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1.0. INTRODUCCION

La quimica farmacéutica tiene como principal objetivo la identificacion, la sintesis y el
desarrollo de nuevos compuestos quimicos que sean adecuados para el uso terapéutico. En
los ultimos afos el disefio de nuevos farmacos ha explorado nuevos espacios de la quimica
y, usando herramientas como la quimica computacional, ha llevado a moléculas mas
complejas y de mayor peso molecular que a menudo tienen una limitada solubilidad acuosa y
baja biodisponibilidad.

Dicha problematica se ve reflejada en los farmacos antihelminticos derivados del
bencimidazol, en especial los bencimidazol 2-carbamatos, los cuales ocupan un lugar
importante por su amplio espectro de accién y su baja toxicidad, y en los cuales se ha
observado que la efectividad se ve severamente disminuida in vivo por la pobre absorcion de
los agentes activos.

Las estadisticas indican que en Meéxico las infecciones parasitarias se consideran
enfermedades emergentes entre la poblacion, ademas de encontrarse entre las causas mas
frecuentes e importantes que ocasionan una ineficiencia biolodgica y econdmica en los
sistemas pecuarios del pais. Por ello resulta muy importante buscar alternativas que ayuden
a la mejora de las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de dichos compuestos.

El desarrollo de profarmacos es una estrategia para incrementar la solubilidad de moléculas
en medio acuoso, lo que permite que las nuevas entidades puedan atravesar las membranas
bioldgicas en mayor grado y de esta forma lograr que sean mas efectivas a nivel sistémico.
Se aprecia esta necesidad en la creacion de profarmacos contra Fasciola hepatica, un
parasito que se encuentra alojado en el higado, y cuyo farmaco de eleccion, el
triclabendazol, es escasamente soluble en agua.

Por ello, en este trabajo se fij6 el propdsito de sintetizar la sal disédica de dos derivados del
1-fosfonooximetilbencimidazol, como modelos de profarmacos. Los resultados fueron la
obtencion de dos productos finales con mayor solubilidad acuosa, aunque con una
estabilidad acuosa muy limitada. Los resultados obtenidos permiten plantear la expectativa
de extrapolar dicha ruta de sintesis a fArmacos antiparasitarios con gran actividad biologica y
con un mayor tamafo, pero pobre solubilidad acuosa, como es el caso del triclabendazol.

|
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2.0. ANTECEDENTES
2.1. Fasciolosis

2.1.1 Generalidades

Las “enfermedades parasitarias desatendidas” (Parasitic Neglected Deseases) se definen
como aquellas infecciones parasitarias que reciben poca atencion y se ven postergadas en
las prioridades de la salud publica. Este tipo de padecimientos predomina en zonas rurales o
barrios suburbanos pobres, con climas templados o tropicales, escasas instalaciones
sanitarias y malos habitos de higiene. Siendo la pobreza un comin denominador en la
prevalencia de las infecciones parasitarias, el interés por desarrollar y fortalecer la
investigacion clinica y farmacéutica, asi como la innovacion en métodos de diagndstico
eficaces es limitado, ya que las empresas farmacéuticas se ven impedidas para desarrollar
investigacion por el alto costo de tiempo y dinero. Es por esto que resulta importante realizar
investigacion basica que permita sentar las bases para la creacion de farmacos que tanto se
necesitan para el tratamiento de estos padecimientos olvidados. Un gran nuamero de
enfermedades desatendidas corresponden a infecciones parasitarias, esto debido a que el
interés por desarrollar y fortalecer la investigacion clinica y farmacéutica es limitado, y la
innovacion es muy escasa en métodos diagndsticos eficaces, es decir, tienen como
caracteristica comun la poca inversion para su control y manejo.

Hacia 2011, la OMS emiti6 una lista de enfermedades desatendidas entre las que se
encuentran la lepra o enfermedad de Hansen, leptospirosis, peste, tracoma, Ulcera de Buruli,
enfermedad de Chagas, tripanosomiasis africana (enfermedad del suefio), leishmaniasis
cutanea y visceral, oncocercosis, dengue, rabia humana, dracunculiasis, fasciolosis, célera,
esquistosomiasis, filariasis linfatica, geohelmintiasis y accidente ofidico; e informdé que cerca
de 1.0 millén de personas en el mundo sufren de al menos una enfermedad desatendida.’

La fasciolosis en una enfermedad causada por los trematodos del género Fasciola, referidos
comunmente como trematodos hepaticos, siendo F. hepética y F. gigantica las dos especies
implicadas comunmente como agentes etioldgicos de esta enfermedad. Se ha observado
gue F. hepdtica tiene una distribucion mundial predominantemente en zonas templadas,
mientras que F. gigantica solo se ha encontrado en algunas zonas tropicales y generalmente
solapandose con F. hepatica,”> sobre todo en China (especificamente en la Provincia de
Taiwan), Japén, Republica de Corea y Filipinas.®

La Fasciola adulta es aplanada, de forma lanceolada, como hoja carnosa, color café
parduzco (Figura 1) y mide alrededor de 3 x 1.5 cm.*

|
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Figural. Fasciola hepatica en edad adulta.*

2.1.2. Ciclo de vida de Fasciola hepatica

El ciclo de vida de F. hepatica consiste de cinco fases, como se muestra en la Figura 2. La
primera fase incluye la ingesta de las metacercarias por su huésped definitivo, un mamifero
(vacas, ovejas, humanos, etc), las cuales eclosionan generalmente en el lumen del intestino
y migran hacia el higado donde se alimentan de las células del parénquima hepatico,
causando fuertes hemorragias. F. hepatica crece lentamente y alcanza la madurez sexual a
los dos meses de haberse alojado en los conductos biliares. Por ser un organismo
hermafrodita, produce sus huevecillos que pasan de los conductos biliares al duodeno y a
continuacion a las heces fecales aproximadamente después de una semana de desarrollo.
Estos huevecillos deben depositarse en agua fresca para completar su desarrollo y eclosion,
misma que puede ocurrir después de 10 dias o incluso meses después, dependiendo de la
temperatura del medio. Después de haber eclosionado a miracidios ciliados, éstos nadan en
busca de su huésped intermedio, un molusco gastrépodo (caracoles, babosas, etc), al que
penetran para su posterior reproduccion asexual. En este estadio se da la morfogénesis de
miracidio a esporocisto y luego a redia, y cada redia da origen a muchas cercarias que salen
del molusco al agua, que se enquistaran cerca de plantas acuaticas o incluso en el mismo
medio acuoso, ya que son resistentes a cambios de temperatura. Se cierra el ciclo cuando
las metacercarias son consumidas por el huésped definitivo de plantas o agua contaminada.’

|
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Figura2. Ciclo de vida de Fasciola hepatica.®

2.1.3. Importancia de la fasciolosis

La fasciolosis es una enfermedad veterinaria importante debido que provoca pérdidas
productivas y econémicas entre el ganado, principalmente ovino y bovino’ ademés, también
puede infectar al ser humano.

Esta parasitosis es de distribucién global. Se estima que 2.4 millones de personas estan
infectadas, y mas de 180 millones estan en riesgo de contraer la infeccién.” Los problemas
sanitarios mas graves asociados a la fasciolosis se encuentran en los paises andinos de
América del Sur, Africa septentrional, Irdn y Europa occidental.®

La importancia de la fasciolosis en México se da principalmente en el ganado, generando un
proceso inflamatorio, generalmente crénico, del higado y conductos biliares que provoca en
los mamiferos que infecta (ovinos, bovinos, caprinos, cerdos, equinos, conejos, venados,
animales silvestres y el ser humano), trastornos digestivos y de la nutricién, retardando el
proceso de crecimiento, disminucion de la produccion lactea, baja calidad y rendimiento de
lana, disminucién de resistencia a otras enfermedades, ademéas del elevado decomiso de
higados en rastros, lo cual se refleja en cuantiosas pérdidas econémicas.’

|
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2.1.4.

Tratamiento y control de la fasciolosis

Los carbamatos bencimidazélicos (albendazol, mebendazol y triclabendazol) y metabolitos
como el sulféxido de albendazol, que se aprecian en la Figura 3, se desarrollaron en la

década
Su uso

de 1970 para uso veterinario, comprobandose después su eficacia y seguridad para
en medicina humana. Se ha propuesto que estas moléculas se fijan a los

microtdbulos del parasito,'° provocando cambios degenerativos en las células tegumentarias
e intestinales no solo de helmintos,'* sino también de protozoarios,'®> bloqueando el

ensamb

laje de las tubulinas que, una vez polimerizadas, van a formar las proteinas

microtubulares de los helmintos, responsables del normal funcionamiento celular.®

o)
1]

N N S N
S

N N N N

H H

H

Tiabendazol Mebendazol Fenbendazol
(o} (e}
11 | |
S N N
| \)>—NHCO,CH, O O | \)>—NHCO,CH,
N F N
H H
Oxfendazol Flubendazol
IoI Cl
S N S N Cl (e} N
He” N Hye” N
3 \©I\>—NHCOZCH3 s | \)>—NHCO,CH; | \)>—scCH,
N N cl N
H H H
Albendazol Sulféxido de Albendazol Triclabendazol

Figura3. Ejemplos de farmacos bencimidazélicos.®

El triclabendazol es un compuesto bencimidazdlico usado en veterinaria desde 1983 para el
control de la fasciolosis, aprobandose su uso en humanos desde 1989,’ debido a la eficacia
gue presenta en todos los estadios de Fasciola hepatica comparado con otros farmacos
activos contra este parasito, como se aprecia en la Tabla 1.
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Tabla 1. Eficacia de los farmacos usados en el tratamiento de la Fasciolosis

Espectro de eficacia de farmacos a las dosis recomendadas en ovejas
Edad del parasito en semanas
Farmaco 1l 2] s a4 5] 6] A 8] o] 1] 1] 12] i3] 1a
Biotinol, Hexaclorofeno
Oxiclonazida, Niclofolang
Albendazol

Clorsulontivermectina 50-70% 80-99%
Clorsulon {oral) 90-99%
Nitroxinil, Closantel 50-90% 91-99%
Rafoxanida 50-90% 91-99%
Triclabendazol | 90-99% 99-100%
Diamfenetina 91-100% | 50-80%

A pesar de que el triclabendazol se puede usar en todas las etapas de la fasciolosis, tiene
varias desventajas. Una de ellas es incapaz de prevenir o controlar el desarrollo de
resistencia en las poblaciones parasitarias, definida como la disminucion de la eficacia contra
una poblacién de parésitos que es sensible a este farmaco y es de naturaleza genética.™
Otra de las desventajas que presentan la mayoria de los farmacos antiparasitarios
bencimidazolicos es su limitada solubilidad en agua, por lo que tienen que ser administrados
por via oral como suspensiones, polvos o bolos intrarumiales o soluciones inyectables
usando agentes complejantes que solo necrosan el sitio de administracion.

