la 

dosis administrada. Un aspecto adicional que mencionar, es que en el plasma de los animales 

tratados con 2, se encontré la presencia de 1, situacién que se presento en los animales tratados 

con 3 después de 90 min. Esto probablemente podria ser explicado por la ocurrencia de dos 

eventos. El primero, indicaria que 2 se transformé mas facilmente en 1, con relacién a 3; y el 

segundo, que esta conversién podria llevarse a cabo en lugares en donde 1 no se alcanzé a 

oxidar para transformarse en su metabolito AbzSO. 

Para el primer caso, un aspecto importante a destacar entre 2 y 3, es la posicién del 

grupo nitro. El bioprecursor 3 fue disefiado para que fa reduccién de este grupo funcional se 
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viese favorecida al oxidarse el grupo propiltio; y una vez reducido a amino, entonces se facilitaria 

la ciclacién intramolecular. Por otro lado, en el disefio de 2, la colocacién del grupo nitro 
Propiciaria su reduccién, con o sin oxidacién del grupo propiltio, sin que se afectara 
Significativamente ta velocidad de ciclacién intramolecular. Los resultados obtenidos que 

muestran una ligera ventaja en ta bioconversién de 2 en ratas concuerdan con esta 

consideracién. 

Para el segundo caso, uno de los sitios del tracto gastrointestinal, donde no se favorecen 
las reacciones de oxidacién, es el colon. Por las condiciones de anaerobiosis preponderantes y 

por la presencia de la microflora intestinal alli existente, se ha indicado que en la parte 
transversal de esta porcidn intestinal se encuentran valores medios de potencial de reduccién de 

-415 + 72 mV,""' con lo cual se esperaria que ocurriera la reduccién del grupo nitro. Aunque el 
colon tiene dos funciones fisiolégicas principales —la absorcién de agua y electrolitos, y la 

conservacién y eliminacién de material fecal—, se ha informado que varios farmacos logran 

absorberse a este nivel, y pasan sin sufrir alteracién a la sangre.” Ademés, los farmacos que 
alcanzan esta porcién intestinal, permanecen aproximadamente 30 h, tiempo suficiente para 
biotransformarse por enzimas y microorganismos.""' En el caso de los ratones, probablemente 

buena parte de /a dosis administrada de los bioprecursores, lleg6 hasta el intestino grueso, en 

donde 2 se logr6 reducir y ciclar significativamente para generar a 1, el cual se absorbid y pasé 

directamente al torrente sanguineo. 

Otro aspecto importante a tomar en cuenta, es el proceso de reduccidn del grupo nitro 

hasta grupo amino, en donde se requiere de una transferencia de 6 electrones.'™ 

1e . - 

At—NO, — Ar—NO3 ry Ar—NO 
or Oo, 2H+ H,0 

+2Ht] 4 267 

+ 2e° 

Ar—NH, “p—s— Ar—NHOH 

HO 2Ht 

Esquema 27. Reduccién del grupo nitro a grupo amino 

El primer paso del esquema anterior es importante por su naturaleza reversible: De 

hecho, para los antiparasitarios del grupo nitroimidazol {metronidazol), esta etapa ha sido 

propuesta como una de las responsables de la actividad biolégica porque genera oxigeno 

superdxido, al reducir oxigeno molecular. Algunas especies de protozoarios como Tripanosoma 
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ctuzi, no tienen defensa contra esta especie reactiva."® Por ello, no podria descartarse que los 
bioprecursores, pudiesen llegar a presentar actividad antiparasitaria per se, aunque no es este el 

Propésito central de su disefio. 

El otro punto a destacar, es la presencia de ia hidroxilamina como intermediario estable, el 
Cual se forma por una transferencia de 4 electrones al grupo nitro. Su presencia constituye una 
desventaja en el proceso de bioconversién de los bioprecursores; ya que si la reduccién se 
detiene en este paso, no se podria generar el albendazol. 

Con este antecedente, se planted la posibilidad de que si la reduccién realizada por la 
microflora intestinal, pudiese transferir los 6 electrones, entonces la bioconversién de los 
bioprecursores podria llevarse a cabo a nivel del intestino grueso. Por tal motivo, se realizaron 
experimentos que demostraran que algunas bacterias presentes en la microflora intestinal, 
podian llevar a cabo la transformacién del grupo nitro hasta amino. Para tal efecto se utilizaron 
cepas de E. coli y E. aerogens, las cuales se cultivaron en condiciones de semianaerobiosis. 

Para el primer caso se ha publicado’®? que esta bacteria presenta enzimas reductasas que la 
capacitan para realizar esta operacién. Antes de determinar el Papel que estos microorganismos 
pudiesen tener en la bioconversién de los bioprecursores, fue necesario, evaluar primeramente la 
viabilidad de los mismos frente a los bioprecursores y albendazol, a las concentraciones en que 
se iban a efectuar los estudios. Los resultados de viabilidad se presentan a continuacién. 

Tabla 27. Absorbencia de los medios de cultivo con 1, 2 y3a540 nm. 

  

  

Cepa® control t 2° 3 Vehiculo”? 
E. coli 174 0.0315 0.0304 0.0390 0.0336 0.0324 
E. coli 175 0.0344 0.0276 0.0461 0.0430 0.0418 

E. coli ATCC°2592 0.0354 0.0360 0.0289 0.0344 0.0359 
E. coli inf. urin. 0.0322 0.0373 0.0345 0.0337 0,0361 

S. typhi 0.0412 0.0399 0.0429 0.0412 0.0408 
C. freundi 0.0367 0.0478 0.0395 0.0314 0.0438 E. aerogens ATCC"13048 0.0628 0.0562 0.0487 0.0468 0.0599 

las cepas fueron proporcionadas por el cepario de la Facultad de Quimica, UNAM. "ATCC: American Type Culture Collection.© promedio de tres determinaciones. *Vehiculo: dimetilsulféxido/Tween 80/agua (20:02:48). 

Por los resultados mostrados, ninguna de las cepas present6 sensibilidad en su viabilidad 

frente a las concentraciones utilizadas de 1, 2 y 3. Por ello, todas ellas fueron utilizadas para el 
estudio de bioconversién de los bioprecursores. Los resultados del mismo se presentan a 
continuacién. 
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Tabla 28. Presencia de 1 , 2 y 3 en medios de cultivo bacterianos 
  

    

  

1 2 3 
CGepa 1, pM" 1, uM" 2, uM* 1, uM’ 3, uM" 

E. coli 174 12.11 2.35 12.03 nd 16.12 
E. coli 175 12.34 1.22 10.07 nd 14.23 E. goli ATCC2592 10.93 nd 16.18 nd 13.03 E. coli inf. urin. 9.23 nd 14.33 nd 15.93 

S. typhi 10.56 nd 15.33 nd 14.63 
C. freundi 12.56 nd 13.13 nd 15.03 

E. aerogens ATCC13048 13.89 1.01 11.22 nd 16.37 
  “promedio de tres determinaciones; nd: no detectable 

Los resultados mostraron que tres de las cepas bacterianas utilizadas llevaron a cabo 
esta transformacién con el bioprecursor 2. Con ello se refuerza la idea de que probablemente 
sdlo el compuesto 2 es el que se alcanzé a biotransformar hasta albendazol en el intestino 

grueso, por la presencia de la microflora. Para el compuesto 3, es necesaria la oxidacién previa 

del atomo de azufre de! grupo propiltio para que se efectue la bioconversién. En ningun caso se 
detecté la presencia del ricobendazol. 

5.1.6. Los bioprecursores frente a Trichinella Spiralis. 

Para evaluar el comportamiento de los bioprecursores frente a un pardsito sensible al 
albendazol, se utilizé al helminto Trichinella spiralis. En este aspecto se aplicé la metodologia y 
experiencias del grupo de la Dra. Lilian Yépez-Mulla del IMSS-Siglo XX!, quienes efectuaron la 
evaluacién de los bioprecursores con procedimientos establecidos.'"*"""5 

Se seleccioné a T. spiralis como modelo porque presenta ventajas para la evaluacién de 
agentes antiparasitarios potenciales. Primero, es un organismo que en etapa adulta se desarrolla 
en el tracto gastrointestinal, lo que permite estudiar el comportamiento de los bioprecursores en 

este nivel. Segundo, en fase larvaria, se encuentra en los musculos, por lo que da lugar a 
estudios para la evaluacién de la actividad sistémica de antiparasitarios. 

Fase adulta. 

Ei estudio de! comportamiento de los bioprecursores frente a T. spiralis se inicié con la 
evaluacién de los mismos y albendazol en la fase pre-adulta del parasito. En este estudio se hizo 
una sola administracién de los compuestos a ratones parasitados. Los resultados se muestran en 
la siguiente tabla. 
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Tabla 29. Evaluaci6n de 1, 2 y 3 contra Trichinella spiralis en fase pre-adulta 

Eficacia det tratamiento, % 
  

  

tiempo pi*, h 1 2 3 
2 77° 12 87° 

8 100° 1 5° 80" 

16 99° 31° 89° 
24 91° 374 54° 
36 95° i! 88” 

48 58° 7 71 g 
  “pi:post-infeccién. Los compuestos se administraron a dosis de 25 mg/Kg. Los porcentajes no seguidos por 

el mismo superindice son significativamente diferentes (p<0.05). El andlisis estad{stico fue llevado a cabo 
para los 3 compuestos al mismo y a diferente tiempo de pi. 

Los resultados mostraron que 3, a dosis de 25 mg/Kg, present6 practicamente la misma 
actividad que 1 cuando se administré a 36 y 48 h post-infecccién. Esto indicaria que T.spiralis 
necesita alcanzar cierto grado de desarrollo para manifestar mayor sensibilidad a 3. 

En el estudio de ta fase adulta del parasito, los datos obtenidos se presentan a 

continuacién. 
Tabla 30. Evaluacién de 1, 2 y 3 contra Trighineila spiralis en fase adulta 

  

  

25 mg/Kg 50 mg/Kg 
Tratamiento No. de pardsitos/_ -% reduccién No. de pardsitos/ % reduccién 

ratén + DE ratont DE 
control 108 +3° 108 + 3° 

1 89 18° 17 54 45° 50 
2 6316° 42 92 +5” 15 
3 93:5” 14 43 +5° 60 
  DE: desviacién estandar; Los promedios qué no presentan el mismo superindice son significativamente 

diferentes (p<0.05) 

Con una sola administracién de 25 mg/Kg a las 72 h post-infeccién, 1 y 3 presentaron 
efectos similares, aunque esta vez fueron superados por 2. Cuando la dosis se incrementé a 50 
mg/Kg, 2 presenté merma en su actividad, y fue superado por 1 y por 3. Es importante notar, que 
al menos en estos dos estudios de fase intestinal, 3 manifesté el mismo comportamiento que el 
albendazol, lo que podria hacernos suponer que el bioprecursor se estaba biotransformando al 
principio activo. Estimacién que va a acotarse por los resultados de los estudios in vitro de 1,2y 
3 que se persentarén mds adelante. Mencién particular merece el compuesto 2, el cual al 
incrementar su dosis, disminuye su actividad, situacién que nos indicaria, que probablemente al 
aumentar su concentracién se induce su desactivacién. Fenémeno atribuido a factores biolégicos 
que actuan sobre 2, ya que los estudios in vitro arrojaron resultados de actividad semejante de 
los tres compuestos, cuando se incrementé la concentracién de 1.88 uM a 3.76 pM. 

En la actualidad, en el campo de la investigacién de antiparasitarios, se ha sefialado que 
uno de los eventos a afectar en los diversos pardsitos, es su fecundidad. Esto podria tlevarnos a 

combatir las infecciones sin que se presenten los sintomas adversos, originados por la 
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desintegracién de los agentes etiolégicos dentro del organismo.®” Por tal raz6n, los compuestos 
1, 2 y 3, fueron evaluados en su capacidad de afectar la fecundidad de T. spiralis. Los resultados 
obtenidos se presentan a continuacion. 

Tabla 31. Actividad de 1, 2 y 3 sobre la fecundidad de Trichinella spiralis 

  

  

25 mg/Kg 50 mg/Kg 

Tratamiento No. de ne raton % reduccién No. de find raton % reduccién 
control 13+3° 0 13+3° 0 1 1.7+0.6° 87 24+1.5° 82 2 741.5 45 1.641° 88 3 4+13 69 2+1° 85 
  LRN: larva recién nacida.; DE: desviacion estandar. Los promedios que no presentan el mismo superindice son significativamente diferentes (p<0.05) 

Los datos obtenidos mostraron que a la dosis de 25 mg/Kg ninguno de los bioprecursores 
super6 al albendazol. Sin embargo, cuando la dosis se incrementé a 50 mg/Kg, e! porcentaje de 
reduccién de la fertilidad fue equiparable para los tres compuestos. Para la manifestacién de este 
efecto, es necesario que 2 0 3 puedan 'ingresar al interior del pardsito como tales, o ya 
convertidos en 1. Para este estudio, el resultado se registr6 como el numero de larvas/raton, y a 
diferencia del ensayo sobre pardsito adulto, donde se conté el numero de pardsitos vivos/ratén, 
aqui se parti6 de 20 hembras de las cuales se contabilizaron sus larvas. Por ello, los porcentajes 
de eficacia son diferentes en los dos casos, para una misma dosificacién. 

Fase larvaria muscular 

Otro ensayo importante, fue el relacionado a evaluar el comportamiento de 1, 2 y 3 frente 
a la larva muscular de T, spiralis. Los datos obtenidos fueron los siguientes. 