La baja solubilidad de estos compuestos también se ve reflejada en que solo un porcentaje
menor al 5% del farmaco administrado es absorbido; esta caracteristica resulta muy benéfica
cuando los parasitos se encuentran en el tracto gastrointestinal, puesto que es ahi donde se
requiere una alta concentracién del farmaco, pero cuando los parasitos son sistémicos o se
encuentran alojados en algin 6rgano, como en el caso de Fasciola hepatica, se requiere que
el compuesto activo se absorba.*®

2.2. Profarmacos y el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos

El descubrimiento de un nuevo medicamento y su desarrollo posterior son dos fases que
condicionan el éxito de un nuevo producto que sea Util en la terapéutica. El descubrimiento
debe ser diferenciado del desarrollo. Se ha acordado de manera general que el
descubrimiento comprende toda la fase de investigacion en la que se asegura que el
compuesto tiene un deseable perfil de actividad y comprende desde la sintesis, el
aislamiento de la fuente natural, o la obtencién biotecnoldgica y toda la fase preclinica,
incluida la toxicologia.

El proceso de descubrimiento de nuevos farmacos es variado y complejo. No existe un
método que garantice la obtencion de una molécula activa que llegue a ser parte de un
medicamento. Sin embargo, se han obtenido sustancias medicamentos a partir de productos
naturales, por las técnicas de disefio racional de farmacos sobre la base de un modelo
receptor, por enfoques de quimica combinatoria, etc. Se estima que el descubrimiento de
una molécula activa puede durar en promedio cinco o seis afios. La fase de desarrollo
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comprende la de los estudios clinicos y la del registro farmacéutico, y se estima que éstos
toman entre 68.6 meses y 30.3 meses, respectivamente.22

La aplicacion de nuevas tecnologias, como la quimica combinatoria, ha resultado en un gran
namero de agentes farmacolégicamente activos, pero con propiedades fisicoquimicas y
biofarmacéuticas que no son adecuadas para ser considerados farmacos.?®

Los farmacos son definidos como aquellos compuestos que tienen propiedades de
absorcion, distribucion, metabolismo, excrecidon y toxicidad suficientemente aceptables para
lograr sobrevivir a la Fase | de ensayos clinicos.?* En el sentido farmacopéico, los farmacos
son los principios activos de los medicamentos.

Los agentes farmacoldgicamente activos obtenidos mediante las nuevas tecnologias se
caracterizan por un aumento en la complejidad y el tamafio de las moléculas. Con el
aumento de tamafio se obtiene un mayor niumero de enlaces y altos valores de log P, lo que
se refleja en una disminucion considerable de la solubilidad acuosa y un aumento en el
porcentaje de unidn a proteinas, pobre absorcién, ademas de mayor susceptibilidad a
metabolismo y excrecién biliar.*82°

Con esta situacion los farmaceéuticos se enfrentan con grandes problemas para continuar con
la etapa de desarrollo, y superar solo con ayuda de la tecnologia farmacéutica los problemas
de solubilidad y estabilidad de los nuevos candidatos,?® tomando alternativas limitadas como
la formacién de sales estables,?® la reduccién del tamafio de particulas sélidas por
micronizacién, como la molienda o la formacién de nanosuspensiones,?’ o el uso de agentes
complejantes como las ciclodextrinas,?® que si bien estas técnicas pueden conducir a una
mejora significativa, el éxito puede ser incierto y lento de lograr.?

La historia de los profarmacos se remite a 1958, cuando Adrien Albert introduce por primera
vez el término pro-drug en su articulo Chemical aspects of selective toxicity, en la revista
Nature, para describir los compuestos que se tienen que someter a una 0 mas
biotransformaciones para obtener el efecto farmacol6gico, es decir, agentes
terapéuticamente inactivos pero que se transforman en uno o mas metabolitos activos.*’*°

El primer registro de la existencia de profarmacos que se tiene, incluso antes de que se
acuiara el término, es la metenamina introducida en 1899 por Schering, como un profarmaco
gue al metabolizarse en el tracto urinario genera el formaldehido antibacteriano; en el mismo
afio es introducido el acido acetilsalicilico como una forma menos irritante del salicilato de
sodio, un agente antinflamatorio, y el prontosil, la primera sulfamida, como profarmaco de
sulfanilamida.*” 202!

El desarrollo de profarmacos se ha consolidado como una estrategia para la mejora de las
propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de los agentes farmacolégicamente activos
que debe ser incluida en la etapa de descubrimiento de los farmacos.*
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2.2.1. Definicion de profarmaco

Los profarmacos se definen como compuestos quimicos que carecen de actividad
farmacolégica y que deben someterse a una transformacion enzimatica y/o quimica para
liberar un metabolito activo (farmaco).’®*®** Una representacién grafica del concepto de
profarmaco se muestra en la Figura 4.

< B
* A EModiﬁcadorJ + E Farmaco J
R
R
Disefio de un
profarmaco E Activacion
R
A . A
EModiﬂcadorJ—E Farmaco J »EMOd'ﬁcadOFH Farmaco J

Figura 4. El concepto de profarmaco usando un modificador.®

El modificador es un grupo funcional que cambia la estructura del agente
farmacol6gicamente activo y que por lo tanto, también provoca un cambio en sus
propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas.®*

Los principales objetivos que se pretenden alcanzar cuando se plantea el disefio de
profarmacos son.343°

Mejorar la biodisponibilidad.

Mejorar la solubilidad acuosa.

Mejorar la absorcion intestinal pasiva.

Mejorar la absorcion intestinal mediada por transportadores.
Proteger al farmaco contra el metabolismo.

Brindar al farmaco una entrega selectiva.

2.2.2. Clasificacion de los profarmacos

Actualmente se puede clasificar a los profarmacos de acuerdo a dos criterios:*
1. Quimico

a. El farmaco estd unido a un modificador; la activacion de este tipo de
profarmacos se produce por hidrolisis, oxidacion o reduccion. Dentro de éstos
se tienen:
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-Profarmacos bipartitas: se obtienen de la union de un farmaco y un
modificador.

-Profarmacos tripartitas: compuestos producto de la union de un farmaco, un
modificador y una entidad que los mantenga unidos (acoplador o “linker”).*°
-Profarmacos dobles: compuesto producto de la unién entre un farmaco, un
acarreador y dos acopladores que los mantienen unidos. Generalmente usados
para la liberacién selectiva o para proteccion de sitios de biotransformacion.™
-Profarmacos mutuos o Cofarmacos: consiste en dos agentes
farmacoldgicamente activos que se acoplan entre si en una sola molécula de
manera que cada farmaco act(ia como un modificador para el otro.>’®

Bioprecursores, es decir no contienen un modificador, sino que resulta de una
modificacion molecular del mismo farmaco y son activados por oxidacion,
reduccion o hidrélisis.

Profarmacos macromoleculares, donde el portador es una molécula como el
polietilénglicol.

Farmacos conjugados con anticuerpos, donde el portador es un anticuerpo
generalmente contra células tumorales.?**

2. De acuerdo al mecanismo de activacion del profarmaco:

a) Activacion Enzimética: tiene la desventaja de presentar variabilidad biologica y

no puede ser optimizado.

b) Activacion Quimica: no presenta variabilidad biolégica, tiene menos dificultades

para ser optimizado, aunque presenta dificultades por inestabilidad.*

2.2.3. Grupos funcionales ideales susceptibles para el disefio de profarmacos

El disefio de un prof&rmaco con una estructura adecuada debe ser considerado en las
primeras etapas del desarrollo preclinico, teniendo en cuenta que los profarmacos pueden
alterar la distribucion en los tejidos, la eficacia y la toxicidad de los farmacos padres. Varios
factores importantes deben ser cuidadosamente examinados en el disefio de la estructura de
un profarmaco, entre ellos:

» Identificacion de las barreras a vencer con el disefio de los profarmacos: baja solubilidad
acuosa, pobre absorcion, baja permeabilidad, etc.

» Grupos funcionales presentes en el farmaco padre sean susceptibles a derivacion.

* El modificador debe ser seguro y rapidamente eliminable del cuerpo. La eleccion de
modificador se debe considerar con respecto al estado de la enfermedad, la dosis y la
duracion del tratamiento.
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« La union entre el grupo modificador y el farmaco es de tipo covalente.