Tabla 32. Comportamiento de 1, 2 y 3 sobre la larva muscular de Trichinella spiralis 

25 mg/Kg 50 mg/Kg 

Tratamiento No. de LM/ratén + DE No, de LM/ratén + DE % de reduccién % de reduccién 
  

control 24250 + 6200° 0 24,250 + 6200° 0 
1 15328 + 4070° 37 2505 + 978° 90 
2 15488 + 1854° 36 28010 + 8657° 0 
3 16131 + 4986" 33 24055 + 6366" 1 
  LM: larva muscular; DE: desviacién estandar. Los Promedios que no presentan el mismo superindice son significativamente diferentes (p<0.05) 

En este estudio a dosis de 25 mg/Kg, ninguno de los tres compuestos mostré efectos 
Significativos diferentes al de! grupo control. Esto probablemente indica que no alcanzaron 
niveles plasmaticos suficientes para dafiar a la larva que se encuentra en musculos, el cual de 
por si es un érgano con poca perfusi6n sanguinea. Cuando la dosis se incrementé a 50 mg/Kg, 
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sdlo el albendazol redujo el Porcentaje de larvas en el ratén. Los bioprecusores no mostraron 
actividad alguna, por lo que presentan un comportamiento andédmalo en su relacién dosis-eficacia. 
En los estudios del comportamiento de 1, 2 y 3, en ratones no infectados, al administrar la misma 
dosis, para el caso de 1, se determinaron en todo momento concentraciones plasmaticas de 
AbzSO (metabolito activo) y en algunos casos al mismo albendazol. Situacién que no se presenté 
con 2 y 3, los cuales no generaron uniformemente ni cuantitativamente AbzSO o 1. 

Para complementar el estudio anterior, se evalud la actividad de los compuestos sobre la 
capacidad infecciosa que pudiesen presentar las larvas de T. spiralis. Los resultados indicaron 
que 2 reduce la capacidad de las larvas, para infectar a un nuevo huésped (66%). 

Tabla 33. Efecto de los bioprecursores y albendazol sobre la infectividad de LM 

  

Tratamiento No. de LM/ ratén % de reduccién 

control 70554° 0 
1 36102" 51 
2 24293° 66 
3 44198° 38 
  Los porcentajes no seguidos por el mismo superindice son significativamente 
diferentes (p<0.05). Analisis estadistico chi-cuadrada fue realizado para tos tres compuestos, 

Prueba in vitro de los bioprecursores frente a T. spiralis. 

Con el propésito de evaluar la actividad biolégica intrinseca de los bioprecursores 2 y3 
frente a fase adulta y larvas musculares de T, spiralis, se realizaron experimentos in vitro. para 
determinar la actividad biolégica relativa de los bioprecursores en relacidn al albendazol se utilizé 
el procedimiento 2+2 por la siguiente ecuacion: 

M-= A/Bd, donde M: log de la actividad relativa 
d : log de la relacién entre las dosis utilizadas 
A: Ut + Us - St -Ss 
B: UL+SL-Us-Ss 
Ut, Us,Si,Ss: son las respuestas a la dosis alta () y dosis menor(s) del 
compuesto estandar (albendazol) y el bioprecursor correspondiente. 

Los resultados fueron los siguientes. 

Tabla 34. Porcentaje de inhibicién de ta actividad metabdlica de T. spiralis. 

  

  

fase adulta fase larvaria muscular 
Compuesto 1.88 uM* 3.76 puM* Act. rel. 1.88 pM* 3.76 uM* 

control 0 0 — 0 0 
1 5 19 a 63 67 
2 8 14 0.93 12 4 
3 7 15 0.89 7 31 
  “promedio de tres determinaciones . Act. rel.: actividad relativa 
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A concentraciones de 1.88 uM, los tres compuestos mostraron actividad similar contra el 
adulto de T. spiralis. Esto nos lleva a pensar que la actividad de 3, en los estudios anteriores 

podria ser intrinseca al compuesto y no, al menos totalmente, a su conversién a albendazol. 
Asimismo, las pruebas in vitro indicaron que 2 y 3 no mostraron efecto intrinseco sobre larva 
muscular, por lo que aunque se encuentren presentes en plasma de ratén, ambos compuestos 
no podrian actuar de forma sistémica por si mismos. 

A manera de recapitulacién, se puede decir que la actividad de los bioprecursores sobre 
I. spiralis, esta dirigida principalmente hacia la fertilidad de la hembra, lo que probablemente los 
ubique como agentes antiparasitarios esterilizantes. En el caso de la fase adulta, 3 a una dosis 

de 50 mg/Kg, es tan efective como 1. Asimismo, por los resultados obtenidos en fase larvaria, es 
evidente que los bioprecursores no alcanzaron a generar cuantitativamente a 1 ni a su metabolito 
activo, para dafiar a este estadio del parasito; situacién que limita su posible uso en actividades 
antiparasitarias sistémicas. Aunque se cumplié con el cometido del disefio de bioprecursores con 
mayor solubilidad acuosa que el principio activo, el problema mas importante en este caso, radicé 
en la bioconversi6n eficiente de estos compuestos en los organismos bioldégicos utilizados. Al 
parecer la nitro-reduccién fue la etapa limitante de dicho proceso, por lo que en futuros disefios 
este grupo funcional deberia cambiarse. En los estudios jn vitro sobre fase adulta de T. spiralis, 
los resultados obtenidos situan a 2 y 3 como posibles candidatos para la busqueda de nuevos 
andlogos, con actividad antiparasitaria. 

5.2. Los derivados biorreversibles 

5.2.1. Consideraciones para el disefio. 

El disefio de los derivados biorreversibles, consideré las dos estrategias tradicionalmente 
utilizadas dentro de este rubro: la adicién de una porcion estructural (modificador) al principio 
activo para disminuir su punto de fusién y la adicién de un modificador ionizable.® Dado que los 
derivados a sintetizar deberian liberar albendazol en condiciones biolégicas, en todos los casos 
se tom6 en cuenta la posibilidad de este hecho al colocar enlaces, entre el farmaco y el 
modificador, susceptibles a hidrolizarse enzimaticamente. 

5.2.1.1, Derivados que disminuyan el punto de fusién del albendazol (206 °C) 

La implementacién de esta estrategia se basdé en que el albendazol, en estado sdlido, 
presenta uniones intermoleculares, por la presencia de puentes de hidrégeno intermoleculares, 
que provocan un acomodamiento dificil de romper por las moléculas de agua.®* Siendo las 
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interacciones soluto-soluto, las que predominan sobre las interacciones soluto-disolvente.” Con 

@! propésito de cambiar este empaquetamiento, se decidié alterar la estructura de este principio 

activo retirandole el hidrégeno de la posicién 1 0 3, y en su lugar colocar una porcién estructural 

que evite la formacién de este enlace intermolecular. Con ello se esperaba incrementar la 

solubilidad acuosa, sin disminuir significativamente la liposolubilidad. 

Dentro de esta estrategia, se consideré primeramente contar con derivados de tipo 

bipartitas.® Para tal efecto, se prepararon los derivados acilados con acetilo (10), propanoilo (11) 

y butanoilo (12). La eleccién de estos compuestos, se hizo en base a su sencillez de elaboraci6én 

y, los modificadores, una vez liberados, no presentarfan riesgos de toxicidad ademas que serian 

facilmente metabolizados. La hidrélisis de estos derivados se llevarfa a cabo con cierta facilidad 

debido a que la unién de tas porciones acilos al bencimidazol no se comportarian como enlaces 

amidas tradicionales. Aunque no se descarta {a participacién de las esterasas en su 

descomposicion, por su caracteristica de grupo saliente, el bencimidazol favoreceria su hidrdlisis 

bajo condiciones biolégicas de acidéz 0 basicidad. La ventaja que tiene la activacion quimica de 

un profarmaco, es que la naturaleza genotipica de los individuos,'™ no influye en la liberacién det 

principio activo; con ello disminuye la variabilidad biolégica de la respuesta. 

0. 

YH 

—* \ it pH basico “~~ N t —ncocn, ~ NHCOCH, 
* N 

Eo CR 
0” 

| PH acido ROOO wg-7 

i (+) 
N Sl Cl Og wvdoc, aaa ~ Dy nubo Hy 

e~N 
oO ROOOH albendazol 

Esquema 28. Liberaci6n de albendazol de los derivados acilados por influencia del pH. 

Dado que con los modificadores propanotlo y butanolio, la liposolubilidad se incrementa 

por la adicién de un metileno, es probable que esta propiedad no se vea comprometida al 

aumentarse la solubilidad acuosa.” Por esta razén, si el acetilo provoca un incremento en 

solubilidad con una pérdida de la liposolubilidad (por el log P calcutado) del albendazol, el 
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propanofio y el butanolio, tratarfan de compensar esta desventaja. 

El segundo grupo de derivados biorreversibles con menor punto de fusién, se disefid con 

la caracteristica estructural de profarmaco tripartita, ya que presentan al albendazol, al acoplador 
y al modificador. La unién entre el acoplador y et modificador sera mediante un enlace éster, en 
todos los casos. En una primera variante, compuestos 13 y 14, se conservé la hibridacién de los 
atomos, sp’-sp’, 1 que forman el enlace entre el albendazol y acoplador. En la segunda 

variante, compuestos 16, 19 y 20, los unién entre el albendazo! y el acoplador sera con atomos 
de hibridacion sp’-sp* .'* Con Ia estructura tripartita se espera ganar estabilidad en solucién 
acuosa para el derivado correspondiente. La bioconversién de estos derivados al albendazol 

podria llevarse a cabo en dos pasos, el primero con la participacién de enzimas (activacién 

biolégica) para retirar al modificador, y el segundo por descomposicién quimica espontanea, para 

liberar al albendazol del acoplador.'™* 
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s “~~ N f hidrdisis = ~~ \ q ] S—nncooH, a. \—nrcook, 
N enzimatica N 

| | GH,OFR CH,OH 

0 hemiaminal 
Gerivado tripartita sp?-sp3 

Esquema 29. Propuesta de transformacién de los derivados biorreversibles tripartitas del albendazol 

Una aspecto adicional para la activacién de los derivados tripartitas fue utilizada al disefiar 
al derivado 14. En este compuesto se incluyé un segundo punto estructural de bioactivacién, el 

cual radica en el grupo nitro. En el apartado de los bioprecursores, se ha mencionado que este 

grupo funcional puede llegar a reducirse biolégicamente. Sin embargo, se necesitaba una 

ganacia de 6 electrones para transformarse en grupo amino, con la presencia de un intermediario 
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estable, la hidroxilamina. Para los bioprecursores, si la reduccién no llegaba hasta el grupo 

amino, entonces no podria generarse el principio activo. En el caso de 14, este inconveniente no 

existe, ya que si la reduccién se detuviese en la hidroxilamina, o llegase a grupo amino, de todos 

modes, se liberarfa al albendazol.' 

Con esta idea de la reduccién del grupo nitro, se disefid el compuesto 16, el cual a 

diferencia de 14, es un profdrmaco bipartita. En este caso, la unién del modificador con el 

Principio activo es de tipo sp*-sp’ por lo Que se espera presente mayor estabilidad tanto en medio 

acuoso como en presencia de enzimas hidroliticas. Otra caracteristica de 16, es que sélo se 

biotransforma con reduccién,  situacién que podria ser ventajosa si llegara a ser lo 

Suficientemente soluble para administrarlo por via intravenosa, ya que se sabe que algunos 

parasitos llegan a reducir al grupo nitro," reaccién que pocas veces ocurre en el organismo 

fuera del intestino grueso. 

hidrdlisis 
“~- N. e enzlmatica “~S N t 

S—nacocn, > \—nncoon, + CO, 
| 

‘ + Modificador 

KR .C—O—CH. {0 Ze 2 2 
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“Nn N ? teduccién -™ N ? 
\ \ S—nucocn, biolégica TL S—nNHcocH, ee 

N +2@° N 
U q Fr YY FN r™ ot OO NHOH oo oe NH, 

Esquema 30. Bioactivaci6n del derivado 14 en dos porciones estructurales. 

5.2.1.2. Derivados con modificador ionizable. 

Par el disefio de este tipo, se tomé al grupo amino, como el grupo ionizable. En este 

contexto, muchos trabajos de investigaci6én han utilizado a los aminodcidos como modificadores 

ionizables.*”'** El uso potencial de los aminodcidos con estos fines, ha sido tema de amplio 
estudio debido a su cardcter polar y baja toxicidad, al ser liberados del principio activo dentro del 

organismo. Sin embargo, se ha sefialado que estos derivados presentan problemas de 
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estabilidad en solucién acuosa, inestabilidad atribuida a la cercania del grupo a-amino, que por 
Su Carga positiva a pH Acido, favorece el ataque nucleofilico del agua al carboxiio que forma el 
éster con el farmaco.'® A pesar de ello, una de Jas ventajas que presenta el uso del grupo 
alquilamino como agente ionizable, es el valor de su pKa, alrededor de 7 a 9. Esto le permite 
mantener un cardcter iénico positivo en un tango de pH entre 5 y 6, donde la estabilidad del 
enlace éster es mayor.’ Para tratar de evitar la inestabilidad de los derivados con a- 
aminoacidos, se disefidé el compuesto 25, en donde el modificador presenta al grupo amino lo 
mas alejado del grupo carboxilo. En este modificador se colocé al amino en posicién alquilica, 
Para conservar el pKa entre 7-9. Con la intenci6n de que 25 tuviese estabilidad en solucién 
acuosa, su estructura es de tipo tripartita sp*-sp’. La bioactivacién de este derivado seguira las 
mismas pautas indicadas para los derivados de este tipo. 

Un aspecto importante a considerar en el disefio de los derivados biorreversibles es la 
toxicidad. Como se ha indicado en los antecedentes, el albendazol a las dosis administradas 
clinicamente (15 mg/Kg, 56 umol/Kg) es generalmente bien tolerado; y ef hecho de no utilizarlo 
por tiempos prolongados, abre un mayor margen de maniobra en la seleccidn de los 
modificadores. Para los derivados 10, 11 y 12, los modificadores liberados no presentan 

problemas por ser facilmente metabolizados por el organismo. En relaci6n al derivado 13, libera 
etanol y CO2, compuestos que no tienen problemas de biotransformacién a las dosis 
administradas. Por lo que respecta, a los derivados tripartitas sp*-sp’, 19, 20 y 25, liberarian al 

acoplador en forma de formaldehido, compuesto clasificado como moderadamente téxico por el 

valor de su DLso en ratas (26666.6 umol/Kg, 0.8 g/Kg, via oral),'' sin embargo, al administrar 
estos derivados en relacién equimolecular al albendazol (15 mg/kg, 56 ymol/Kg), la cantidad 

liberada de formaldehido (56 umol/Kg), no alcanza el valor numérico antes citado. Para esta 

diferencia en la Dlso, y pocas administraciones, la liberacién de formaldehido ha sido 
previamente utilizada en el disefio de otros profarmacos que no se administran por tiempos 
prolongados, tales como |a pivampicilina.'*? Por otro lado, cuando se requiera administrar a los 
profarmacos tripartitas del albendazol, por largos periodos (> 3 meses), se deberan tomar 

precauciones porque en estas condiciones, la toxicidad del formaldehido se manifestaria, an a 
56 wmoi/kg. Un elemento adicional a tomar en cuenta, es que al incrementarse la solubilidad 
acuosa del albendazol, probablemente la dosis administrada seria menor. 
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5.2.2. Preparacién de los derivados. 

Para la preparacién del derivado 10 se adapté una técnica publicada previamente para 
alcoxicarbonilbencimidazoles." Con este mismo procedimiento se prepararon los derivados 11 y 

12. En los tres casos se logré detectar, Por c.c.f., la presencia de dos productos en la mezcla de 
reaccién. Estos dos compuestos probablemente corresponderian a los isémeros sustituidos en el 
anillo de! bencimidazol. Para el caso de 10, serian el 1-acetil-5-propiltio-2-bencimidazolcarbamato 
de metilo y el 1-acetil-6-propiltio-2-bencimidazolcarbamato de metilo. Sin embargo, al momento 
de separar 0 purificar, el compuesto de menor polaridad, se descompuso a albendazol. Los 
espectros de masas para 10, 11 y 12, confirman la monosustitucién del albendazol. En los tres 
casos, el pico base, se presenté a m/z =265, que corresponde al ién molecular del albendazol. 
Una pérdida de 32 u.m.a. (10-15%) se presenté en estos derivados, la cual corresponde a 
[HOCHs] de la porcién C?-NHCOOCH; del albendazol. 

Ss. N 9 : Ss. N eaecnaacce 
\ I 

m/z = 265 

[x 
$ N 9 s N : “N/ oa oo, d2uma | ~/ CL i 

oh vhs 

mz = 233 

oO 
R= CH, m/z = 307 R= CH, m/z = 275 
R = CH,CH,, nvz = 321 R = CH,CH,, m/z = 289 
R = CH,CH,CH,, m/z = 335 R = CH,CH,CH,, m/z = 303 

Esquema 31. Pérdida de 32 u.m.a. (unidades de masa atémica) de 1, 10, 11 y 12. 

En la preparacién del derivado 13 y 14, se detectaron igualmente la presencia de dos 

productos en cada reaccién. A diferencia del caso anterior, se logré aislar a ambos compuestos, 
los cuales fueron isémeros estructurales. Para poder establecer la estructura de cada isémero se 

utiliz6 "H RMN, la cual tomé en cuenta que en solucién estos compuestos adoptan la 
conformacién endo que coloca al grupo carbonito del modificador, en posicién para provocar un 

desplazamiento a campos bajos del protén (H-7) del bencimidazol.' ™ La diferenciacién entre 
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ambos isémeros se llevé a cabo por el valor de la constante de acoplamiento (J) del H-7.°? Para 

el is6mero “a”, la J para H-7, se encontré de 2 Hz: por su parte, para el isémero “b”, la J se 
presents entre 9-10 Hz. 

Tabla 35. Asignacién en 'HRMN de H-7 y H-4 para 1, 13a, 13b, 14a, 14b. 

  

  

  

° 
H ‘oor 4 

° A NS U-N1 9 “—~-A N ; \ nilocn, : Jonbenn 

4 s 7 Vr hor 
9" a 

"H RMN 
No. H-7, ppm (Hz) H-4, ppm (Hz) 

1 7.33 (J = 10) 7.42 (J= 2) 
13a 7.75 (J = 2) 7.51 (J = 9) 
13b 7.70 (J =9) 7.53 (J = 1.8) 
14a 7.75 (J = 2) 7.61 (J = 10) 
14b 7.71 (J = 10) 7.54 (J = 2) 
  

A continuacién se ilustran estos desplazamientos para H-7 de 13a y 13b. 

    

  

  

H-7 Hos 
= 
Ee Hea a8,e 
UU 5 RABE ° 28 was 

ae | 7 ScocH:CH; 
] I A NO i “~S N 1 

| Y—NHCOCHs 
\ s N 

\ 4 

LL 13a 

POR 
7.75 7.65 7.55 7.45 7,35 opm 

H-7 eg 

eB OR ets 

ae ina: 
mon 

i\ Qetock:cHs 

LH 19b 
Se 

7,7 7.65 ° 7,3 ppm 

Esquema 32. Desplazamiento a campos bajos de H-7 para 13a y 13b. - 
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Con este mismo criterio se logré elucidar la posicién del modificador en 10, 11 y 12, los 

cuales mostraron a H-7 a 7.99 (J = 10 Hz), 7.95 (J = 9 Hz), 8.01 (J = 9Hz) ppm, respectivamente 

El espectro de IR mostré bandas que indican la presencia det carbamato producido y el 

carbamato de metilo, perteneciente al principio activo. 

Tabla 36, Sefiales de IR para os carbonilos de los compuestos enlistados 

  

  

IR, om" 

No. N'-COOR C-NHCOOCHs C?-NHCOOCHs 
1 — 1634 332 

13a 1764 1736 3314 
13b 1774 1731 3300 
14a 1782 1730 3318 
14b 1770 1732 3332 
  

Los datos referidos se tomaron de los espectros en las paginas 136,147,149,151,154. 

Los espectros de masas, indicaron que en todos los casos, se realizé una 

monosubstitucién sobre el albendazol. Y en todos ellos se presenté la pérdida de 32 u.m.a., 

semejante al de los compuestos 10, 11 y 12. Para 13a y 13b , el ién molecular fue el pico base, 

para 14a y 14b, el pico base fue m/z 265 (que corresponde al ién motecular de 1). 

En cuanto a la preparacién del derivado 16, ei intermediario 15 fue obtenido con 

rendimiento aceptable (65%) y en la vispera de su utilizacién. La naturaleza fuertemente irritante 

de la reaccién demand6 la mayor precaucién operativa posible. Para hacer reaccionar a 15 con 

1, al principio se utilizaron bases fuertes como el NaH” 0 granallas de KOH" y dimetilformamida 

como disolvente. La reaccién se realizaba en frio o a temperatura ambiente, por 6-8 h. Las c.c.f. 

mostraron la presencia de tres productos de A, muy cercanos, y de dificil separacién. Por la 

naturaleza de las materias primas, el albendazol presenta dos proténes acidos, el N'-H y el C% 

NHCO-, los cuales podrian reaccionar con el NaH o KOH. Por su parte 15, presenta proténes 

acidos, CICH2CeHsNO2, los cuales podridn reaccionar con las bases antes mencionadas. Por 

ultimo, el albendazol, presenta al grupo carbamato que podria hidrolizarse. Por estos 

antecedentes, se decidié cambiar la base, preservando al disolvente. La base utilizada fue e! 

Na2COs, incrementado la temperatura a 50 °C por 3 h, con lo cual se obtuvo prdcticamente un 

producto mayoritario. En este caso, consideramos que probablemente el carbonato no reacciond 

con los protones de 1 0 15; sino Unicamente sirvié para neutralizar al HCI generado. Con ello e! 

albendazo! practicamente actua por cualquiera de sus sitios nucleofilicos. 
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La alquilacién en e! atomo de azufre, daria lugar a un producto inestable, el cual al 
descomponerse, podria regenerar albendazol o producir un compuesto sin ta porcién propilo. La 

sustituci6n en los nitrégenos del bencimidazol, por su parte, llevaria a dos compuestos mas 
estables y de interés en la busqueda de derivados hidrosolubles. 

Después de concluida la reacci6n, el aislamiento y purificacién del compuesto mayoritario 

obtenido, disminuyé el rendimiento del mismo. Para la elucidacién de este compuesto, el 
espectro de masas presenté un valor de m/z = 400, que indica que el producto esta 
monosustituido. La asignacién de la posicién de ta sustitucién no se hizo de forma similar a 13 y 

14, porque en 16 no se tiene el carbonilo unido directamente al bencimidazol. Por tal motivo, se 
recurrid al experimento NOESY, ef cual puede relacionar dos protones a 5 enlances de distancia. 
Los-resultados mostraron que el protén del metileno del modificador, no interrrelacionaba con 
ninguno de los protones del anillo aromatico. Por lo que se llegé a la conclusién de que 16, 
estaba sustituido en el nitrégeno del carbamato de metilo. 

  

  

A *\ lboos 3 | CORO. , M 
7.0 
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oI wad “nero         
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Esquema 33. Experimento NOESY para el derivado 16. 
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Para la preparaci6n de los compuestos 19, 20 y 25, se utilizé el Na2xCO3 como la base de 

la reaccién. En los compuestos 19 y 20, la espectrometria de masas, indicé la monosubstitucién; 

sin embargo, por c.c.f. se detecté la presencia de una mezcla de dos compuestos con valores de 

RF, practicamente similares, en varios sistemas de elucién cromatografica. Por las dificultades de 

Su Separacién se opté por mantenerlos como mezcla para los estudios posteriores de solubilidad. 

En la preparaci6n de 25, primeramente se hizo reaccionar al intermediario 23 con 1, para 

obtener 24, con las mismas condiciones de base, disolvente y tiempo, que las reacciones de 

sustituci6n anteriores. El seguimiento de esta reaccién por c.c.f. mostré la presencia de dos 

productos principales. Los intentos de separacién por recristalizacién fueron infructuosos; 

lograndose este cometido por cromatografia en columna. La espectrometria de masas, indicd 

que se trataba de dos compuestos monosustituidos, y con el experimento NOESY se asigné la 

Posicion de dicha sustitucién. Cuando los isomeros 24, fueron sometidos a hidrélisis dcida para la 

obtenci6n de los isémeros 25 correspondientes, uno de ellos mostré un alto grado de 

inestabilidad, liberando albendazol en aproximadamente 50 %. El otro isémero fue hidrolizado y 

Obtenido en forma de clorhidrato. El experimento NOESY, mostré la sustitucién del modificador 

en la molécula del albendazol. 

prooe—{_\—orywgocioy, 

9 3 S. “nN N il “NS \ t 
P—NHCOCH, \—nncoct, 

. | 24 (Inestable) exocc—{_\—cimgonen, 

24 QO 
HCI 

| HCl 

erooe—{_\ ony 2HCI 

-~™S N ° “Nw S N ? ll \ )—NHCOCH, NHCOCH, 
N N 

byocc_\ ons 2HCI 

25 

Esquema 34. Obtencién del isémero 25 a partir de 24 por hidrdlisis acida 
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Esquema 36. Experimento NOESY para 25. 
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Una de las desventajas en la Preparacién de 25 por las reacciones mostradas en el 

Esquema 18 (pag. 47), fue la obtencién de 22 a partir de bromoclorometano y acido 

clorosulfénico. La realizacién de esta reaccién presento dificultades y demandé cuidados en el 
manejo del bromo generado y en la neutralizacién de! exceso de acido clorosulfénico. El 

rendimiento de este paso fue del 28%. Ante esta situacién se planteé una segunda alternativa de 

preparacion (Il) de 24, en la cual, a diferencia de la primera (I), no utiliza el intermediario 22, sino 

al hemiaminal 26. 

S 9 9 “NZ N I ' “~ N i 
\—ncoct, —_—> Wy NHCOCH, 

q N 
| CICH,OCR 
H Me OCR q 23 MY tT 

"i uCH 24 0 
S ° 

“NZ ox if 
V4 NHCOCH, 
=f HOOCR 

21 
CH,OH 

26 

Esquema 37. Rutas para la preparacion del intermediario 24. 

En este caso, el intermediario 26 no se separa en sus isémeros, por su inestabilidad, y se 

utiliza como tal para la siguiente reaccién. Los resultados obtenidos por esta secuencia, 

mostraron rendimientos menores para la obtencién de 25, por lo que no constituye una 

alternativa para sustituir a fa ruta originalmente realizada. Adicionalmente se realizaron 

experimentos utilizando al cloroformiato de isoprenilo (CICOOC: (CH3)=CH:) 0 al clorhidrato de 2- 
6 Cloro-N-metilpiridinio,° en lugar del cloroformiato de metilo, sin que por ello se lograra 

incrementar el rendimiento de la reaccion. 

Con los analogos del albendazol, 27, 28, 29, la preparaci6n se llevé a cabo de forma 

separada. Los compuestos 27 y 28 fueron sintetizados por rutas diferentes, con intermediarios 

que nos Ilevaron a los compuestos monometilados esperados. El compuesto 29, se obtuvo de la 

metilaci6n directa del albendazol, al descartar la mezcla de 27 y 28, los cuales no fueron 

disponibles de esta forma por presentar el mismo valor de A, Los espectros de IR para 27 y 28, 
no mostraron la sefal correspondiente al hidrégeno bencimidazdlico, unido a nitrdégeno. 
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En relaci6n a los espectros de 'H RMN para 27 y 28, se presentaron las sefales 

correspondientes a la parte propiltio y al metoxilo. En la porcién aromatica, se esperaba que el 

par de electrones no enlazantes del nitrégeno provocaria un desplazamiento a campos bajos de 

H-4," en relacion al presentado por el albendazol. 

Los datos obtenidos de los espectros fueron concordantes con lo esperado para ambos 

analogos, como se muestra en la Tabla 37. Sin embargo, la influencia de los electrones no es tan 

notable, ya que las diferencias en los desplazamientos no fueron muy marcadas; por lo que no 

podriamos utilizar este criterio para asignar la posicién de sustituci6én en otros derivados 

monosustituidos del albendazol. 

Tabla 37. Valores de ppm y J (Hz) para H-4 y H-7 de 27 y 28. 
  