» El profarmaco debe carecer de actividad bioldgica y su sintesis no puede ser mas costosa
gue la del mismo farmaco

« La separacion del farmaco de su modificador debe llevarse a cabo rapidamente para
asegurar niveles adecuados del farmaco en el sitio de accion y asi evitar metabolismo del
propio profarmaco.®

En la mayoria de los casos, los profarmacos son derivados quimicos simples que requieren
de uno a dos pasos de transformaciones quimicas o enzimaticas para obtener el farmaco
activo.>>%” Se obtienen normalmente a través de la modificacién de grupos funcionales como
ésteres, carbonatos, carbamatos, amidas, fosfatos y oximas (Figura 5). Sin embargo, otros
grupos funcionales poco comunes también han sido investigados como posibles estructuras
utiles en el disefio de profarmacos. Por ejemplo, los tioles reaccionan de una manera similar
a los alcoholes y se pueden derivar a tioéteres y tioésteres. Las aminas pueden ser
derivadas a iminas y bases N-Mannich.*®
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Figura 5. Resumen de los grupos susceptibles a ser derivatizados.*

Esteres como profarmacos de funciones carboxilo, hidroxilo y tiol. Los ésteres son los
profarmacos mas comunes. Se estima que aproximadamente el 49% del total de
profarmacos comercializados se activan por hidrolisis enzimatica. Los profarmacos que
contienen un grupo éster son los mas utilizados para mejorar la lipofilia, y por lo tanto, la
permeabilidad pasiva en la membrana. Una vez en el cuerpo, el enlace éster se hidroliza
rapidamente por esterasas que se encuentran principalmente en la sangre, el higado y
carboxilesterasas como las acetilcolinesterasas.®

Los ésteres de fosfato como profarmacos de funciones hidroxilo o amina. Los
profarmacos que son ésteres de fosfato son tipicamente disefiados para los grupos
funcionales hidroxilo y amina de farmacos poco solubles en agua con el objetivo de mejorar
su solubilidad acuosa para permitir un entorno mas favorable para la administracién por via
oral o parenteral.®
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Los profarmacos fosfato suelen mostrar una excelente estabilidad quimica y adecuada
bioconversion, es decir, un rapido regreso al farmaco original por fosfatasas presentes en el
borde en cepillo intestinal, en el higado o en el torrente sanguineo.® 3

A diferencia de los ésteres de acidos carboxilicos, los ésteres fosfato son hidrolizados por lo
general a tasas similares en diferentes especies preclinicas por fosfatasas alcalinas.*

Carbonatos y carbamatos como profarmacos de carboxilo, hidroxilo o amina. Los
carbonatos y carbamatos difieren de los ésteres por la presencia de un oxigeno o nitrégeno
en ambos lados del carbono del carbonilo. Estos a menudo son enzimaticamente mas
estables que el correspondiente éster, pero son mas susceptibles a la hidrélisis que las
amidas. Los carbonatos son derivados de acidos carboxilicos y alcoholes, y los carbamatos
son derivados de acidos carboxilicos y aminas.*® La bioconversién de muchos profarmacos
requiere de carbonato y carbamato esterasas para la bioconversion.**

Amidas como profarmacos de &cidos carboxilicos y aminas. En el disefio de
profarmacos, las amidas se han utilizado sélo en un grado limitado, debido a su
relativamente alta estabilidad enzimatica in vivo.** Un enlace amida suele ser hidrolizado por
carboxilesterasas, peptidasas o proteasas. Las amidas son, a menudo, disefiadas para
mejorar la absorcién por via oral mediante la sintesis de sustratos de absorcion intestinal con
transportadores especificos,***?

Oximas como los derivados de cetonas, amidinas y guanidinas. Oximas (por ejemplo,
cetoximas, amidoximas y guanidoximas) son derivados de cetonas, amidinas y guanidinas,
ofreciendo asi una oportunidad para modificar moléculas que carecen de funciones hidroxilo,
amino o carboxilo. Oximas son hidrolizados por las versétiles enzimas microsomales del
citocromo P450 (CYP450), mejor conocidas como enzimas metabolizadoras de xenobibticos.
Las oximas, sobre todo amidinas fuertemente basicas y guanidoximas, se pueden utilizar
para mejorar la permeabilidad en la membrana y la absorcién de un farmaco.*

2.3. La estrategia profarmaco como una solucion a los problemas de solubilidad de los
carbamatos bencimidazolicos

En los casos en que ya se ha completado la fase de descubrimiento de un farmaco, también
se puede recurrir al disefio de profarmacos como una estrategia para obtener un cambio en
las propiedades del farmaco en cuestion.*® Teniendo esta perspectiva se han dedicado
esfuerzos para el desarrollo de profarmacos de bencimidazoles, con el objetivo de obtener
moléculas que tengan una mejor solubilidad acuosa que permita su administracion en forma
de solucion a los animales infectados y que ademas posean una suficiente estabilidad
acuosa durante su aplicacién (horas) en un rango de pH de 5 a 9, asi como también una
rapida bioconversion al farmaco correspondiente en el sitio de accion, generalmente el tracto
gastrointestinal. Lo cual, pese a los esfuerzos realizados, aun no se ha logrado, posiblemente
porque las estrategias que se han seguido implican una conversion quimica del farmaco,
como la unién al ndcleo de bencimidazol de grupos acilo,**° portadores como
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alcoxicarbonilos’”*® o bases de Mannich®**® y se ha observado que las condiciones de

conversion optima de los profarmacos son, muy a menudo, aquellos en los que el farmaco se
mantiene sin grandes modificaciones.

En la década de 1990, Stella y colaboradores desarrollaron una estrategia para el disefio de
profarmacos a través de la derivacion de aminas terciarias con un grupo modificador como
fosfonoximetil,**? que se extendié mas tarde a la derivatizacion de grupos hidroxilo.>* Para
liberar al farmaco correspondiente, se tienen que completar dos pasos, el primero de ellos es
a través de la catalisis por una fosfatasa, el paso desfosforilacién hidrolitica, para obtener el
intermediario hidroximetil que se descompone de forma espontanea en el farmaco
correspondiente y formaldehido.

Esta estrategia ya se extendi6 a los carbamatos benzimidazélicos. En 2008 se report6 que se
lograron sintetizar los profarmacos de fenbendazol, las moléculas obtenidas combinan alta
solubilidad y estabilidad en medio acuoso, pero elevada labilidad frente a las fosfatasas
alcalinas intestinales. Un estudio in vivo de los compuestos obtenidos, realizado en cerdos,
demostré que éstos tienen niveles de eficacia comparables con los farmacos de los cuales
provenian. Por otra parte, un estudio de farmacocinética comparativo revel6 un aumento en
la concentracion de los farmacos o sus metabolitos activos cuando fueron administrados los
profarmacos.>*

2.4. Las ventajas de usar grupos fosfatos en los profarmacos

Los profarmacos que contienen en su estructura grupos fosfato ofrecen varias ventajas para
la formulacion y el desarrollo de compuestos con baja solubilidad acuosa, ya que el aumento
en la solubilidad por el grupo fosfato dianiénico es, a menudo, de varios érdenes de
magnitud,>>>® ademéas de que son quimicamente estables,*® pero el grupo fosfato puede ser
facilmente escindido por las fosfatasas endégenas.*°>%%

Se tiene preferencia por este tipo de profarmacos sobre los ésteres de aminoacidos o
amidas, porque éstos carecen de estabilidad acuosa y en ocasiones su bioconversion es
incompleta.*®

Los profarmacos orales de fosfato son especialmente prometedores cuando se tienen
farmacos insolubles en medio acuoso y deben ser administrados en dosis altas, ya que al
administrar una dosis baja del profarmaco, este se disuelve por completo y puede ser
absorbido. Esto se puede explicar mejor en la Figura 6.%°
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Figura6. Mecanismo de activacién de los profarmacos que contienen el grupo fosfato.®*
2.5. Los profarmacos en la actualidad

¢,Por qué la estrategia del disefio de profarmacos ha tomado importancia recientemente
cuando el concepto se conoce desde hace afos?

Una de las razones es, probablemente, la caida en el nimero de medicamentos aprobados
en todo el mundo debido a las dificultades con las propiedades ADME (Administracion,
distribucién, metabolismo y excrecién) de las moléculas, principalmente la solubilidad.?® Se
estima que 40% de los compuestos activos, identificados mediante técnicas de quimica
combinatoria presentan problemas de solubilidad en agua.

Sin embargo, la estrategia profdrmaco esta ayudando a resolver estos problemas, lo cual se
aprecia con los siguientes datos:

e Hasta antes de 2002, 5-7% de todos los medicamentos aprobados en todo el mundo,
podian ser considerados profarmacos, y el 15% de los medicamentos aprobados entre
2001 y 2002 son profarmacos. Aproximadamente 49% de esos profarmacos eran
activados por hidrolisis y 23% eran bioprecursores.*

e De 2000 a 2008 fueron aprobadas 236 moléculas, de las cuales 12,6% fueron
identificados como profarmacos y otro 5.2% pueden considerarse profarmacos.>?

e Actualmente 10% de todos los medicamentos comercializados en todo el mundo, se
clasifican como profarmacos.

Aun con los datos anteriores, se sigue pensando que los profarmacos son una medida
desesperada a la que solo debe recurrirse cuando un farmaco es rechazado; y que son sélo
de interés académico, como una alternativa para mejorar la biodisponibilidad y problemas de
toxicidad.*

|
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3.0. OBJETIVOS E HIPOTESIS
3.1. Planteamiento del problema

El triclabendazol, a pesar de los problemas de resistencia que se han presentado, sigue
siendo el farmaco de eleccion en el tratamiento de la fasciolosis, por su eficacia en todos los
estadios del parasito y porque no se ha colocado en el mercado otro farmaco que se le
compare. Sin embargo, desde que comenz6 a emplearse no se han podido resolver los
problemas de solubilidad que presenta a pesar de que han pasado muchos afios

Lo anterior se sigue viendo reflejado en las altas dosis de farmaco que tienen que
administrarse, ya que so6lo el 5% del farmaco administrado se absorbe y alcanza el sitio de
accion. Ademas de esto, la administracion al ganado sigue siendo un problema, ya que al ser
insoluble el triclabendazol, no se han podido desarrollar nuevas formas farmacéuticas que
permitan una facil y mejor forma de hacerlo, por ejemplo una solucion inyectable.

Empleando enfoques de la quimica farmacéutica, es decir, el disefio de profarmacos del
triclabendazol, agregando a su estructura un grupo que aumente su solubilidad en varios
ordenes de magnitud, se lograran resolver los problemas de pobre absorcién y escasas
formas de administracion.

Para lograr este propdsito, se pueden disefiar dos modelos de profarmacos que contengan
en su estructura el ndcleo bencimidazélico y que su sintesis no resulte dificil y costosa, ya
que al proponer una ruta de sintesis nueva, se requerira hacer varios intentos hasta
sistematizar los pasos y condiciones de las reacciones involucradas, para posteriormente
extrapolar los resultados a la molécula de triclabendazol; sin embargo, aun se tienen dos
interrogantes:

-¢Los modelos de profarmacos disefiados tendran la suficiente estabilidad acuosa en un
rango de pH de 5-9, por lo menos unas horas, es decir en lo que el farmaco es administrado?