  

  

  

"H RMN 
No. H-7, ppm (Hz) H-4, ppm (Hz) 

1 7.3345 (J = 10) 7.4250 (J = 2) 

27 7.3397 (J = 10) 7.4625 (J = 3) 

28 7.4027 (J = 3) 7.3414 (J= 10) 
Los datos referidos se tomaron de los espectros localizados en las paginas 

136,167,169. 

En relacién a los espectros de 29, este compuesto se present6 como una mezcla de 

tautomeros, similar al albendazol, por el intercambio del proton del bencimidazol. 

Los espectros de masas, para todos los casos, mostraron que la monometilacion se habia 

llevado a cabo. Aunque los espectros de masas de 27 y de 28, no permitieron establecer 

diferencias entre ambos compuestos, para el caso de 29, se presenté una fragmentacion 

caracteristica. Para los dos primeros, se presenté la pérdida de 32 u.m.a., la cual dio lugar al pico 

base, y luego una pérdida de 42 u.m.a. En 29, el pico base fue el i6n molecular, luego una 

pérdida de 42 u.m.a., seguida de una pérdida de 59 u.m.a. La pérdida de 32 u.m.a. no se 

presentdé en este compuesto. 
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Esquema 38. Pérdidas mayoritarias Propuestas para los andlogos 27, 28 y 29. 

5.2.3. La solubilidad acuosa y la liposolubilidad 

5.2.3.1. Evaluacién de la solubilidad acuosa del albendazol y los andlogos 27-29. 

Para probar la hipétesis que considera, que al alterar la formacién de puentes de 
hidr6geno intermoleculares en el albendazol, se podria favorecer una mayor interaccién 
soluto/disolvente y por ende, aumentar la solubilidad acuosa, s@ prepararon tres andlogos 
monometilados de este principio activo, 27, 28 y 29. Los resultados obtenidos se presentan en la 

Tabla 38. 

Tabla 38. Solubilidad a diferente relacién sdlido/agua desionizada del albendazol y Sus analogos 27 -29 

CH. 

  

  

  

| 3 
NS N3 p -~S NA oO NS N3 0° 

oa S—nncoct, TL proc, 8 \—ndoon, 
Na Nog 8 N’ | | | 1 CH; 

a 28 2 ON 
Solubilidad, uM? + DE (relacién sdlido/agua) 

No. Amex, nm — e, Mom" 4 21 31 4:1 

1 295 11591.01 16.2 +5.36 18.7 +4.37 15.1 +6.78 18.3 7.13 
(etanol) 

27 306 18435.75 88.2411.6 82.3412.45 89.2 +6.9 88.3 415.3 
(etanol) 

28 306 18011.17 §8.0+6.24  54.944,52 59.9+3.15  50.843.79 
(etanol) 

29 299 14801.79 20.4 + 4.34 25.743.21 26.3942.18 24.2+5.14 
(etanol) 
  coeficiente de absortividad molar. "Se utilizan estas unidades debido a que los compuestos referidos 
presentan diferentes pesos molecutares. Los datos de solubilidad son un promedio de tres 
determinaciones. DE: desviacién estandar. Para 1 y 29 no se encontré diferencia significativa para p< 
0.05. 
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De los datos obtenidos se puede decir que al retirar el atomo de hidrdégeno del 
bencimidazol, se incrementé ia solubilidad del compuesto en cuestién. Al aparecer el mayor 
efecto se logré en 27, en donde la solubilidad se incrementé en mayor proporcién que los otros 
andlogos. Esto podria indicarnos que los derivados biorreversibles con similar patron de 
Sustituci6n, presentarian la mayor solubilidad en relaci6n a sus isOmeros, con patrén de 
sustitucion similar a 28 0 29. 

El propésito que se utilizaran diferentes relaciones s6lido/agua (1:1, 2:1, 3:1, 4:1), fue 
para conocer si la solubilidad se incrementaba o disminuia bajo estas circunstancias. Si se 
hubiese incrementado, nos indicaria que la cantidad de sdlido presente influiria en la 
solubilizacién, probablemente Por alguna especie de “efecto surfactante”. En caso de que la 
solubilidad no cambiase al variar la cantidad de sdlido, indicaria que la saturacién se habia 
alcanzado en todos los casos, sin que se manifestara alguna desviacién a este 
comportamiento.'® Para 1 y sus derivados, se presenté el segundo caso, lo que permitié utilizar 
diferentes dosificaciones, sin que practicamente la solubilidad mostrara cambio alguno. 

5.2.3.2. Determinacién de la solubilidad acuosa de los derivados biorreversibles. 

En la determinacién de la solubilidad acuosa de los derivados sintetizados, se utilizé agua 
desionizada. Esto se realizé con la intencién de seleccionar sélo aquellos de mayor solubilidad en 
estas condiciones, mismos que presentarian mejores perspectivas al incrementar la fuerza idnica 
del disolvente por la adicién de sales inorganicas. Los resultados obtenidos se muestran a 
continuacién. 

Tabla 39. Solubilidad a diferente relacién s6lido/agua desionizada de los derivados biorrevesibles 

S, uM + DE (relacién sélido:agua) 
  

No. Amexom e, Mom” 11 a1 : 31 41 
  

1 295 11591.01 16.2 £5.36 18.7 £4.37 15.1 46.78 18.3 47.13 
10 332 13142.06 58.2 + 2.33 56.5 + 4.12 57.9 + 4.35 59.1 + 1.23 
11 328 12931.86 42.9 + 5.22 33.6 + 6.42 39.3 + 5.34 45.4 + 4.55 
12 334 10521.76 17.44 1.27 18.8 + 2.10 18.4 + 2.78 16.8 43.12 
13a 312 20349.12 83.6 + 5.43 87.3 + 3.68 85.9 + 6.12 79.2 + 5.64 
13b 317 13452.10 85.3 + 4.32 82.8 + 5.23 87.3 + 3.98 84.6 + 2.56 
14a 287 10023.92 10.3 + 1.23 11,742.10 13.2 + 1.67 10.45 + 1.89 
14b 291 11892.45 11.91 + 0.99 13.25 + 1.22 14.02 + 1.45 10.21 + 1.24 
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Continuaci6n de la Tabla 39 

S, uM + DE (relacién sdtido:agua) 
  

  

No. Amax.nm —e, M’ cm” 14 2 3:1 4a 

16 9312 15835.23 13.2 + 1.76 12.44247 16.9 + 1.34 14.14 1.45 
19 324 21835.89  33.2+0.96 42.8+0.91 30.4 + 1.10 37.9 + 0.89 
20-316 17390.12 9.3 + 0.93 8.74 1.20 8.2 + 0.83 9.1 +0.78 
25 322 29555.49 114.12+8.34 129.344+7.23 147.18+ 6.89 144.94 + 5.12 

e:coeficiente de absortividad molar(determinado en etanol, con excepcién de 25, el cual se determiné en 
metanol). S: solubilidad. Los datos de solubilidad en cada columna, son un promedio de tres determinaciones. 
DE: desviacién estandar. En cada relacién sélido/agua de cada uno de los derivados no se presentaron 
diferencias significativas para una p<0.05. 

Para los siguientes apartados del presente trabajo, se tomara el valor de la columna 1:1 

(Tabla 39) como la solubilidad de los diferentes compuestos. La relacién en la solubilidad molar 

de los derivados biorreversibles y andlogos con el albendazol se presenta a continuacién. 

Tabla 40. Relacién de solubilidad (der/1): derivado biorreversible/albendazol o andlogo/albendazol 

No. _S,pM+tDE  der/1 P.M. S,mg/ml No. S,pMtDE — der/1 P.M. S, mg/mL 

1 16.2 45.36 1.00 265.33 0.0042 16° 13.2+1.76 0.82 337.39 0.0085 

10° 582+2.33 3.57 307.09 0.0177 19% 33.2+0.96 2.22 379.47 0.0050 

11" 42.945.22 2.48 321.11 0.0130 20° = 9.3+0.93 0.67 400.15 0.0037 

12°) 17.441.27 1.10 335.13 0.0058 25°  114.148.34 8.26 500.10 0.0570 

Wa* 83.645.43 518 337.39 0.0283 27** 88.2+11.6 5.36 279.10 0.0240 

13b* 85.344.32 5.25 337.39 0.0287 28**  58.046.24 3.41 279.10 0.0150 

14a* 10.341.23 0.70 444.10 0.00650 29 20.44 4.34 1.49 279.10 0.0066 

14b* 11.9+0.99 0.76 444.10 0.0054 

“derivado biorreversible; **andlogo. DE: desviacién estandar. S: solubilidad. P.M.: peso molecular. 
  

Par este caso, los derivados mas solubles fueron el 10, 13a, 13b y 25. La mayor 

solubilidad de los derivados biorreversible con grupo no ionizable, en relacién al albendazol, 

puede ser atribuida a una disminucidn de red cristalina de éste ultimo, la cual se logré al remover 

un proton en la parte del bencimidazol y manifestada en una disminucién pronunciada en e! 

punto de fusién del principio activo (206 °C). 

Con la intencién de descartar que el incremento en solubilidad no se debia a la presencia 

de formas poliférmicas, sino a consecuencia de la modificacién estructural, se registré un 

termograma de calorimetria diferencial para 1, 13a y 13b, respectivamente. En los derivados, ta 
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endoterma denoté que estos compuestos no presentaban formas cristalinas metaestables que 

pudiesen influir en la solubilidad acuosa determinada experimentalmente. 

  

   

        

Albendazol, 26.08.1992 19:97:22 
Albendazol, 2.4600 mg 

Exirapol. Peak 218.05 °C    
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Esquema 39. Termogramas para 1, 13a y 13b 
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5.2.3.3. La liposolubilidad. 

Después de calcular y determinar experimentalmente el log P de ios derivados 

biorreversibles, los datos obtenidos se presentan a continuacion. 

Resultados y Discusién 

Tabla 41. Coeficiente de particién para 1, derivados biorreversibles y andlogos 

  

  

Calculado octanol/H20 Método cromatografico 

No. log P + DE log P + DE log k,+ DE log P+ DE 

1 3.01 + 0.86 nd 2.8537 +0.12 3.07 + 0.36 

10 2.75 + 0.91 2.74 40.48 2.691 + 0.23 2.82 + 0.28 

11 3.28 + 0.91 3.09 + 1.22 2.977 +0.15 3.17 + 0.26 

12 3.81 + 0.91 nd 3.598 + 0.16 3.92 + 0.31 

13a 3.73 + 0.91 3.20 + 0,55 2,995 + 0.22 3.19 + 0.57 

13b 3.73 + 0.91 3.26 + 0.42 3.105 +0.16 3.32 + 0.48 

14a 4.71 £0.93 nd 4.236 + 0.41 4.69 + 0.99 

14b 4.71 £0.93 nd 4.209 + 0.36 4.65 + 0.89 

16 4.64 + 0.88 nd 4.124 +£0.29 4.55 + 0.95 

19 3.23 + 0.95 3.22 + 1.12 3.015 £0.17 3.21 40.56 

20 4.46 + 0.91 nd 4.071 +0.34 4.49 + 0.75 

25 4.32* 40.90 2.01** + 0.92 2.733 + 0.64 2.91+0.42 

27 3.13 + 0.87 3.07 + 0.78 2.918 +0.12 3.10 40.22 

28 3.13 + 0.87 3.09 + 0.89 2.9314 0.14 3.11 £0.27 

29 3.26 + 0.87 nd 2.999 + 0.18 3.39 40.38 
  

DE: desviacién estandar. nd: no determinado. *calculado como base: “‘fase acuosa a pH = 
6.0. Para los diferentes métodos, los valores de fog P para cada compuesto no presentaron 
diferencias significativas para un p< 0.05. 

El valor de log P de los derivados biorreversibles, tanto tedrico como experimental, no 

presentaron diferencias significativas con el log P del albendazol, por !o que podria pensarse que 

el paso a través de las membranas bioldgicas no se veria alterado por las modificaciones 

estructurales realizadas. Para el derivado 25, lo que se determind en realidad fue el log Doras, por 

la naturateza iénica de este compuesto. Este valor difiere del log P calculado por 

aproximadamente 1.5 unidades; sin embago, la cantidad determinada aun se encuentra dentro 

del rango aceptable para su absorcién intestinal.” 

Como ha sido publicado por Yalkowsky et al,” la relacién entre la solubilidad acuosa (S, 

en concentracion molar) y el log P para muchos compuestos, incluye al punto de fusién en la 

siguiente ecuacién: 
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logS =-alogP-bpf.+¢ 
donde a, b y c son constantes las cuales pueden variar para diferentes tipos de estructura 
quimica, a usuaimente tiene un valor cerca a la unidad, b es alrededor de 0.01 y cde 0.5. Con 
estos valores, se ha podido Prever que una disminucién en 100 °C en el punto de fusién de un 
principio activo, podria Provocar un incremento de 10 veces en su solubilidad acuosa, para un 
mismo valor de fog P. 

Estos antecedentes, refuerzan el disefio de los derivados 10, 11, 12, 13 y 19. Con estos 
modificadores se alterd la estructura de red cristalina del albendazol, y como en todos ellos no se 
Presentaba la presencia de un grupo ionizable, e! coeficiente de particién no sufriria grandes 
cambios en su valor. Los cdlculos realizados para este parametro asi to demostraron. 
Desafortunadamente, el compuesto 19 al no obtenerse puro, se descart, y su lugar lo tomé el 
compuesto 14 para tratar de establecer una relacién entre la solubilidad, el log P y el p.f. de los 
compuestos sintetizados. Los valores de estos parametros se presentan a continuacién. 

Tabla 42. Valores de S, log P y p.f. para 10-14 
  

  

No. S, uM log S logP pf. °C No. S, pM log S log P pf, °C 
10 57.95 1.763 2.82 128 13a 84.00 1.924 3.19 89 
11 40.30 1.605 3.17 145 13b 85.11 1.93 3.32 75 
12 17.85 1.251 3.92 138 14a 11.40 1.057 4.69 139 

14b 12.35 1.092 4.65 105 
S: solubilidad. p.f.: punto de fusién. 

Después de someter los valores anteriores al analisis de regresi6n multiple, la ecuacién 
obtenida quedé de fa siguiente manera: 

log S = -0.421 log P -0.00563 p.f.+3.727 P= 0.972,n=7 

Aplicando esta ecuacién para caicular la solubilidad del albendazol (p.f. =206 °C y log P 
=3.01) se obtiene un valor de 19.97 uM. La solubilidad determinada experimentalmente fue de 
16.20 + 5.42 uM. En el contexto de los trabajos de Yalkowsky, si se contara con un derivado 
biorreversible con el mismo valor de log P que el albendazol pero con un punto de fusién 100 
veces menor, su solubilidad calculada seria de 78.84 mM, lo que representaria una ganancia de 
4 veces en esta propiedad. Asimismo, para una ganacia de 10 veces en la solubilidad, se tendria 
que contar con un derivado de log P = 2.0 y p.f. de 100 °C. 
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5.2.4, Estabilidad de los derivados en soluciones amortiguadoras. 

La determinacién de este parametro se realizé por espectrofotometria y por HPLC. Para el 
primer caso, se midié el porcentaje de desaparicién del derivado biorreversible a temperatura 

ambiente (22°C); y para el segundo caso, se cuantificé la liberacién de! albendazol a 37 °C. En éste 
Ultimo, se contd con la preeminencia del método analitico desarrollado y validado por el grupo de la 
Dra. Helgi Jung, de la Facultad de Quimica, UNAM. 

5.2.4.1. Evaluacién de la estabilidad por espectrofotometria. 

Una de las ventajas de utilizar el método espectrofotométrico, es su accesibilidad para evaluar 
varios compuestos en el menor tiempo posible, situacién importante en el campo de la Quimica 
Farmacéutica, por la cantidad de compuestos sintetizados. Sin embargo, la desventaja para este 

caso, es la limitaci6n de no poder determinar ta liberacién de albendazol, ya que dicho compuesto, 
Por sus problemas de solubilidad, provoca intensa turbidez en las celdas utilizadas para tal fin. De 
hecho, cuando se utiliz6 esta técnica en fos derivados, la cuantificacién de la desaparicién de los 
mismos, se detuvo en el momento en que la turbidez, por la presencia del albendazol, se hacia 
manifiesta. Para este estudio, se utilizaron dos variantes en la relacién soluto/solucién amortiguadora. 
La intencién de ésto fue conocer como influfa, ademds del valor del pH, la cantidad de amortiguador 

en la estabilidad de los derivados. Los resultados obtenidos para los compuestos 10, 13a, 13b, y 25, 

sé presentan en las graficas siguientes: 

2.0 10 enamortiguadores . 

  

QS Ste ’ 
‘ . ty 

1.5 IN 

\ N. —E—A(pH= 1.0) 
= \ NY, ~e— B (pHs 1.0) 
@ 41.0 \ N, oh A (pH = 4.0) 
3s . \ N, —¥— B (pH = 4.0) 

‘ —O— A( pHs 7.4) 
4 —+-—B (pH=7.4) 

0.5 ‘ 

0.04 —— r 1 1 r 
0 10 20 30 40 50 60 

tiempo, min 

Esquema 40. Estabilidad de 10 en soluciones amortiguadoras de pH = 1.0, 4.0 y 7.4 (T = 22 °C) 

A: derivado/solucién amortiguadora 9:1; B: derivado/solucién amortiguadora 1:9. 
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Esquema 41. Estabilidad de 13a en soluciones amortiguadoras de pH = 1.0, 4.0 y 7.4 (T.= 22 °C) 

A: derivado/solucién amortiguadora 9:1; B: derivado/solucién amortiguadora 1:9. 

  

2.00 ha 

1.95 Sta, _ en amortiguadores 

mo Shes, 
1.90 BL S3Stm 

- Vw oa 
1.85 a vu —=p—4 

: v: ¥ we 

— 

$1.80 ae ~, 
> 1.75 —~— A (pH = 1.0) nL 

= —©— B (pH = 1.0) ~ 
1.70 —4— A (pH = 4.0) . 

—Vv— B (pH = 4.0) 

1.65 —o— A(pH = 7.4) 
—+— B (pH = 7.4) 

1.60 

t T T T T T T 

0 10 20 30 40 50 60 

tiempo, min 

Esquema 42. Estabilidad de 13b en soluciones amortiguadoras de pH = 1.0, 4.0 y 7.4 (T = 22 °C) 

A: derivado/solucién amortiguadora 9:1; B: derivado/solucién amortiguadora 1:9. 
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Esquema 43. Estabilidad de 25 en soluciones amortiguadoras de pH = 1.0, 4.0, 7.4 (T = 22 °C) 

A: derivado/solucién amortiguadora 9:1; B: derivado/solucién amortiguadora 1:9. 

Los resultados mostraron que los compuestos 13a, 13b y 25, presentaron una cinética de 
pseudo-primer orden al hidrolizarse y no se presentaron diferencias significativas al cambiar la 

cantidad de amortiguador; situacién que constituye una ventaja para los mismos. Las cosas no fueron 

igual para 10, el cual al incrementar la cantidad de amortiguador de pH 4.0 y 7.4, presenté una mayor 

descomposicién. Dado que en condiciones biolégicas, la proporcién de amortiguador siempre serd 
mayor que la del compuesto administrado, se decidié no continuar con 10 para los siguientes 

estudios. 

En todos los casos, después de ajustar por minimos cuadrados, al graficar log % A versus 
tiempo, se determin6 el valor de Kays, como la constante de velocidad de la descomposicién para una 

cinética de primer orden.'23'24 

Jog %A=2- kugs t 

0.693 
El tiempo de vida media (ty, ) se calculé de la siguiente ecuacién ty, = ----------- 

Koos 
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Tabla 43. Valores de kos para los derivados 10, 13a, 13b y 25 (T = 22°C). 

  

  

  

  

Kops) rnin’! 
pH = 1.0 pH = 4.0 pH = 7.4 

No. A B A B A B 

10 0.00483 0.00532 0.00260 nd 0.00299 nd 

13a 0.00439 0.00577 0.00364 0.00526 0.00321 0.00435 

13b 0.00487 0.00486 0.00221 0.00340 0.00266 0.00242 

25 0.00250 0.00265 0.00184 0.00217 0.00473 0.00476 
  

nd: no determinado. A: derivado/solucién amortiguadora 9:1; B: derivado/solucién amortiquadora 1:9. 

Tabla 44. Valores de ty para los derivados 10, 13a, 13b y 25 (T =22 °C). 

  

  

  

ty, min 
pH = 1.0 pH = 4.0 pH =7.4 

No. A B A B A 8 

10 143.47 130.26 266.53 nd 231.77 nd 

13a 157.85 120.10 190.38 131.74 215.88 159.31 

13b 142.29 142.59 313.57 203.82 260.52 286.36 

25 288.75 261.50 376.63 319.35 146.51 145.58 
  

nd: no determinado. A: derivado/solucién amortiguadora 9:1; B: derivado/solucién amortiguadora 1:9. 

Los resultados presentados indicaron que la mayor estabilidad de los compuestos 13a, 13b y 

25 se presenté a pH= 4.0. Esto concuerda con lo publicado para la estabilidad de compuestos 

esterificados. 

Para dar una visién mas completa de la estabilidad a diferentes valores de PH, se utilizd al 

compuesto 25, por ser el que presenté mayor solubilidad acuosa. Los resultados mostraron que 

efectivamente, la mayor estabilidad se presenté entre los pH = 3.5 a 4.5, y una mayor inestabilidad a 

valores de pH mayores de 6.0. Esto justifica el haber seleccionado al grupo amino como el 

responsable de la solubilidad acuosa, ya que como se ha publicado previamente, para ésteres del 

acido 4-aminometilbenzoico, el valor de su pKa se encuentra entre 8.9-9.0. Con ello, al pH de mayor 

estabilidad, tendriar.os una mayor proporcién de la especie iénica del derivado 25, lo que sin duda 

podria influir en su absorcién a nivel intestinal. 
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Esquema 44. Estabilidad de 25 en soluciones amortiguadoras de pH = 2.0, 6.0, 8.0 y 12.0 (T = 22 °C) 

Resultados y Discusién 

Después de ajustar los datos anteriores se procedié a calcular Kops y ty como se realizé 

previamente. Los valores encontrados se presentan a continuacién. 

Tabla 45. Kone y ty de 25 a diferentes valores de pH (T = 22 °C) 
  

pH 
  

Kops min’ + DE log Koss ty, min pH Kops tin” DE _log Kans __ty,min 

1.0 0.00265 + 0.00027 -2.5767 261.50 7.4 0.00476 +0.00033 -2.3223 145.58 

2.0 0.00273 +0.00025 -2.5638 253.84 8.0 0.00514+0.00050 -2.2890 134.82 
4.0 0.00217 + 0.00042 -2.6635 319.35 12.0 0.00594+0.00043 -2.2262 116.66 
6.0 0.00456 +0.00046 2.3410 151.97 
  

La relacién que presenta la ku, a diferentes valores de pH se presenta a continuacién 
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Esquema 45. Influencia del pH en los valores de Kzs para el compuesto 25. 
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5.2.4.2. Evaluacién de la estabilidad por HPLC 

El estudio de estabilidad arrojé los siguientes resultados presentados graficamente. 
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Esquema 46. Estabilidad de 13a en amortiguadores de pH = 5.0 y 7.4 (T = 37 °C). 
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Esquema 47. Estabilidad de 13b en amortiguadores de pH = 5.0 y 7.4 (T = 37 °C). 
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Esquema 48. Estabilidad de 25 en amortiguadores de pH = 5.0 y 7.4 (T = 37 °C). 
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Después de calcular el ty, de las ecuaciones propuestas para cada derivado (log 50%= 1.6989 
= Y) y posterior determinacién de koos, para una cinética de primer orden, los valores encontrados se 
Presentan a continuacién. 

Tabla 46, Valores de kgs, y ty para 13a, 13b y 25 (T = 37 °C). 

  

  

Kone, 510° min” ty, ,min 
No. pH=5.0 pH=7.4 pH=5.0 pH=7.4 
13a 4.2199 5.7831 164.22 119.83 
13b 2.1967 5.7329 315.47 120.88 
25 3.0154 . §.6282 229.82 123.12 
  

En al aplicacién del HPLC, en las pruebas de estabilidad para los compuestos 13a, 13b y 25 a 
PH 5.0 y 7.4, la liberacién de albendazol mostré una cinética de pseudo-primer orden. Los valores de 
Koos Y ty Mostraron que la mayor estabilidad a 37 °C se presenté a pH de 5.0. 

Con la intencién de estudiar el cambio en la estabilidad de 25 a diferentes temperaturas, se 
evalud el valor de ky,; para el albendazol liberado a 70 °C, en amortiguador de pH = 7.4, mediante 
HPLC. Las condiciones de trabajo (fase movil, velocidad de flujo) fueron las mismas que para 
estudios anteriores.'"! 

En la grdfica siguiente se presenta el porcentaje de la concentracién remanente de 25 frente 
al porcentaje de la concentracién de albendazol, 1, que se ha formado, ambos en funcién del tiempo. 
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Esquema 49. Comportamiento de 25 en soluciones de pH = 7.4 a dos temperaturas diferentes 

Para este caso el ty, y Kops presentaron el valor de 66.72 min y 0.01038 min”, respectivamente. 
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Aplicando la ecuacién de Arrhenius para calcular la Ea, entonces tenemos: 

log k 1-log k 2 Ea (7-7) 
°9 Kobs °9 “obs ~ 2,303 R T, T, 

donde keys 1 = 5.6283 x 10° min’ a 37 °C (310 K); Kons 2 = 0.01038 min” a 70 °C (343 K); R = 8.314 J 
mol! K", Despejando Ea y sustituyendo para los valores indicados, tenemos, Ea = 1639.58 J mol”. 

Aplicando este valor de Ea para determinar el valor de Koas y t, para una temperatura de 25 °C se 

tiene: Kons = 4.3570 x 10° min”, ty= 159.05 min’. 

Después de aplicar la ecuacién de Arrhenius, para calcular el valor de la energia de activacién 

(Ea), se llegé a determinar ta estabilidad a 25 °C, el cual no resulté del todo satisfactoria, pues no 

rebaso el valor de los dos afios de almacén, como se ha fijado para otros profarmacos.™ Sin 

embargo, el ty, calculado 159 min (~2.5 h), si resulta practico para la preparacién de soluciones 

acuosas de 25 para administracién inmediata en animales para posteriores estudios. 

5.2.5. Liberacién del albendazol de los derivados frente a material bioldgico. 

Para este estudio se utilizaron dos especimenes biolégicos, el plasma y enzima esterasa de 

higado de cerdo. Los compuestos sometidos a esta evaluacion fueron el 13a, 13b y 25. La liberacién 

del albendazol se cuantificé por HPLC. Antes de utilizar el plasma y la enzima, se les determind la 

cantidad de proteinas totales, para referir su actividad a mg de las mismas, y su capacidad hidrolitica 

frente al acetato de 4-nitrofenol, con fa intencién de verificar la funcionalidad de las enzimas 

hidroliticas. Los resultados sobre la actividad hidroliticas del plasma y enzima, mostrados en la 

siguiente grdfica, indican que ambos materiales biolégicos cumplieron con este requerimiento para 

ser utilizados posteriormente. 
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—8— scstato de é-nitrofenol con plasma al 60% 
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Esquema 50. Liberacion de 4-nitrofenol del acetato de 4-nitrofenol por el material biolégico. 
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Hidrdlisis de 13a en material bioldgico. Concentracién inicial de 13a : 180.9 pM 
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Esquema 51. Liberacién del albendazol de 13a en presencia de plasma humano y esterasa de cerdo. 

Hidrdlisis de 13b en material bioldgico. Concentracién inicial de 13b : 180.9 uM 
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Esquema 52. Liberacién del albendazol de 13b en presencia de plasma humano y esterasa de cerdo. 