-¢Podran extrapolarse los modelos de profarmacos disefiados al triclabendazol y a otros
farmacos antiparasitarios con problemas de solubilidad acuosa?

3.2. Hipotesis

-Si se disefian modelos de profarmacos bencimidazoélicos que contengan en su estructura un
grupo fosfonooximetil se lograra aumentar la solubilidad de éstos en varios 6érdenes de
magnitud y posteriormente éstos podran extrapolarse a farmacos bencimidazolicos usados
actualmente como el triclabendazol que tiene problemas de solubilidad acuosa y pobre
absorcion.

|
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-Los modelos de profarmacos disefiados presentaran suficiente estabilidad en solucion
acuosa, que permita su administracién, y seran facilmente activados al farmaco
correspondiente por las fosfatasas alcalinas.

3.3. Objetivos

-Obijetivo general
Mejorar la solubilidad acuosa de al menos dos modelos de profarmacos del bencimidazol.
-Objetivos particulares

Sintetizar los siguientes derivados fosfonooximetilo del bencimidazol como modelos de
profarmacos (Figura 7)

N cl N
| \>—SCH3 | \>—SCH3
N o) cl N o)
|| =+ I -+
O—P—ONa O—P—O Na
O Na O Na
-+ -+
[2-(Metilto)-1H-bencimidazol-1-il[jmetil fosfato disédico (NOR-1) [5,6-Dicloro-2-(metilto)-1H-bencimidazol-1-iljmetil fosfato disédico (NOR-2)

Figura7. Modelos de profarmacos a sintetizar.

Caracterizar a los dos modelos mediante sus propiedades fisicas, asi como por métodos
espectroscopicos (RMN e IR) y por espectrometria de masas.

Determinar la estabilidad de los dos modelos sintetizados en solucién acuosa.

Determinar la solubilidad acuosa de los dos modelos de profarmacos sintetizados.
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4.0. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para cumplir los objetivos planteados, se realizo el trabajo experimental como se describe a
continuacion.

4.1. Instrumentacion y materiales

Para llevar a cabo las reacciones con temperatura y agitacion controladas se emple6
una parrilla automética IKA modelo IKA MAG RET basica con sensor de temperatura
modelo IKA TRON ETS-DH fuzzy.

La cromatografia de capa fina (ccf) empleada en el monitoreo de las reacciones se
realizd en placas cromatograficas de gel de silice 60 Merck® F,s4 de 1.2 x 6.8 cm.
Para visualizar las cromatoplacas se emple6é una lampara de UV, UVGL-25
Mineralight®

La evaporacion de disolventes se llevdé a cabo en un rotaevaporador Bichi modelo
RC-114 con bafio de calentamiento modelo B-480, acoplado a una bomba de vacio de
diafragma marca Vaccubrand modelo PC610 con regulador de vacio integrado CVC2
y un condensador de hielo seco conectado a un enfriador Brinkman CI30 o bien con
un rotaevaporador Bichi R-205 con bafo de calentamiento R-400 acoplado a un
condensador de dedo frio enfriado por un refrigerante en espiral Brinkman modelo
IC30 conectado a una bomba de vacio Btichi V-800 y controlador V-500

Los puntos de fusion (pf) se determinaron en un aparato Blchi modelo B-540 usando
capilares abiertos y no estan corregidos.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se realizaron en un espectrofotometro Perkin-Elmer de
transformada de Fourier modelo Spectrum 400. Los espectros se obtuvieron con el
accesorio de reflectancia por ATR. La frecuencia de las sefiales se reporta en cm™.

Los espectros de masas se realizaron en un espectrometro JEOL modelo SX-102 A.
El método de ionizacion fue bombardeo de atomos rapidos (FAB) usando glicerol o
alcohol nitrobencilico como matriz. Se reporta la siguiente simbologia: relacion m/z
(masa/carga), [M+1] (ion cuasimolecular).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN *H) se realizaron en
un espectrometro Varian Unity Inova de 300 6 400 MHz, y los de Carbono 13 (RMN
13C) en un espectrémetro Varian Unity Inova de 75 6 100 MHz. El disolvente empleado
fue sulfoxido de dimetilo-dg, y agua deuterada para el experimento de intercambio de
hidrogenos &cidos. El tetrametilsilano (TMS) se usdé como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos (8) se dan en ppm.

-
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4.2. Preparacion del derivado fosfonooximetilbencimidazol NOR-1

Para la sintesis del compuesto NOR-1 se hicieron las reacciones que se muestran en el
Esquema 1. Se partié de la o-fenilendiamina (1), que se someti6 a una ciclocondensacion en
presencia de disulfuro de carbono en medio béasico para obtener el 2-
mercaptobencimidazol(ll), que posteriormente se traté con yoduro de metilo para dar el 2-
(metiltio)-1H-bencimidazol(lll). Una vez purificado 1ll, se procedi6 a la sintesis del
intermediario 1-(hidroximetil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (IV) empleando formaldehido en
cloroformo.

Por otro lado se neutralizé el acido fosférico con dos equivalentes de trietilamina en
cloroformo, se agreg0 tricloroacetonitrilo para activar el acido a través del intermediario V y
se adicion6 el compuesto hidroxilado (IV) preparado anteriormente.

Con esta reaccion se logro obtener el derivado fosfonoximetil (VI), al que solo resto hacer el
intercambio cationico empleando metoxido de sodio en metanol, para obtener el modelo
NOR-1.

Esquema 1
NH; H,PO, + 2EtN
I
©[ CHCcl, | 0-10°C
NH,
CS,, EtOH | NaOH (@]
+ = |l ==
Et,;N O—P—O NEt,
\ on
I | \>—SH
N CCI;CN
H
CHyl, EtOHlNaOH
(@]
N\ + = |l ==
" | SCH,4 Et,N o—llv—o NEt,
N w;:o (37%) Cl;C o)
H CHClg N \rr
N NH V
| >—SCH3
N
\\OH
MeON
MeOH
N © N
-+ -+
O—P—O NEt, O—P—ONa
Vi O NEt, NOR-1 O Na
-+ -+
e e—
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4.2.1. Procedimiento experimental para la sintesis de NOR-1

(a) 2-Mercapto-1H-bencimidazol (11)

NH, N
+ cs NaOH N\
— H
2 EtOH | > S
NH, PM76.14 u

| D 1.26 I

PM 108.14 PM 150.20

En un matraz bola de 500 mL con tres bocas, acondicionado con un refrigerante en posicion
de reflujo conectado a tres trampas con hipoclorito de sodio, y agitador magnético, se
disolvieron 20 g (0.1849 mol) de o-fenilendiamina 'y 11.08 g (0.2770 mol, 1.5 eq) de NaOH en
200 mL de etanol. A la solucion anterior se le incorporaron 21.294 g (16.9 mL, 0.2797 mol,
1.5122 eq) de disulfuro de carbono y se elevo la temperatura hasta 55 °C. El consumo de la
materia prima | se monitoreo por ccf y se logré en tres horas. La mezcla de reaccién se dejo
llegar a la temperatura ambiente y se vertié sobre 500 mL de agua fria, el pH se ajusté a 5
con acido acético al 20% y el sélido formado se separ6 por filtracion al vacio, se lavd con
agua fria y se dejo secar al aire. El producto obtenido se purific6 mediante cristalizacion
simple usando etanol al 95%.

(b) 2-(Metiltio)-1H-bencimidazol (llI)

N N
@\%SH + cry NOH, C[\yswg
EtOH
N PM 141.94 N
H H

D 2.28
Il Il

PM 150.20 PM 164.23

En un matraz bola de 500 mL con tres bocas, provisto de un embudo de adicion, agitacion
magnética, atmosfera de nitrogeno y un termémetro, se disolvieron 25 g (0.1664 mol) de 2-
mercapto-1H-bencimidazol y 8.02 g (0.2005 mol, 1.2 eq) de NaOH en 250 mL de etanol. La
solucion formada se enfrio en un bafio de hielo y cuando llegdb a 5 °C se adicionaron,
lentamente y con agitaciéon vigorosa, 32.22 g (14.13 mL, 0.2270 mol, 1.346 eq) de
yodometano hasta que una ccf indicé el consumo total de la materia prima. La mezcla
reaccion fria se tratd con acido acético al 25% hasta llegar a pH 7, el sélido formado se
separ6 por filtracion al vacio, se lavo con agua y se dejo secar al aire.

-
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El sdlido obtenido se purific6 mediante una recristalizacion por par de disolventes
(etanol/agua).

(©) [2-(Metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetanol (1V)

i Primer método: En medio basico.
H

N N
1) NaOH, MeOH, Destilar A\
SCH3 - | SCH,
Y/ 2) HCHO (37%), CHCl,
N N
I v \\OH

PM 164.23 PM 194.25

En un matraz bola de 100 mL, adaptado con agitacion magnética, se disolvieron
perfectamente 1.64 g (10 mmol) de 2-(metiltio)-1H-bencimidazol y 0.4 g (10 mmol) de NaOH
en 16 mL de metanol. Después de 2 horas de reaccion se evaporo el metanol utilizado y se
agregaron 16 mL de cloroformo y 0.8 mL (10 mmol) de formaldehido, se dej6 concluir la
reaccion 24 horas.

il Segundo método: En medio basico con tolueno.
H

N N
1) NaOH, MeOH, (HCOH)n | \>—SCH
/> SCH, 2) Tolueno - ’
N N

1] \Y OH
PM 164.23 PM 194.25

En un matraz bola de 50 ml, adaptado con agitacion magnética, se disolvieron 0.75 g (10
mmol) de paraformaldehido y 0.4 g (10 mmol) de NaOH en 16 mL de metanol y la solucién
se dejo en agitacién durante 30 minutos. Posteriormente se agregaron 1.64 g (10 mmol) de
2-(metiltio)-1H-bencimidazol Il y se dejé agitar por una hora mas. Transcurrido el tiempo
indicado se concentré a sequedad, después se agregaron 16 mL de tolueno y se coloc6 un
refrigerante en la posicion de reflujo, asi se dejo la reaccion durante 24 horas. Se monitore6
la reaccion usando cloruro de metileno: acetona (95:5).

iii Tercer método: En medio basico acuoso.