Hidrélisis de 25 en material bioldgico. Solucién inicial de 25: 181.8 1M 

25 en plasma 

z 25 con esterasa 
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Esquema 53. Liberacién del albendazol de 25 en presencia de plasma humano y esterasa de cerdo. 
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La liberacién de albendazol, en todos los casos siguiéd una cinética de pseudo-primer 

orden. Depués de calcular kos y t, se encontraron diferencias significativas entre la 

descomposicién de los derivados en plasma y esterasa, en relacién a la solucién amortiguadora 

de pH = 7.4 

Tabla 47. Valores de k oss y ty, para 13a, 13b y 25 en plasma, esterasa y solucién amortiguadora (T = 37 

  

  

  

°C) 

K os min”™ ty, min 
No. plasma esterasa pH = 7.4 plasma esterasa _pH = 7.4 

13a 0.09633° 0.09914 0.0057831° 7.19% 6.99° 119.83° 
13b 0.08329° 0.10014" 0.0057329° 8.32" 6.92" 120.88° 
25 0.01243° 0.01529° 0,0056282° 55.73° 45.31! 123.1289 
  Las colunnas y renglones con la misma letra de exponente no son estadisticamente diferentes (p<0.05). 

Cabe resaltar que 13a y 13b fueron los mds sensibles a la presencia del material 

biolégico, y practicamente presentaron la misma estabilidad en solucién amortiguadora, que 25. 

Aunque este ultimo mostré el mayor valor de ty, en plasma y esterasa, hay que puntualizar que 

fue el compuesto mas soluble en agua. Para la aplicacién de estos derivados en estudios de 

comportamiento antiparasitario sistémico, quiza no sea un parametro determinante la rapidéz con 

que un compuesto alcance el plasma, sino que mantenga por mas tiempo, una concentracién 

que pueda dafiar al pardsito en cuestién. Por esta razon 25, no podra ser descartado para 

estudios posteriores. 
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6. CONCLUSIONES 

Después de disefiar y Preparar profarmacos para incrementar la solubilidad acuosa del 

albendazol, os resultados alcanzados en el presente trabajo indicaron que de las dos variantes 
del disefio aplicado, los bioprecursores y los derivados biorreversibles, sélo este ultimo presenté 
los resultados que los ubican con mejores perpectivas para dicho cometido. 

Para probar la primera hipotesis de trabajo, se prepararon dos isémeros de naturaleza no 
bencimidazdlica, 2 y 3. La sintesis de tales compuestos se llev6 a cabo con rendimientos 
aceptables, aunque en la reaccién final disminuy6, por problemas de purificacién. Una de las 
primeras cosas a demostrar fue si 2 y 3 presentaban mayor solubilidad acuosa que el albendazol: 
los resultados mostraron que, en relacién equimolecular, ambos presentaron casi el doble de 
Solubilidad acuosa que el farmaco; caracteristica atribuida a su naturaleza de tioureidos N,N’- 
disustituidos. El segundo punto, consistié en probar si estos compuestos podrian generar al 
Principio activo. Por ello, tanto 2 como 3, se hicieron reaccionar con ditionita, para provocar la 
reduccién del grupo nitro a amino, y enseguida una ciclacién intermolecular que diera lugar al 
albendazol. Con los resultados favorables, solo restaba comprobar que esta transformaci6n se 
llevaba a cabo en condiciones biolégicas. Con tal intencién, 2 y 3 se administraron a ratas y 
ratones, detectandose la presencia del producto metabdlico esperado, que comprobaba que la 
bioconversién se habia llevado a cabo, aunque no con la eficiencia esperada. Estos 
experimentos demostraron que 2 y 3 cumplieron con los requisitos para ser considerados como 
bioprecursores del albendazol. 

Uno de los cambios en el patrén de comportamiento biolégico esperado, se presenté en 
los ratones, cuando en las muestras de plasma de 2, se detecté la presencia de albendazol, 1. 
Este farmaco generalmente no se encuentra como tal, sino como su metabolito oxidado (AbzSO). 
El resultado nos Ilevé a pensar que en esta biotransformacién participaba la microflora dei colon; 
y en este lugar, el albendazol generado, pasaba directamente al torrente sanguineo, sin sufrir el 
metabolismo de primer paso. Estudios realizados con bacterias de la flora intestinal, mostraron 
que éstas lograban transformar 2 al principio activo en condiciones de semianaerobiosis. Lo que 
demostr6é que al menos buena parte de 2 administrado, se metabolizaba a nivel de colon. 

Para estudiar el comportamiento de los bioprecursores frente algun parasito sensible al 

farmaco, se llevaron a cabo estudios con ratones infectados de Trichinella Spiralis. Los resultados 
mostraron que ambos compuestos presentaron actividad equivalente al albendazol en la 

fecundidad de este helminto. Sin embargo, en la evaluacién frente a la larva del parasito, los 
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resultados no fueron alentadores. Con la intencién de evaluar la actividad intrinseca de los 
tioureidos frente a T. spiralis, se llevaron a cabo estudios jn vitro con parasito en fase adulta y 

larvaria. Los resultados indicaron que los tioureidos por sf mismos, fueron activos contra el adulto 
pero no contra la larva. Por todo esto, podemos decir que los tioureidos N, N’-disustituidos no 

presentan una alternativa para ser utilizados como bioprecursores con mejores caracteristicas de 

solubilidad que el principio activo. Aunque por los resultados jn vitro, son atractivos para iniciar la 

busqueda de andlogos con mayor potencia antiparasitaria contra T. spiralis en fase adulta. 

Antes iniciar la aplicacién de la variante de derivados biorreversibles, primero se sometié a 

prueba la hipétesis que sostenia que al retirar un atomo de hidrégeno de la molécula del 

albendazol, se incrementaria su solubilidad acuosa. Por ello se prepararon los andalogos 

monometilados 27, 28 y 29. Los resultados obtenidos probaron que dicha hipdtesis resulté 

verdadera, ya que los tres andlogos fueron mas solubles en agua desionizada que el albendazol. 
Estos resultados dieron soporte al disefio y Preparacién de derivados, tos cuales ademas de 
sustituir al Atomo de hidrdgeno del albendazol, presentarian ta posibilidad de liberar a este 

Principio activo en condiciones bioldgicas. 

En el disefio de estos derivados biorreversibles se consideré a aquellos derivados con 

menor punto de fusién que el albendazo! y a los derivados con modificador ionizable. Con 

excepcién de 25, la preparacién de los derivados fue practicamente en un solo paso; cumpliendo 

con ello la premisa de que la obtencién de este tipo de compuestos no debe ser compleja y 
laboriosa, para tener perspectiva de llegar a sustituir al farmaco en cuestién. Aunque todos los 

compuestos sintetizados presentaron caracteristicas aceptables de liposolubilidad, las pruebas 

de solubilidad en agua desionizada, mostraron que sélo 4 de ellos (10, 13a, 13b y 25) resultaron 

ser atractivos para ser tomados en cuenta en estudios posteriores. De todos ellos, 25 present 

una solubilidad de ocho veces mas que el albendazol. Los compuestos se evaluaron 

posteriormente en su estabilidad con solucién amortiguadora. Los resultados indicaron que 10, 

presento inestabilidad significativa al incrementar la cantidad de amortiguador, por lo que no fue 

considerado para la ultima parte del estudio. Para 25 se llevaron a cabo estudios de estabilidad a 

diferentes valores de pH, mostrando la mayor estabilidad entre PH 4-5. Cuando se puso a 13a, 

13b y 25 frente a material bioldgico (plasma y esterasa), los tres compuestos fueron mas 

rapidamente hidrolizados en relaci6n a su descomposicién en amortiguador a pH 7.4. Estos 

resultados colocan a dichos derivados como profarmacos potenciales del albendazol. En la 

descomposicién frente a material biolégico, 13a y 13b fueron los que mas rapidamente liberaron 
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albendazol en relacién a 25; sin embargo, este ultimo fue el mas solubles de todo los derivados 

Preparados. Dado que lo mas importante en la aplicacién de profarmacos de albendazol, es la 

solubilidad y bioconversidn, el compuesto 25 no se descartar para estudios posteriores. Al 

parecer la variante de los derivados biorreversible result6 ser la mas adecuada para resolver el 

problema de la insolubilidad del albendazol. Por lo que esta linea seria la indicada a seguir 

cuando se inicien estudios con otros bencimidazoles que presentan el mismo problema de 

insolubilidad que el albendazol. 

Una consideracién adicional es la concerniente a los analogos 27 y 28, los cuales pueden 

llegar a comportarse como derivados biorreversibles, si biolégicamente sufren una reaccién de N- 

desmetilacién, por lo que no deben descartarse estudios en esta linea. 

A manera de recomendacién para los derivados biorreversibles obtenidos, sera 

importante desarrollar métodos andliticos valorados para cuantificar la presencia de 13a, 13b 0 

25, en muestras plasmaticas de animales, a los cuales se les han administrado dichos 

compuestos. Una vez logrado esto, iniciar estudios de comportamiento en animales infectados 

con algun pardsito sensible al farmaco. Los resultados darian un perfil del comportamiento de 

estos profarmacos para ser utilizados en el tratamiento de enfermedades parasitarias sistémicas. 
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APENDICE 

A. Preparacién de las soluciones amortiguadoras con fuerza idnica de 0.5. 

Amortiguador de HCI, KCI. Para la preparacion de las soluciones amortiguadoras de HCI, KCI, se partié de 
las soluciones patrones de HC] 0.2 M y KCI 0.2M (1.49 g de KCI en 100 mL de agua destilada). 

Para la preparacién de las siguientes soluciones amortiguadoras: 

i) 100 mL a pH 1.0 con una concentracién de 0.18 

ii) 100 mL a pH 2.0 con una concentracién de 0.11 

se procedié con las siguientes combinaciones y diluciones: 

  

  

pH HCI KCI aforo 

1.0 67.0 mL 25.0 mL 100 mL 
2.0 6.5 mL 50.0 mL 100 mL 
  

Amortiguador de citratos. Para la preparacién de las soluciones amortiguadoras de citratos, se parti de las 
soluciones patrones de acido citrico 0.1 M (21.01 g de CeHaO7 » H2O en 1 L de agua destilada) y citrato de 
sodio 0.1 M (29.41 g de CeHsO7Nag *2H20 en 1 L de agua destitada). 

Para la preparaci6n de tas siguientes soluciones amortiguacoras: 

i) 100 mL a pH 3.0 con una concentracién de 0.05 y fuerza idnica de 0.5 

ii) 100 mL a pH 4.0 con una concentracién de 0.05 y fuerza idnica de 0.5 

ili) 100 mL a pH 5.0 con una concentracién de 0.05 y fuerza idnica de 0.5 

se procedié con las siguientes combinaciones y diluciones: 

  

  

pH acido citrico citrato de sodio aforo KCl agregados 

3.0 46.5 mL 3.5 mL 100 mL 3.22 g 

4.0 33.0 mL 17.0 mt 100 mL 2.72g 

5.0 20.5 mL 29.5 mL 100 mL 2.25g 
  

Amortiguador de fosfatos. Para la preparacién de las soluciones amortiguadoras de fosfatos se partié de las 
soluciones patrones de NagHPO, 0.2 M (28.39 g de NasHPO. en 1 L de agua destilada) y NaH2PO, 0.2 M. 

(27.60 g de NaH2PO, +H,0 en 1 L de agua destilada). Las soluciones se conservaron en refrigeracion y 
protegidas de la luz. 

Para la preparacién de ias siguientes soluciones amortiguadoras: 

i) 100 mL a pH 6.0, 7.0, y 8.0 con concentracién 0.05 y tuerza idnica de 0.5; y 

ii) 500 mL a pH 7.4 con una concentracién de 0.02 

se procedié con las siguientes combinaciones y diluciones: 
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pH NagHPO, (0.2 M) NaH2PO, (0.2 M) aforo dilucién KCl agregados 

6.0 6.10 mL 43.90 mL 100 mL 50/ 100 mL 3.26 g 

7.0 30.50 mL 19.50 mL 100 mL 50/ 100 mL 2.85 g 

7.4 40.50 mL 9.50 mL 500 mL _—— —— 
8.0 47.35 mL 2.65 mL 100 mL 50/ 100 mL 2.64 g_ 
  

Conservar en refrigeracién los amortiguadores preparados. 

Amortiguador de NazCO3, NaHCOs. Para ta preparacién de estas soluciones amortiguadoras se partié de las 

soluciones patrones de NagCO; 0.1 M (10.62 g de NazCO, en 1 L de agua destilada) y de NaHCOs 0.1 M ( 

8.40 g en 1 L de agua destilada). 

Para ta preparacidn de las siguientes soluciones amortiguadoras: 

i) 100 mL a pH 9.0 con una concentracién de 0.05 y fuerza idnica de 0.5, y 

ii) 100 mL a pH 10.0 con una concentracién de 0.05 y fuerza iénica de 0.5 

se procedis con las siguientes combinaciones y diluciones: 
  

  

pH NaeCOg NaHCO; aforo KCI agregados 

9.0 5 mL 45 mL 100 mL 3.28 g 

10.0 30 mL 20 mL 100 mL 2.90 g 
  

Conservar en refrigeracién los amortiguadores preparados. 

Amortiguador de NaOH, NazHPO,. Para la preparacién de los amortiguadores se partid de las soluciones 

patrones de NagHPO, 0.1 M (14.20 g de NasHPO. en 1 L de agua destilada) y NaOH 0.1 M (4 g de NaOH 

en 1 L de agua destilada). 

Para la preparacién de las siguientes soluciones amortiguadoras: 

i) 100 mL de amortiguador a pH 11.0 con una fuerza idnica de 0.5; y 

ii) 100 mL de amortiguador a pH 12.0 con una fuerza idénica de 0.5 

se procedié con las siguientes combinaciones y diluciones: 
  

  

pH NagHPO, NaOH aforo KC! agregados 

11.0 50 mL 4.14mL 100 mL 2.54 g 

12.0 25 mL 26.9 mL 100 mL 2.96 g 
  

La fuerza iénica (y), en todos los casos, se calculé utilizando la siguiente formula: 

w= Vo © [Xr] (2°) + [Mi°](z?)+....+ Dr] (2?) + [Ma](2?) donde [ ] es la concentracién molar de la 

especie idnica y (z) es el valor de su carga eléctrica. 

Los valores de pH fueron verificados con el potenciometro debidamente ajustado con soluciones 

amortiguadoras estandar pH = 4.0, pH = 7.0, pH = 10 (Aldrich). 
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B. Datos para la determinacién experimental del coeficiente de particién (log P) por HPLC. 
  

  

Referencia log P_ log ko+DE 

benzaldehido 1.45 1.51 0.073 

benceno 2.15 2.12 + 0.045 
tolueno 2.69 2.57 + 0.096 

xileno 3.14 2.931 0.069 

antraceno 4.55 4.10 + 0.095 

DDT 6.38 5.60 + 0.089 
  

DE: desviacién estandar 

lo
g 

ko
 

o+ t t t T 
0 1 2 3 4 

log P 

log ko = m(log P) +b; m= 0.83, b = 0.3426 

  

ad
 

a ww
 

C. Medio de cultivo minimo y procedimiento para el cultivo de microorganismos 
(medio A 5X) 
  

  

Ingredientes Cantidad 

(NH4)280.4 5.0g 

KzHPO, 52.5 g 

KH2PO4 22.59 

Citrato de sodio 2H20 2.59 

Fuente de carbono 10.0 mL 

MgSO.. 7 H2O 1.0 mL 

_Aqgua hervida c.b.p. 1.0L 
  

1. En un matraz erlenmeyer de 1500 mL, con agitador magnético y 600 mL de agua, se agregaron ef sulfato 

de amonio, el fosfato de potasio dibdsico y monobasico y el citrato de sodio. Se agité a temperatura 
ambiente. 
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. En un vaso de precipitados de 250 mL con 100 mL de agua, se disolvieron 20 g de glucosa. De esta 
solucién, (fuente de carbono), se tomaron 10.0 mL y se agregaron a la solucién anterior. 

. En oun vaso de 250 mL con 100 mL de agua, se disolvieron 24.5 g de sulfato de magnesio. 
Posteriormente, se tomaron 1.0 mL y Se agrego a la solucién del paso 1. 

. Después de agregar todos tos ingredientes, se registré el valor de pH, el cual fue de 7.2. En caso 
contrario, se ajusté a este valor con soluidn acuosa de NaOH. Una vez realizado esto, se afiadié la 
cantidad suficiente de agua para tener 1 L de medio de cultivo. 

. En matraces de 125 mL se colocaron 100 mL del medio para esterilizarlos en autoclave a 121 °C durante 
20 min. 

Inoculacién de microorganismos y adicién de los bioprecursores. 
6. En condiciones asépticas, a los matraces que contienian medio de cultivo esterilizados, se les 

adicionaron inéculos de una cepa bacteriana diferente en cada matraz.. Se taparon los matraces con 
una torunda de algodén-gasa, y se colocaron en un agitador mecdnico, dentro de un cuarto con 
temperatura controlada a 37°C, durante 24 h. Dei mismo modo se resembraron las cepas de bacterias 
en medios de cultivo sdlido, e incubaron bajo las mismas condicones, para ser utilizadas en estudios 
posteriores. 

. Transcurrido el tiempo, se colocaron 0.5 mL del medio de cultivo en tubos de ensayo, que contienian 1 
mL de agua destilada. Se procedié a registrar la absorbancia de estas soluciones a 540 nm. Se utilizd 
medio de cultivo como blanco. 

. En un matraz erlenmeyer de 1000 mL, se colocaron 600 mL de medio de cultivo al cual se le pasé una 
corriente de nitrégeno durante 10 min. Enseguida se esterilizé por autoclave a 121 °C durante 20 min. 
En condiciones asépticas, se colocaron 6.5 mL de medio de Cultivo previamente esterilizado en tubos de 
ensayo de 13 x 100. 

. Se procedi6 a esterilizar soluciones de bioprecursores y albendazol por filtraci6n en Millipore. Se tomaron 
130 pL de cada solucién y se agregaron a los tubos de ensayo anteriores. La distribucién se realizé de 
tal manera que se tuviesen muestras por triplicado para cada microorganismo. 

10. Una vez que se distribuyeron los compuestos a evaluar, se agregaron, en condiciones asépticas, 100 uL 
de medio de cultivo obtenido en ei paso 6. 

11. Se taparon los tubos de ensayo y se incubaron durante 24 h a 37 °C. Transcurrido el tiempo se evalué 
la viabilidad de los microorganismos como se realizé en el paso 7. Se procedié a centrifugar a 6000 rpm 
durante 10 min para separar el paquete celular. 

12. Se tomaron 2 mL del sobrenadante y se procedié a determinar la presencia del albendazol ylo 
bioprecursores por HPLC." 
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D.Datos para la elaboracién de la curva estandar de los bioprecursores 

Bioprecursor 2 

Longitud de onda de lectura: 375 nm Solucién patrén 0.1 mg/mL etanol (303 uM) 

2, uM 2, 10? mg/mt Abs.” 

24.31 0.8 0.185 
27.35 0.9 0.210 
30.39 1.0 0.231 
45.59 1.5 0.375 
60.79 2.0 0.476 
75.98 25 0.627 

91.18 3.0 0.772 

106.30 3.5 0.974 

Abs.: absorbencia; “promedio de tres determinaciones 

El cAlculo de ¢ (absortividad molar) se realiz6 mediante la ecuacién de Lambert-Beer 

A=e| [concentracién] 

donde A : absorbencia, | : longitud de la celda (1 cm), €: coeficiente de absortividad molar 

Después de ajustar los valores con minimos cuadrados se obtuvo un valor de 

€ = 9262.97 M" cm” 
2 

10: bloprecursor 2 

oa 

i a6 

Boa 
t 

o2 

a9 

20 40 wm a 400 120 

Concentracién, uM 

Bioprecursor 3 

Longitud de onda de lectura: 375 am Solucién patrén 0.1 mg/mL etanol (303 1M) 

3, uM 3, 10° mg/mL Abs.* 

30.39 1 0.333 

36.47 1.2 0.386 

42.55 1.4 0.473 

48.63 1.6 0.524 

64.71 1.8 0.585 
72.94 2.4 0.865 

91.18 3 1.044 

Abs.: absorbencia. “promedio de tres determinaciones 

Después de ajustar los valores con minimos cuadrados se obtuvo un valor de 

€ = 12101.24 M’ cm" 

128



EEE OO OO .. ————————————e———eeeee_ 

  

  

  

Apéndice 

V2 
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E. Datos para la elaboracién de la curva estandar del albendazol, 1. 

Longitud de onda de lectura: 295 nm. Solucién patron 0.1 mg/mL etanol (376.88 uM) 

1, uM Abs. Abs. Abs. promedio DE EE 

24.12 0.185 0.196 0.179 0.18667 0.00862 0.00498 

27.13 0.210 0.245 0.190 0.21500 0.02784 0.01607 

30.15 0.298 0.289 0.295 0.294 0.00458 0.00265 

45.22 0.444 0.449 0.439 0.444 0.00500 0.00289 

60.30 0.600 0.625 0.611 0.611 0.01258 0.00726 

75.37 0.771 0.789 0.796 0.785 0.0129 0.00745 

90.40 0.929 0.979 0.990 0.966 0.0325 0.01877 
  

Abs: absorbencia; DE: desviacién estandar; EE: error estandar 

Después de ajustar los valores con minimos cuadrados se obtuvo un valor de 
e = 11591.01 M" cm" 

10 slbendazol, 1 

OB 
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a 

£ 
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9 a 

o 20 “0 Lo 80 100 

Concentraclén, pM 
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F. Datos para la elaboracién de la curva estdndar de los andlogos 27-29 

  

  

Analogo 27 

Longitud de onda de lectura: 306 nm. Solucién patrén 0.5 mg/mL etano! (1789.99 uM) 

27, uM Abs. Abs. Abs. promedio DE EE 

17.89 0.298 0.287 0.279 0.288 0.00995 0.00551 
26.84 0.481 0.410 0.425 0.438 0.03686 0.02128 
35.79 0.590 0.578 0.610 0.592 0.01617 0.00933 
44.74 0.761 0.770 0.745 0.758 0.01258 0.00726 
53.69 0.968 0.956 0.937 0.953 0.00586 0.00338 
  Abs: absorbencia; DE: desviacién estandar; EE: error estandar 

Después de ajustar los valores con minimos cuadrados se obtuvo un valor de 

€ = 18435.75 M' om” 

9 andlogo 27 

cB 

O7. 

3 08 

3 Os 

8 o« 6 

03 

o2 

on 

° 19 20 % “0 0 Ca 
Concentracién, nM 

  

  

Analogo 28. 

Longitud de onda de lectura: 306 nm. Solucién patrén 0.5 mg/mL etanol (1789.99 pM) 

28, uM Abs. Abs. Abs. promedio DE EE 

17.89 0.33 0.31 0.32 0.32 0.01 0.00577 

26.84 0.422 0.467 0.455 0.448 0.023 0.01345 

35.79 0.581 0.601 0.600 0.594 0.014 0.00651 

44,74 0.730 0.780 0.760 0.756 0.025 0.01453 

53.69 0.958 0.977 0.982 0.972 0.020 0.01198 
  Abs: absorbencia; DE: desviacién estandar; EE: error estandar 

Después de ajustar tos valores con minimos cuadrados se obtuvo un valor de 

e = 18011.12 M' cm" 
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Analogo 29 
Longitud de onda de lectura: 300 nm. Solucién patrén 0.5 mg/mL etanol (1319.26 pM) 

29, uM Abs. Abs. Abs. _ promedio DE EE 

26.84 0.233 0.210 0.221 0.220 0.010 0.00577 

35.79 0.322 0.367 0.355 0.348 0.023 0.01345 

44.74 0.481 0.501 0.500 0.494 0.011 0.00651 

53.69 0.630 0.680 0.660 0.656 0.025 0.01453 

71.52 0.858 0.917 0.832 0.869 9.020 0.01198 

Abs: absorbencia; DE: desviacién estandar; EE: error estandar 

Después de ajustar los valores con minimos cuadrados se obtuvo un valor de 

e = 14801.79 M" cm" 

1.0 

°8 andlogo 29 ‘ 
aa 

° oF 2 

Bos 
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° 10 20 wn 40 50 60 7 BO 

Concentracién, uM 
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G. Datos para la elaboracién de la curva estandar del derivado biorreversible 25 

Longitud de onda de lectura: 322 nm. Solucién patrén 0.2 mg/mL etanol (399.92 uM} 

  

  

    
   

  

  

25, uM Abs. Abs. Abs. promedio DE EE 

179.96 0.378 0.32 0.33 0.34267 0.03101 0.0179 
199.96 0.444 0.387 0.407 0.41267 0.02892 0.0167 

219.95 0.485 0.441 0.491 0.47233 0.0273 0.01576 

239.95 0.552 0.501 0.571 0.54133 0.0362 0.0209 

259.94 0.61 0.559 0.604 0.591 0.02787 0.01609 

279.94 0.65 0.659 0.618 0.64233 0.02155 0.01244 

299.94 0.693 0.688 0.712 0.69767 0.01266 0.00731 

319.93 0.741 0.779 0.785 0.76833 0.02386 0.01378 

Abs.: absorbencia; DE: desviacién estandar; EE: error estandar 

Después de ajustar los valores con minimos cuadrados se obtuvo un valor de 

€ = 29655.49 M" cm” 

oa 

oe derivado 25 

j os ve 

Bos 
* itt oan ee ee 

03 

wo 180 200-20 210 «280 «28D 900 «EO AO 
Concentraclén, uM 

H. Elaboracién de la curva para la cuantiflcacién de albendazol por HPLC. 

Solucién patrén: 0.2 mg de albendazol/mL de etano! absoluto (753.778 1M) 

Cantidad de inyeccin a la columna: 20 pL 

Tiempo de retencién para el albendazol: 5.7040.02 min 

1, uM area area area promedio DE EE 

188.4 31.0279 32.2289 31.56903 31.60861 0.60148 0.34726 

150.74 24.1946 25.8946 24.3989 24.82937 0.92816 0.53587 

113.03 19.54015 20.1267 20.1946 19.95382 0.35985 0.20776 

75.37 12.92439 11.2903 41.1733 11.796 0.97897 0.56521 

37.68 6.41394 6.00123 6.3659 6.26036 0.22569 0.1303 
  

DE: desviacién estandar; EE: error estandar. 

  

132  



  

Apéndice 

Después de ajustar por minimos cuadradados k = 0.1691 pM" 

Ar
ea
 8 

     
Y = -0.229 + 0.36013 (0.00861) X 
(= 0.00771 (0.7880) no 5 

  

0 2 42 6 6 100 120 140 180 180 200 
Concentracién, uM 

Solucién patrén: 0.2 mg de albendazol/mL de etanol absoluto (753.778 1M) 

Cantidad de inyeccién a la columna: 5 pl 

Tiempo de retencién para el albendazol: 5.20+0.12 min 

1 
“ ¥ » -0.00161( 0.09837) « 0.01€97 (0.000311) 

1909905 (0.0406) ne 

  

o 50 100 180 200 

Concentractén, pM 

Después de ajustar por m/nimos cuadradados k = 0.01897 uM" 

|. Determinacién de protefnas totales. 

Para este ensayo se utilizé el Kit BIO RAD® (catdalogo 500-0002), el cual utliza el método de 
Bradford para la cuantificacién de proteinas. 

1. Se prepar6 ta dilucién de 1 parte del colorante BIO-RAD con 4 partes de agua desionizada. La soluci6n 
Se pas6 por un papel filtro Whatman #1 para la remocién de particulas suspendidas. 