H
N N
K,CO;, HCHO (37%) . | \: SCH
/ >_SCH3 H,0 - 3
N N

] v OH
PM 164.23 PM 194.25

En un matraz bola de 50 ml, adaptado con agitacidbn magnética, se suspendieron 1.64 g (10
mmol) de Il y 0.67 (10 mmol) de carbonato de potasio en agua; posteriormente se agregaron
8.1 mL de formaldehido (10 mmol) y se dej6 en agitacién a temperatura ambiente durante 24
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horas. Se observé el fin de la reaccion usando ccf y el medio de elucién diclorometano:
acetona (95:5).

iv Cuarto método: En medio neutro.

H
N N
HCHO (37%), CHCI, N\
) SCH; - | D—scH,
N N
1 IV oH
PM 164.23 PM 194.25

En un matraz de bola de 100 mL, adaptado con agitacibn magnética, se suspendieron 1.64 g
(10 mmol) de 2-(metiltio)-1H-bencimidazol en 16 mL de cloroformo; posteriormente se
agregaron 8.1 mL (10 mmol) de formaldehido y se agité durante 24 h, al cabo de las cuales
una ccf (CH,Cl,-Acetona 95-5) indicé el consumo de Ill. Posteriormente se separé la fase
acuosa de la fase organica y esta Ultima se concentré a sequedad en el rotaevaporador. Se
obtuvo un liquido viscoso, que después de una hora de encontrarse a temperatura ambiente
precipito.

(d) Obtencion del modelo de profarmaco [2-(Metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetil fosfato
disodico, usando dos procedimientos

i Primer procedimiento: Con oxicloruro de fosforo segun el Esquema 2.

Esquema 2

N
C[ \>—SCH3

O N

\Y% \\OH

CH,CN
'5° PM 194.25

I
POCI, + 2ETOH + 2 Et;N EtO—P—OEt
I

PM 153.33 PM 46.07 PM 101.19 cl
D 1.645 D 0.789 D 0.726

Et,;N

N PM 68.05 N
| \>780H - | \>73w

3 EtOH (Anh) 3

N N (ljl

—C_) Na

NOR-1 Vil OEt

|
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En un matraz bola de 50 mL con bocas, adaptado con agitacidon magnética y atmosfera
de nitrégeno, se disolvieron 0.63 mL (1.0364 g, 0.0068 mol) de POCIl; en 10 mL de
acetonitrilo; posteriormente, y con ayuda de dos jeringas de insulina, se agregaron
lentamente, y al mismo tiempo, 0.6 mL (0.4734 g, 0.0103 mol) de etanoly 1.4 mL (1.0164
g, 0.0100 mol) de trietilamina. Esta reaccion se caracterizd por el desprendimiento de gas.
Concluida la reaccion se agregé rapidamente al matraz 1 g (0.0051 mol) de [2-(metiltio)-
1H-bencimidazol-1-il[fmetanol, ademas de un equivalente de trietilamina (0.7 mL 0.5082 g,
0.0050 mol). El solido obtenido se separd por filtracion al vacio.

Posteriormente se coloco el soélido disuelto en etanol en un matraz de dos bocas, con
agitacibn magnética y atmosfera de nitrégeno, al cual se agreg6 con ayuda de un embudo
de adiciébn 2 equivalentes de etdéxido de sodio. La reaccion se monitoredé usando el
sistema diclorometano: acetona (95:5).

il Segundo procedimiento: Con &acido fosférico y tricloroacetonitrilo segun el

Esquema 3.
Esquema 3
i
itri - - CI,CCN - ” -
HPO, + 2EtN —Aomlo _ gpnNo—P—O "NEt, — Et;N'O—P—0 "NEt,
0-10 °C | PM 144.39
PM 98.00 PM 101.19 D 1.44
D 1.685 D0.726 OH C'sc\'/o
NH
N
C[\>—SCH3
N
\Y \\OH
PM 194.25
N PM 54.02 N
2 MeONa
O i O
MeOH (Anh)
N o N o)
T [
O—P—O0ONa 0—P—O NEt,
O Na
NOR-1 g \ O NEt

En un matraz de 50 mL con tres bocas, adaptado con agitacion magnética y de una
trampa anhidra, se colocaron 0.96 g (9.8 mmol) de &cido fosforico en acetonitrilo;
posteriormente se adicionaron lentamente 2.6 mL de trietilamina (1.8876 g, 18.7 mmol,
1.9 eq) y se dej6 en agitacién durante una hora. Después se agregaron 0.98 mL (1.4112
g, 9.8 mmol) de CI3CCN y se dejé en agitacion por 24 horas. Al cabo de este tiempo se
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agregaron 1.6 g (8.2 mmol) del alcohol IV preparado con anterioridad, esta reaccion se
dej6é agitando para concluir en 24 horas. El fin de la reaccién se verific6 en ccf usando
como sistemas de elucion diclorometano: acetona (95:5) y cloroformo: acetona: hidréxido
de amonio (4:1:1 gota).

Finalizada la reaccion se evaporo el disolvente empleado y se resuspendié en 16 mL de
metanol en un matraz de dos bocas, con agitacion magnética y provisto de una trampa
anhidra. Después se adicion6 lentamente el metoxido de sodio, se dejo reaccionar una
hora y se filtré al vacio. Se monitore6 el fin de la reaccibn usando el sistema
diclorometano: acetona (95:5).

El producto obtenido se guard6é en una campana de vacio para evitar su hidrélisis con la
humedad del ambiente.

4.3. Preparacion del derivado fosfonooximetilbencimidazol NOR-2

Para la preparacion del profarmaco NOR-2 se procedié de manera semejante a la anterior,
con algunas modificaciones (Esquema 4). Se partié de la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (VII), que
por medio de una reduccion quimica dio la 4,5-diclorobenceno-1,2-diamina (VIII). La posterior
ciclocondesaciéon de ésta con disulfuro de carbono en medio bésico llevé al 5,6-dicloro-2-
mercapto-1H-bencimidazol (IX), que se sometid a una monometilacién con yoduro de metilo
para dar el 5,6-dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (X).

Una vez purificado X se procedio a la sintesis del intermediario 5,6-dicloro-1-(hidroximetil)-2-
(metiltio)-1H-bencimidazol (XI), empleando formaldehido. La reaccién se llevd a cabo en
medio basico y acuoso.

Por otro lado se preparé el intermediario activado V, como se describié anteriormente, y se le
adicion6 el compuesto XI, lo que dio el derivado fosfonooximetil (XII). El tratamiento de éste
con metoxido de sodio en metanol proporcioné el compuesto NOR-2 buscado.

©

23



Sintesis de derivados de 1-fosfonoximetilbencimidazoles,
como modelos de profarmacos antiparasitarios

Esquema 4

cl NH,
6 SnCl,-2H,0 cs KOH \: SH
EtOH ~ Eon
cl NO,

VIl VI

EtOH
H,PO, + 2EtN
cl N
cHel, | 0-10°C N
| %SCH3
le) Cl m
+ - I -+
Et,N O—P—O0O NEt, HCHO X
(l)H K,CO;, H,O

(@] \\OH Cl

- |l -+ N
Et,N O— F|> O NE, X | \%SC,_%
ClsC__ 0O cl N\\ o
I - +
O—P—O0 NEt,
MeONa, MeOH Xl |
cl N O NEt,
N

Cl

I -+
O—F|>—O Na

NOR-2 O Na

4.3.1.Procedimiento experimental para la sintesis de NOR-2

(a) 4,5-Diclorobenceno-1,2-diamina (VIII)

cl NH,  6snch-HO0  Cl NH,
PM 225.65
EtOH
cl NO, Cl NH,
vii Vil
PM 207.01 PM 177.03

En un matraz bola de 250 mL con dos bocas, adaptado con refrigerante en posicion de
reflujo, un termometro, agitacion magnética y atmésfera de nitrégeno, se mezclaron 5.0 g
(24.2 mmol) de 4,5-dicloro-2-nitroanilina sintetizada en el laboratorio con anterioridad y 32.7 g

|
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(144.9 mmol, 6 eq) de cloruro estanoso dihidratado en 50 mL de etanol. Se cerro el sistema y
se calentd a reflujo durante 2 horas. Se monitored el fin de la reaccion por medio de
cromatografia de capa fina usando el sistema CHCl3: MeOH (98:2). Al término de la reaccion
se dejo enfriar y se vertio en un vaso de precipitados de 250 mL provisto de un bafio de hielo.
Enseguida se llevé el pH a 9 por adicion de una solucion saturada de NaOH. Las sales de
estafio que precipitaron se separaron por filtracion al vacio y se lavaron varias veces con
etanol. El filtrado conteniendo la 4,5-diclorobenceno-1,2-diamina se concentré a sequedad
con ayuda del rotaevaporador.

(b) 5,6-Dicloro-2-mercapto-1H-bencimidazol

Cl NH, Cl N
KOH (PM 56.11) AN
+ cs, > | D—sH

EtOH N
cl NH PM 76.14 Cl

2 D 1.26 H

VIl IX
PM 177.03 PM 219.09

En un matraz bola de 250 mL con bocas, adaptado con termémetro, refrigerante en posicion
de reflujo conectado a trampas con hipoclorito de sodio, y agitador magnético, se disolvieron
3.62 g (20.4 mmol) de 4,5-diclorobenceno-1,2-diamina y 1.26 g (22.5 mmol 1.1 equivalente)
de KOH en 70 mL de una mezcla EtOH-H,0 (80:20). Ya disueltos los reactivos afadidos se
agregaron 1.23 mL (1.5498 g, 20.4 mmol) de disulfuro de carbono, se elevé la temperatura
hasta 65-70 °C y se mantuvo asi por 2.5 horas. El término de la reaccidén se detect6é por ccf
en el sistema cloroformo: metanol (9:1).

La mezcla de reaccion se vertié en un vaso de precipitados de 250 mL conteniendo 100 mL
de agua fria, posteriormente se neutralizd6 con acido acético al 20%. El sélido obtenido se
separd por filtracidbn con succion, se lavdé con agua fria y se dejé secar al aire. El solido
obtenido se purificd por cristalizaciéon simple en MeOH.

(c) 5,6-Dicloro-2-(metitio)-1H-bencimidazol

Cl Cl

N N
KOH
| SD—sH + cHy — | D—scH
3 PM 56.11 3
N PM 141.94 N
cl H D 2.28 Cl H
IX X
PM 219.09 PM 233.12

En un matraz bola de 500 mL con tres bocas, provisto de un embudo de adicidon, agitaciéon
magnética, atmosfera de nitrdgeno y un termémetro, se disolvieron 4.13 g (18.9 mmol) de
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5,6-dicloro-2-mercapto-1H-bencimidazol y 1.16 g (20.7 mmol, 1.1 equivalente) de KOH en 50
mL de etanol y la solucion formada se enfrié a 5-10 °C por medio de un bafio de agua con
hielo. Posteriormente, cuando la temperatura se encontr6 constante, se afiadieron
lentamente 1.1 mL (2.508 g, 17.7 mmol) de CHgsl con especial cuidado en mantener la
temperatura constante en el intervalo antes mencionado. La reaccion se monitore6 por ccf
usando el sistema hexano: acetato de etilo (1:1). Terminada la reaccién se neutralizé con
acido aceético al 20%, el solido obtenido se separé mediante filtracion al vacio, se lavo con
agua y se dejo secar al aire.

El solido obtenido se purificé mediante una recristalizacion simple en MeOH.

(d) Obtencion del [5,6-Dicloro-2-metiltio-1H-bencimidazol-1-iljmetanol probando dos
diferentes metodologias
i Primer método: Con formaldehido acuoso en cloroformo

HCHO (37%), CHCI,
TN s mememe T bson
N Cl N

cl
H
Xl Xl OH
PM 233.12 PM 263.14

En un matraz bola de 100 mL, acondicionado con agitacion magnética y atmdésfera de
nitrdgeno, se suspendieron 1.16 g (5 mmol) de 5,6-dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol en 12
mL de cloroformo, posteriormente se agregaron 4 mL (50 mmol) de formaldehido, se dejo
gue la reaccién concluyera durante 24 horas, se monitore6 el final de la reaccion por ccf
usando como medio de elusién diclorometano: acetona (95:5). El sélido obtenido se separé
del medio de reaccion por filtracion al vacio.

i Segundo método: Con formaldehido acuoso en medio basico

Cl

cl N N\

HCHO (37%)
[ Dscn - | Dsen
K,CO,, H,0 o N
N
cl H PM 138.21
XI XII OH
PM 233.12 PM 263.14

En un matraz bola de 50 mL, provisto de agitaciébn magnética, se suspendieron 16 g (0.0686
mol) de 5,6-dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (XI) y 0.34 g (0.0025 mol) de carbonato de
potasio en 16 mL de agua; posteriormente se agregaron 4.1 mL (0.05 mol) de formaldehido y
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se dejd en agitacion durante 24 horas. Se observé el fin de la reaccion usando ccf corrida
con el medio de elusién diclorometano: acetona (95:5).

(e) Obtencion del modelo de profarmaco [5,6-Dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-1-il]
fosfato disodico, usando dos procedimientos

[ Primer procedimiento: Empleando oxicloruro de fésforo segun el

Esquema 5.
Esquema 5
cl N
T
o ol N\\
CH,CN Il XI OH
POCl, + 2ETOH + 2Et,N ——— » EtO—P—OFt
05°C | PM 263.14
PM 153.33 PM 46.07 PM 101.19 cl
D 1.645 D 0.789 D 0.726
Et,N
Y
cl N PM 68.05 Cl N
\ 2 EtONa \
| %SC:H3 - | >—sc:H3
EtOH (Anh)
Cl N o Cl N o)
o=« |l
O—P—O Na O—T—-OEt
NOR-2 ona XIll OEt

En un matraz bola de 100 mL con dos bocas, acondicionado con agitaciébn magnética y
atmosfera de nitrogeno, se disolvieron 0.63 mL (1.0364 g, 0.0068 mol) de POCI; en 10
mL de acetonitrilo, posteriormente, y con ayuda de dos jeringas de insulina, se agregaron
lentamente, y al mismo tiempo, 0.6 mL (0.4734 g, 0.0103 mol) de etanol y 1.4 mL (1.0164
g, 0.0100 mol) de trietilamina. Esta reaccion se caracterizo por el desprendimiento de gas.
Concluida la reaccion se agregd rapidamente al matraz [5,6-dicloro-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-1-iljmetanol (XIl), ademas de un equivalente de trietilamina (0.7 mL). El
sélido obtenido se separ6 por filtracion al vacio.

Posteriormente se coloco el sélido disuelto en etanol en un matraz de dos bocas, con
agitacibn magnética y atmosfera de nitrégeno, al cual se agreg6 con ayuda de un embudo
de adicién 2 equivalentes de etéxido de sodio. La reaccién se monitored usando el
sistema diclorometano: acetona (95:5).
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il Segundo procedimiento: Con acido fosférico y tricloroacetonitrilo segun el
Esquema 6.

Esquema 6
0
itri + - - CI,CCN - -
HpPO, + 2ELN Acetonitrilo Et,N'O—P—0 "NEt; —> Et;N'O—P—0 "NEt,
0-10°C | PM 144.39
PM 98.00 PM 101.19 D 1.44
D 1.685 D0.726 OH CI3C\/O
NH
cl N
-
N
Cl
X1 \\OH
PM 263.14
cl N PM 54.02 cl N
2 MeONa
| \>—SCH3 - | \>—SCH3
MeOH (Anh)
cl N o cl N o)
I -+ —+
NOR-2 O—P—0ONa XIV O—P—ONEg
ON
- O NEt,

En un matraz bola de 50 mL con tres bocas, adaptado con agitacion magnética y de una
trampa anhidra, se colocaron 0.96 g (9.8 mmol) de &cido fosforico en acetonitrilo;
posteriormente se adicionaron lentamente 2.6 mL de trietilamina (1.8876 g, 18.7 mmol,
1.9 eq) y se dejo en agitacion durante una hora. Luego se agregaron 0.98 mL (1.4112 g,
9.8 mmol 10 mmol) de CI3CCN y se dejo en agitacién por 24 horas. Al cabo de este
tiempo se agregaron 2.63 g (10 mmol) del alcohol XII preparado con anterioridad, esta
reaccion se dejé agitando para concluir en 24 horas. El fin de la reaccion se verificd por
una ccf usando como sistemas de elucién diclorometano: acetona (95:5) y cloroformo:
acetona: hidroxido de amonio (4:1:1 gota).

Finalizada la reaccién se evaporo el disolvente empleado y se resuspendié en 16 mL de
metanol en un matraz de dos bocas, con agitacion magnética y provisto de una trampa
anhidra. Después se adiciono lentamente el metoxido de sodio, se dejo reaccionar una
hora y se filtrd6 al vacio. Se monitore6 el fin de la reaccion usando el sistema
diclorometano: acetona (95:5).

El producto obtenido se guardd en una campana de vacio para evitar su hidrdlisis con la
humedad del ambiente.
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5.0. RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 8. Resumen de los principales compuestos en esta tesis

5.1. Sintesis de materias primas como precursores de los modelos de profarmacos.

Antes de iniciar con la sintesis de los modelo de profarmacos se sintetizaron previamente las
materias primas necesarias: 2-(metiltio)-1H-bencimidazol (lll) y 5,6-dicloro-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol (X).

-Para la sintesis de Il se parti6 de la o-fenilendiamina, que se someti6 a una
ciclocondensacion para obtener el 2-mercapto-1H-bencimidazol (Esquema 8) por medio de
la formacién del intermediario xantato de etilo (Esquema 7), producto de la reaccién entre el
hidroxido de potasio, etanol y disulfuro de carbono presentes en el medio de reaccion.

Esquema 7. Mecanismo propuesto para la formacion del intermediario xantato de etilo

m S<7 I /|Sj\
-+
S=C=S —» S K —» Ho+s K =—>= SK —= Hc” Y07 sk + HO
HO + {_/
/ vC
‘k (-)H H3C/\OH TP V'I.'ransferenma de proton oTautomerla
proténica

e e—
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La reaccion se llevo a cabo sin mayor problema, sdélo se debi6 de tener cuidado de agregar el
disulfuro de carbono al medio de reaccion cuando la diamina y la base se encuentran ya
disueltas, asi como mantener la temperatura de reaccion estable.

Esquema 8. Mecanismo propuesto para la ciclocondensacién de la o-fenilendiamina con el
intermediario xantato de etilo

NH, NH, OCH,CHj

/\| |> L S K N
OCH,CH,
+OCH2CH3

A (r®

NH

en

TP = Transferencia de protén o

Tautomeria proténica
N OCHZCH 3
N\ S L«
CH,CH,O0H + | SH
N
H

El siguiente paso fue la S-metilacion (Esquema 9), que se realiz6 mediante la adiciéon de
yodometano en medio basico. El éxito de este paso depende del control de la temperatura,
ya gue si ésta se eleva, se favorece la formacién del producto dimetilado.

Esquema 9. Mecanismo propuesto para la S-metilacion del 2-Mercapto-1H-bencimidazol

Crhp . OO 20 O
H

OH Na

-Por otro lado, para la formacion del 5,6-dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol se parti6 de 4,5-
dicloro-2-nitroanilina, que se sometié a una reduccién quimica del grupo nitro con cloruro
estannoso, oxidando el ion Sn** a Sn**. Esta reaccién depende del manejo de las sales de
estafio al final de la reaccion, debido a la formacion de sales que pueden contaminar el
producto. Para obtener el producto deseado, se procedié de la misma forma que para el
compuesto anterior, la formacion del 5,6-dicloro-2-mercapto-1H-bencimidazol mediante una
ciclocondensacion por medio de la formacion del intermediario xantato de etilo y la posterior
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metilacion mediante la adicion de yodometano en medio basico, teniendo los mismos
cuidados y tratamientos que en las reacciones anteriores.