2. La concentracién de la solucién patrén de albumina (Sigma) fue de 2.0 mg/mL. Para la preparacién de 
las soluciones de la curva patrén, se hicieron diluciones tomando 1.5, 2.0, 2.5, 3.0,3.5 mL de {fa solucién 
patrén y se aforaron a 10 mL con agua desionizada. Con esto se obtuvieron las siguientes 
concentraciones: 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 mg/mL. 
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3. En series de tres tubos de ensayo se colocaron 100 yL de cada solucién de la curva patron, asi como de 

la muestra problema. Luego se adicionaron 5.0 mL del colorante diluido de BIO-RAD y se agitaron 
mediante un vortex durante 30 s. 

4. Se incubaron los tubos de ensayo a temperatura ambiente durante 5 min y no mas de 30 min (la 

absorbencia se incrementa con el transcurso de tiempo). Se leyeron las muestras a 595 nm en celdas de 
poliestireno de 1 cm de longitud y 1.5 mL de capacidad (catdalogo BIO-RAD 223-9955). 

  

  

amg Abs Abs Abs promedio DE EE 
0.3 0.312 0.3024 — 0.2989 0.30443 0.00678 0.00392 
0.4 0.382 0.3918 0.3976 0.39047 0.00789 0.00455 
0.5 0.45 0.46153 0.4485 0.45334 0.00713 0.00412 
0.6 0.52 0.50348 0.5365 0.51999 0.01651 0.00953 
0.7 0.59 0.6029 0.61003 + ~—-o0.60098 0.91015 0.00586 
  Abs: absorbencia; DE: desviacién estandar, EE: error estandar 

Después de ajustar con minimos cuadrados, k = 0.7226 em” mg/mL" 

     

    

=S atbumina 

0.35 Y » 0.0025 (0.0115) + 0.72281 (0.0221) X 
«0.99850 (0.0070) n05 

028. 

oa oe 05 O68 or 08 

Concentractén, mgimL 

J. Espectros, 

A continuacién se presentan sdlo los espectros de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear de 
proténes (CH RMN) y de carbono-13("°C RMN), de os productos finales que se obtuvieron en el presente 

trabajo de tesis. Para facilitar la localizacién de los mismos, en la siguiente pagina se encuentra un listado 
con el numero de tos compuestos y las paginas agrupadas de sus espectros. 
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Listado para los espectros de los productos finales 

Compuesto paginas 

Vineeeeessesesestsseetessessesssstsseeeareessses 136 - 137 

Qo esecessesessssesesseetsausssessssesaccestesaaes 138 - 139 

Bosrecessesseeseeseeatsstsseossessscsueceeeneces 140 - 141 

BAL esessecstcsseereseseestssssssesesscsecass 142 - 143 

  

VBE. eesseseestestesesesseesecsssssceneeees 147 - 148 

VBD.. cc esscceessnssesesssecssssscserseeseese 149 - 150 

V4 A ee eecesceesesstssssseeseestesennes 151 - 153 

VAD. ececsnscsnetestessessesessesneee 154 - 155 

16... eescesstssncseseesessessesstsseeseesees 156 - 158 

VQ. ecestesessrereesesnsssessesstssseeess 159 ~ 160 

    

167 - 168 

2B ees ecsccssscscctsreesestesesssssseeetsecs 169-170 

2D. eeccssecsecsesrecesessteasssscssesseescers 171-172 
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PREPARATION OF N-METHOXYCARBONYL-N’-[2-NITRO-4(5)-PROPYL- 

THIOPHENYL]|THIOUREA AS PRODRUGS OF ALBENDAZOLE. 

Francisco Hemandez-Luis,’ Rafael Castillo, ** Lilian Yépez-Mulia,” Roberto Cedillo-Rivera,” Gabriel Martinez- 

Vazquez, * Rati! Morales-Hurtado,” Helgi Jung,” Monica Sanchez,° Alicia Hemandez-Campos,* Noemi Viveros,” 

and Onofre Mufioz* 

“Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, UNAM. C.U., México D.F. México, 04510. 

"Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, IMSS. México D.F. México. 

“Instituto Nacional de Neurologia. Insurgentes Sur. México D.F. México. 

Abstract: N-methoxycarbonyl-N’-(2-nitro-4-propylthiophenyl)thiourea and N-methoxycarbonyl-N’-(2-nitro-5- 
propylthiophenyl)thiourea, prodrugs of albendazole, have been synthesized. The biotransformation in rats, after 
oral administration of these prodrugs to albendazole and albendazole sulphoxide, is described. 
Copyright © 1996 Elsevier Science Ltd 

Introduction. In the chemotherapy of many human and veterinary parasitic diseases scientists have widely used 

benzimidazoles,' among which albendazole (ABZ, 1) has been successfully used in the treatment of enteral 

helminthic infections” as well as some tissue-dwelling parasitosis, such as trichinellosis,* echinococcosis? and 

neurocysticercosis.** Despite its anthelmintic activity, albendazole has poor oral bioavailability as a result of its 

low aqueous solubility (ca. 0.5 mg/L)’ and its extensive first pass metabolism in the small intestine’ and the 

liver? where it is rapidly transformed into its main metabolite-albendazole sulphoxide derivative 

(ricobendazole).**? In the plasma of men, dogs, rats, cattle, and sheep,'” albendazole is undetectable and the 

levels of albendazole sulphoxide have shown great intraindividual variability;’* therefore, high doses and long 

treatments are necessary to reach therapeutic effects. 

“~ N vad rps 
H 

! 

An approach to increase the oral bioavailability of benzimidazoles is the production of prodrugs (pro- 

benzimidazoles) with higher solubility and adequate lipophilicity."*"* In a previous report, Walchshofer et al," 

demonstrated.that N-methoxycarbonyl-N’-(2-nitro-4-trifluoromethylpheny!]thiourea undergo nitroreduction and 

cyclization in gerbils to give their corresponding benzimidazole-2-carbamate (Figure 1). In addition, this 

compound shows anthelmintic activity against Echinococcus multilocularis.'® 
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Figure I 

This observation stimulated us to design prodrug 2 (Figure 2), based on an analogy to the phenyl thiourea 

described above. On the other hand, prodrug 3 was designed in order to find out if there is any preference in the 

reduction of the nitro group and hence cyclization to give albendazole sulphoxide. In this paper, we report the 

synthesis of phenyl thioureas 2 and 3 and the bioconversion of these compounds into ABZ and albendazole 

sulphoxide in rats. 

~~ nS “ NHCNHCOCH, 

‘ NHCNHCOCH, Ne | i h 10, 

2 

Figure 2 

Chemistry. The routes used to synthesize prodrugs 2 and 3 are depicted in Schemes | and 2. 

Preparation of N-Methoxycarbonyl-N’-(2-Nitro-4-Propylthiophenyl)Thiourea (2). The synthesis began 

with the heating of a mixture of 2-nitroaniline, NH,SCN, and Br, in methanol under a nitrogen atmosphere at 

reflux for an extended period of time.'* This procedure gave an excellent yield of 4. The reaction of 4 with a 

mixture of n-PrOH, n-PrBr, NaCN, MeBu;NCl, H,O, and CH:Ch gave 5.'° The methoxycarbony! 

isothiocyanate, '* formed in situ from potassium thiocyanate and methy! chloroformate in acetone, was allowed 

to react with 5 to produce the phenyl thiourea 2. 

Preparation of N-Methoxycarbonyl-N‘-(2-Nitro-5-Propylthiophenyl)Thiourea (3). The synthesis of this 

prodrug began with the nitration of 3-chloroaniline by using fuming nitric acid and acetic anhydride to give 6.” 

The reaction of 6 in hot H2SQ, gave 3-chloro-6-nitroaniline, which was reacted with PrSH/NaOH in ethylene 

glycol to give 7.'’ The methoxycarbony! isothiocyanate, 'S formed as above, was allowed to react with 7 to 

produce the phenyl thiourea 3. Both prodrugs, 2 and 3, were recrystallized from EtOH-H20. 
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Biological Assay. ABZ was administered as a commercial suspension (Zentel), and the solutions of prodrug 2 

and prodrug 3 were freshly prepared in ethanol, Tween 80, water (50:25:25) at room temperature. Doses of 

0.037 mmol/Kg of each compound were given orally to Sprague Dawley rats. Blood samples were obtained 
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from the external jugular of 2 rat/group, each from 2 h to 12 h post-dose. The plasma was separated by 

céntrifugation and extracted with a Sep-Pak C18 cartridge. Samples were analyzed by HPLC, as previously 

described by Hurtado et al." 

Results and Discussion 

The mp, IR, and 'H NMR data of compounds 4, 5, 6, and 7 were consistent with those reported in the 

literature.“ The structures of prodrugs 2 and 3 were established by IR, MS, 'H NMR, and °C NMR 

Elementary analyses were within + 0.4% of calculated values. 

Table 1. Physical data of the prodrugs 2 and 3. 

Prodrug Yield (%) mp (°C) Spectroscopic data 

IR (KBr) v:3170, 1732, 1566, 1048, om". 'H NMR (DMSO-d) 
5: I(t, 3H, -CH3), 1.7 (m, 2H, -CH,-), 3.1 (t, 3H, -CH2S), 3.7 (s, 
3H, CHO), 7.6 (dd, 1H, H-C5), 7.8 (d, 1H, H-C6), 7.9 (d, 1H, H- 
C3), 11.6 (s, 1H, -NH), 11.7 (s, 1H, NH), ppm. °C NMR 

2 35 121-122 (DMSO-d) 5: 13.14 (CHb-), 21.66 (-CH2-), 33.56(-CH2S-), 53.19 
(CH3O-), 122.29 (C6), 129.14 (C1), 130.50 (C3), 131.71 (C5), 
137.40 (C4), 144.45 (C2), 153.85 (C=O carbamate), 180.137 

(CS thiourea), MS (CI, CHy), nvz: 330 (M"+1) (100%). 
Anal. (CigHisN30.S2) C, H, N. 

IR (KBr) v:3186, 1736, 1578, 1038, cm’. 'H NMR (DMSO-d) 
8: 1.0 (t, 3H, CA), 1.7 (m, 2H, -CH,-), 3.1 (t, 2H, -CH2S), 3.8 (s, 
3H, CH;0-), 7.3 (dd, 1H, H-C4), 7.9 (d, 1H, H-C6), 8.0 (d, 1H, 
H-C3), 11.6 (s, 1H, -NH-), 12.1 (s, 1H, -NH-), ppm. °C NMR 

3 48 122 (DMSO-ds) 8: 13.117 (CH5-), 21.67 (-CH»-), 32.66 (CH2S-), 
53.14 (CH3O-), 124.03 (C6), 125.5 (C4, C3), 132.97 (C1), 139.50 
(C2), 145.96 (C5), 153.67 (C=O carbamate), 179.80 (C=S 
thiourea). MS (CI, CH,), nvz: 330 (M‘+1) (100%). 
Anal. (CrHisN30.8,) C, H, N. 

Compound 4 was prepared in good yield (90%) according to the procedure described in the literature." 

However, compound 5 was isolated in low yield (47%) due to difficulties that appeared during the purification 

by recrystallization from hexane of this low-melting compound. The last compound of this series, prodrug 2, 

gave low yields (37%), probably due to the diminished nucleophilic character of the amino group conjugated to 

the o-nitro group. Another problem encountered was the formation of a less polar secondary product which was 

eliminated during the recrystallization. In an effort to increase the yield of prodrug 2 the solvent and temperature 

of the reaction were changed, but the same results were obtained. 

Compound 6 was prepared with an excellent yield in the one-step reaction by using fuming nitric acid in acetic 

anhydride without isolation of the intermediate amide. However, 6 had to be hydrolized with hot concentrated
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H2SO, before the nucleophilic substitution with 1-propanethiolate in ethylene glycol. Prodrug 3 was obtained in 

low yield (30%) due to the same difficulties presented in the preparation of 2. 

In relation to the biotransformation studies, all rats survived after the administration of prodrugs, and no signs of 

toxicity were observed. It was evident by HPLC that prodmgs 2 and 3 suffered bioconversion to ABZ and its 

metabolite (Table 2). 

Table 2. Bioconversion of prodrugs in rats. 
  

  

  

1 2 3 

Time ABZ-S ABZ ABZ-S ABZ ABZ-S ABZ 
@) (ug/mL) — (He/mL) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (g/mL) 

2 0.5930 0.055 0.1802 d nd nd 

2 0.2450 d 0.1088 d nd nd 

4 0.3084 d. 0.0927 nd 0.0960 nd 

4 0.1935 d 0,0958 nd nd nd 

6 0.2875 d nd d ad 0.1500 

6 0.4081 d 0.1633 nd nd 0.7450 

8 0.2803 d nd d d 0.0792 

8 0.1113 d nd d nd nd 

10 0.2696 d nd d nd d 

10 0.1297 d nd d 0.0889 d 

12 3.4802 0.0980 (0.2704 d 0.1622 nd 

12 0.5919 d 0.2704 d nd nd 
  

ABZ: albendazole; ABZ-S: albendazole sulphoxide; d = detectable; nd = not detectable. 

Although prodrugs 2 and 3 did not reach an equivalent concentration of ABZ and ABZ sulphoxide as ABZ itself, 

prodrug 2 was more efficiently biotransformed than prodrug 3. Also, the production of ABZ and its metabolite 

from prodrug 2 resembles ABZ itself. In addition, a great variability in the amount of ABZ detected/ ABZ 

sulphoxide in plasma samples taken at the same time from animals treated with the prodrugs was evident. 

However, the same variability was observed with ABZ itself. The data obtained in this study show that prodrug 

3 produced ABZ after 6 h and albendazole sulphoxide after 10 h. This suggests that the reduction of the nitro 

group is disminished by the electron-donating capacity of the propylthio group in the para position, effect that is 

not exerted in prodrug 2. It is likely then, that the biotransformation of prodrugs 2 and 3 is initiated with the 

reduction of the nitro group by the intestinal microflora followed by intramolecular cyclization of the molecules. 

Studies are currently being carried out in order to evaluate the anthelmintic activity of these prodrugs. 
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