5.2. Identificacion de las materias primas

Las constantes de R;y puntos de fusién de los compuestos obtenidos en estas reacciones
fueron idénticos a la de los mismos compuestos obtenidos y caracterizados con anterioridad

en el laboratorio

Tabla 2. Caracterizacion de las materias primas
Compuesto R¢ Sistema de Disolvente de Punto de Rend. (%)
elusion recristalizaciéon fusion
Q)

2-Mercaptobencimidazol | 0.50 | Cloroformo: Etanol 95% 303.1-304.9 | 72.2

() Metanol (9: 1)
2-(Metiltio)bencimidazol | 0.40 | Cloroformo: Etanol/Agua 203.6-204.6 | 86.8

(1) Metanol (95: 5)
4,5-Diclorobenceno-1,2- | 0.61 | Cloroformo: Metanol 161.1-162.4 | 85.4
diamina (VIII) Metanol(98: 2)
5,6-Dicloro-2- 0.40 | Cloroformo: Metanol 333.9-335.1 | 97.8
mercaptobencimidazol Metanol (9:1)
(IX)
5,6-Dicloro-2- 0.60 | Hexano: Metanol 232.5-234.3 | 72.1
metiltiobencimidazol (X) Acetato de

etilo (1: 1)

5.3. Sintesis del [2-(Metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetanol (1V)

La obtencion del

[2-(metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetanol

diferentes metodologias que se describen a continuacion.

i Primer método: En medio basico.

>

@EE

/>—SCH3

N

1) NaOH, MeOH, Destilar

2) HCHO (37%), CHCl,

\%

se

L

logré probando cuatro

\>7$CH3

OH
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La reaccion se dejo 24 horas y durante este tiempo no se observo avance significativo. La
reaccion permanecidé en suspension, e inclusive los reactivos se pegaron a la pared del
matraz sin importar el volumen de cloroformo utilizado en la reaccion. Para tratar de disolver
las materias primas se agregé DMF, lo que propicio la formacion de una resina que seguia
conteniendo la materia prima, segun indico la cromatoplaca.

. Segundo método: En medio bésico con tolueno
H

N N
" 1) NaOH, MeOH, (HCOH)n | \>—SCH
/> SCH; 2) Tolueno - °
N N

1] \% \\OH

La reacciéon no concluyd, monitoreando su avance mediante cromatografia de capa fina
usando el medio de elucion diclorometano: acetona (95:5%). Se intenté extraer la materia
prima que no habia reaccionado, pero se provoco la hidrolisis del producto formado, lo cual
se debié probablemente a la base fuerte presente en el medio de reaccion.

iii. Tercer método: En medio basico acuoso

N
N K,CO,, HCHO (37%) N\
) —SCH; o - | D—scH,
N N

Usando la cromatografia de capa fina se logré observar que la reaccion concluyé y se intenté
recuperar el producto filtrando al vacio, pero se observé la hidrdlisis del producto formado.
Posteriormente, en otro procedimiento realizado, se intenté obtener el producto extrayéndolo
del medio acuoso con acetato de etilo y concentrando este ultimo a sequedad y temperatura
ambiente en el rotaevaporador, pero se volvié a observar la hidrolisis del producto, aunque
en menor cantidad.

iv. Cuarto método: En medio neutro

H
N

N
HCHO (37%), CHCI, N\
/>7SCH3 - | >7SCH3
N

N

I v OH

El punto final de la reaccion se monitore6 por CCF usando como medio de elusion
diclorometano: acetona (95:5), y se observo el término de la reaccidén al encontrar una clara
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diferencia entre la materia prima y el producto de reaccion, tal y como lo muestra la siguiente
placa:

[2-(Metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetanol (1V) . ‘ R;=0.13
2-(Metiltio)-1H-bencimidazol (ll)| ‘ R=0.24
Compuesto R¢
Producto [2-(Metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetanol (1V) 0.13
Materia prima 2-(Metiltio)-1H-bencimidazol (lII) 0.24

Separado el producto obtenido, se determiné su punto de fusion, el cual fue de 132.4-134.2
°C. Como era de esperarse, el punto de fusion disminuye cuando se elimina el H en la
posicion 1, esto debido a que se elimina la atraccién intermolecular, lo que hace que se
necesite una menor cantidad de energia para lograr el cambio de estado. El rendimiento de
la reaccion fue de 75% y se obtuvo su espectro de masas (Espectro 1), de IR (Espectro 2) y
de RMN de 'H (Espectro 3), el espectro correspondiente al intercambio con agua deuterada
para la identificacién de la sefial correspondiente al proton del agrupo hidroxilo (Espectro 4)
y 3C (Espectro 5).

5.4. Sintesis del [5,6-Dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetanol (XII)

Al encontrar un método para la sintesis de los bencimidazolilmetanoles, se procedié a la
sintesis del [5,6-dicloro-2-metiltio-1H-bencimidazol-1-iljmetanol (XIl), empleando solo las dos
metodologias que tuvieron resultados positivos para el compuesto anterior, los resultados se
presentan a continuacion:

i Primer método: Con formaldehido acuoso en cloroformo

K}I \: ScH, HCHO (37%), CHCl, | > SCH,
N cl N
H

cl
Xl Xl OH

El avance de la reaccion se monitore6 por CCF usando como medio de elusion
diclorometano: acetona (95:5), y se observo una ligera diferencia entre la materia prima y el

-
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producto; como la diferencia era muy pequefia se verifico el final de la reaccion midiendo el
punto de fusion del producto y se comprob6 que se trataba de la materia prima.

Posteriormente se intentd repetir la reaccion solo cambiando de disolvente, pues se formulo
la hipdtesis de que la reaccidon no se llevdo a cabo porque la materia prima no logro
solubilizarse en el medio de reaccidén. Los disolventes empleados fueron diclorometano,
acetato de etilo, metanol, etanol, acetonitrilo, THF, DMF, en todos los casos se disolvia el
bencimidazol, pero en todos se observé que una vez agregado el formaldehido al medio de
reaccion la materia prima precipitaba como un sélido blanco pastoso e insoluble en todos los
disolventes probados. La reaccion no se llevé a cabo en ningun disolvente empleado.

i Segundo método: Con formaldehido acuoso en medio bésico

HCHO (37%)
jiv\[ \>78¢H3 e | >*SCH3
K,CO;, H,0 N
al N cl
H
Xl Xl OH

Se logré observar que la reaccidn concluyd y se recuperd el producto filtrando al vacio,
obteniéndose un soélido blanco con un rendimiento de 85.2% que descompone a 200 °C, e
insoluble en todos los disolventes organicos, excepto DMSO.

A diferencia del alcohol proveniente del 2-(metiltio)-1H-bencimidazol, el proveniente del 5,6-
dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol es estable cuando se obtiene por este método, que
resulto ser el tnico que funciona para la obtencién de este intermediario.

Al igual que el compuesto anterior, se logré obtener la espectrometria de masas, asi como el
espectro IR, y RMN de *H y *3C. Los datos espectrométricos y espectroscépicos de ambos
compuestos se enlistan en la Tabla 2, y en los espectros 7, 8,y 9.

Se puede observar que la abundancia del compuesto Xl en el espectro de masas es apenas
del 30%, esto debido a que el compuesto es ligeramente soluble en el disolvente empleado,
DMSO, porgue si se compara el espectro obtenido con el espectro de la matriz, las sefales
correspondientes a la matriz son de mayor magnitud que las del compuesto XI.
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5.5. Identificacion de los intermediarios hidroxilados

Tabla 3. Datos espectroscopicos y espectrométricos de los intermediarios 1-(hidrometilo)
IV'y XII.
Compuesto Método analitico y sefales

PM 194.25

Espectro IR

Grupo OH: 3143.39
Estiramiento C-N: 1705
Metilo: 2815, 1043, 1379
Vibracion C=C: 1590
Vibracién C-H: 1136
Vibracién C-S: 730

Espectro de masas (FAB)
M+1= 165 (100%)
M+1=195(80%)

Espectro de RMN 1H (TMS, DMSO-dg)
(ppm)

2.75, s (3H, CH3S)

5.5,d (2H, -CHy-)

6.77, t (1H, OH, que desaparece al
intercambio con D,0 (Fig. 4))

7.23, m (2H, H4 y H7)

7.57, m (2H, H5 y H6)

IGhas
cl N

Xl OH
PM 263.14

Espectro IR

Grupo OH: 3143.39
Estiramiento C-N: 1705
Metilo: 2815, 1043, 1379
Vibraciéon C=C: 1590
Vibracién C-H: 1136
Vibraciéon C-S: 730

Espectro de masas (FAB)
M+1= 264 (30%)
M+1=233 (20%)

Espectro de RMN 'H (TMS, DMSO-dg)
(ppm)

©
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2.75, s (3H, CH3S)
5.49, s (2H, -CH,-)
7.83, s (1H, H4)
7.90, s (1H, H7)

En ambos casos, el producto obtenido alcohol Il 6 Xl se sometid enseguida a siguiente
reaccion para evitar la hidrdlisis y prevenir que el producto final estuviera contaminado con el
nucleo bencimidazolico, asi como también para aumentar los rendimientos.

5.6. Sintesis del modelo de profarmaco NOR-1
(@ Empleando la primera metodologia

En el primer método empleado para la formacion del compuesto NOR-1, usando oxicloruro
de fosforo, trietilamina y etanol para la formacion del intermediario [2-(Metiltio)-1H-
bencimidazol-1-iljmetil fosfato de dietilo (VII), se obtuvo un sélido con Ry. diferente al del [2-
(metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetanol y al 2-(metiltio)-1H-bencimidazol, por lo cual se
analiz6 mediante espectrometria de masas y no se encontré el compuesto esperado, por
ello se abandoné esta técnica y ya no se intenté para NOR-2, porque ademas se observo
gue cuando se intentd romper el éster (VII), empleando etéxido de sodio en etanol, para la
formacion de la sal de sodio (NOR-1), no hubo tal ruptura segun indicé la cromatoplaca
corrida en el sistema diclorometano-acetona (95:5), es decir no se llevd a cabo la reaccion
planteada en el Esquema 10.

1 @ R-02

2 @ R=016

3 - @® RrR-=-070

4 - @ Rr=07

1 2-(Metiltio)-1H-bencimidazol (l11)

2 [2-(Metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetanol (1V)
3 Compuesto VIl

4 NOR-1 Esperado

©
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Esquema 10

N

| \>78CH3

N

\\O—!'il———OEt

N
EtONa
| \>78CH3
EtOH \
O 0
-+
O—F|>—O Na
ON
OFEt NOR-1 =¥

Compuesto VII

(b)  Empleando la segunda metodologia

Por lo tanto, para la formacién de los modelos de profarmacos modelo NOR-1 y NOR-2 se
empled la segunda técnica. Se inicid con la reaccion acido-base entre el acido fosforico y la
trieltilamina; esto con el objetivo de hacer un mejor nucledfilo al acido fosférico para el
posterior ataque de éste al nitrilo del tricloroacetonitrilo en la reaccion, formando el
intermediario 2,2,2-tricloroetanimidoil fosfato de trietilamonio (intermediario V). Una vez
formado el intermediario V, se afiadié el bencimidazoliimetanol (1V), atacando uno de los
pares de electrones libres del oxigeno del alcohol como se muestra en el Esquema 11.

Esquema 11.

O

+ =l
Et,NH O—Fl’—OH

Et,NH O
Al

A

Mecanismo propuesto para la formacion de NOR-1

P + -
—_—

Et,;NHO
Al
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HO

N
N—sCH, <Ot \>—SCH3 T y CS—<\
N MeOH -CI,CCONH,

@)

| -+ | -+ \V,

O—P—O0 Na O—P—O NH
' Vi ' TP = Transferencia de proton
NOR-1 l+\la O Et;NH o o Tautomeria protdnica
g
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5.6.1. Sintesis e identificacion de NOR-1

La trietilamina empleada se destild6 previamente en el laboratorio y el acido fosforico se
guardé en benceno para evitar que se hidratara. La reaccion entre acido fosforico y
trietilamina es rapida; sin embargo, para que se consumara totalmente la materia prima se
dejo en agitacion durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se afiadio el tricloroacetonitrilo,
llevdndose a cabo la formacion del intermediario V; esta reaccion es lenta, completandose en
24 horas a temperatura ambiente, manteniendo condiciones estrictamente anhidras. Luego
se agrega el bencimidazoliimetanol (IV) y se deja incorporar en las siguientes 24 horas,
monitoreando la conclusion de la reaccion mediante ccp, hasta la desaparicion de la mancha
correspondiente a (1V)

Cuando concluyé la formacion del intermediario VI, se evaporo el acetonitrilo y se observé la
formacion de un producto secundario que le brindd a la mezcla de reaccién el color amarillo
intenso con apariencia viscosa.

La reaccion se monitoreé mediante cromatografia de capa fina con diclorometano: acetona
(95:5) como medio de elusién para verificar que la reaccién se habia completado. También
se observé la aparicion de un producto con un R¢ mayor, como se observa en la figura, el
cual correspondia al producto secundario, la tricloroacemida. Los productos de interés no
absorben la luz UV, por ello, la reaccion se da por terminada cuando se ha consumido toda
la materia prima (V).

@® R=-015
2 ®r-06

1 [2-(Metiltio)-1H-Bencimidazol-1-iljmetanol materia prima (IV)
2 Mezcla de reaccion a las 24 h entre Vy IV

3. Producto obtenido después del intercambio con CH,ONa,
identificado como NOR-1

Estos productos no lograron separarse hasta después de hacer el intercambio catiénico entre
el ion trietilamonio y el ion sodio, ya que una vez formado el compuesto NOR-1 precipita y
puede separarse filtrando al vacio el sélido formado. En las aguas madres de la reaccion, al
evaporar el metanol empleado se observé la formacion de unos cristales amarillos:
tricloroacetamida, identificados mediante ccf.
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El residuo de la filtracion se hidrataba facilmente al contacto con la humedad del ambiente,
por lo que se guardd en una campana de vacio. Este compuesto es insoluble en todos los
disolventes organicos y tuvo un punto de fusion mayor a 350 °C. No se pudo corroborar la
pureza del producto obtenido mediante ccf debido a que el compuesto no absorbe en el
rango UV.

La identificacion del producto obtenido se llevé a cabo mediante espectrometria de masas
empleando la técnica de FAB (Fuentes de bombardeo por atomos rapidos). En el espectro
obtenido se observa la presencia tanto del producto de interés como de la sal monobésica
(Espectro 10). También se obtuvo su espectro de IR (Espectro 11), donde se observan las
bandas caracteristicas de los grupos funcionales presentes.

Para la obtencion del espectro de RMN de *H (Espectro 12), la muestra se prepar6 en D,0
debido a que el compuesto NOR-1 era soluble sélo en este disolvente. En el espectro se
observd la presencia del grupo metileno que une al grupo fosfato con el nucleo
bencimidazolico; lo cual indicaba la presencia del producto de interés. También se observé
gue la proporcién en la que se encontraba este respecto a los contaminantes era muy
pequefia, porque se observaron sefiales correspondientes al metoxido y a la trietilamina.
También se obtuvo el espectro de *'P (Espectro 13) y como se reporta para el caso de los
fosfonoximetilbencimidazoles del fenbendazol, > se obtiene una sefial singulete en 3, en
nuestro caso también se obtiene una sefal a ese desplazamiento quimico (2.5 ppm) y otra
negativa (-7 ppm) en mayor proporcién, como se observa en el Espectro 13 del apéndice.

Para eliminar la trieltilamina y el metéxido del producto obtenido se hicieron lavados con
metanol anhidro monitoreando la pureza mediante RMN. Aunque se observé la disminucion
del metoxido, los contaminantes seguian presentes; por lo que, para eliminar también la
trietilamina y considerando su pKa de 11.8, se lavo el producto con una solucién de metoxido
de sodio en metanol, aumentando el pH del medio y provocando la disoluciéon de la
trietilamina en estado neutro. El espectro de RMN (Espectro 14) mostré la eliminacion de la
sefal perteneciente a la trietilamina, aunque también desaparecio la sefal correspondiente al
metileno, lo que nos hizo concluir que el compuesto NOR-1 obtenido es inestable a pH
béasico.

Se repitio el procedimiento de reaccion, pero esta vez el metdéxido de sodio se agrego al
medio de reaccibn como una solucion en metanol empleando exactamente los dos
equivalentes necesarios. Se observo el mismo comportamiento, al agregar poco a poco la
solucion precipitdé el compuesto de interés. Para evitar que se hidrolizara el derivado
fosfonoximetil se hicieron varios lavados con metanol e inmediatamente se obtuvo su
espectro de RMN, donde se observé nuevamente la sefial correspondiente al metileno, pero
también se observo la presencia de los contaminantes en mayor proporcion.
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Al obtener el espectro de RMN de *!P se observaron las mismas sefiales que en el primer
espectro obtenido, una positiva, ahora en mayor proporcién y una negativa. Por ello se
investigo y se concluyo que la sefial negativa corresponde al grupo fosfato inorgénico.

R,PO
R,P*
PO,?
R,P
RPX, H,PO,

R,PX
Fosfinas

ppa 200 150 1060 1] 1] =50 =101} -150

X = halégenos

Figura 9. Rangos de desplazamiento quimico de *'P de acuerdo a su entorno quimico.®?

Como se observa en la Figura 9, los desplazamientos correspondientes al Fésforo-31 tienen
rangos muy amplios, se puede concluir sin embargo que como se report6é para el caso de los
profarmacos de los carbamatos bencimidazélicos™ y por la informacién presentada en las
Figuras 10 y 11 acerca de la forma de los desplazamientos, de acuerdo al grupo funcional,
se concluye que el desplazamiento quimico de interés, en nuestro caso, es el que se
encuentra entre 2.5-3 ppm.

Ortofosfato,
H » Ortofosfato
= monoéster
Ortofosfato . Polifosfato:
v diéster .. ..;:.c-5 ” "
? : ;
| OM M
‘ v
Fosfonato ' -
' l DbfA Pirofosfato:
H W v
~ A
pLf | o1 ‘
{ A fl N M A\
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Figura 10. Ejemplos de algunos grupos fosfato y sus desplazamientos.®®
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Figura 11. Formas de los desplazamientos de fosforo segun el entorno quimico en que se
encuentran.®

Se repitio la sintesis de NOR-1 realizando el intercambio catibnico mediante una valoracion
con una solucion de metoxido de sodio en metanol y un potenciémetro. Se considero el punto
final de la valoracion cuando el pH se mantuvo estable, con el propésito de emplear sélo la
cantidad exacta de metdoxido de sodio y evitar un exceso que después contaminara el
producto final, como anteriormente se habia observado. El pH de inicio de la valoracion fue
de 2 y se logré estabilizar en 7. El solido obtenido por filtracion al vacio se guardo
inmediatamente en la campana de vacio; mediante cromatografia de capa fina se observo
gue el compuesto NOR-1 estaba limpio de 2-metiltiobencimidazol, por ello se obtuvo su
espectro de RMN de 'H. Como era de esperarse, el compuesto obtenido tenia una menor
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concentracion de metoxido de sodio; sin embargo, éste seguia apareciendo junto con la
trietilamina, por ello se decidio hacer lavados con metanol y acetona.

Mediante cromatografia de capa fina se verificé que no se hubiera hidrolizado NOR-1, lo cual
se apreciaria con la presencia de 2-metiltiobencimidazol en la placa. Para evitar cualquier
detalle que entorpeciera la identificacion del compuesto por RMN, la muestra se preparaba
en D,O minutos antes de ser analizada. El espectro que se obtuvo fue mejor que los
anteriores; sin embargo, no se logré eliminar por completo ni el metdéxido de sodio ni la
trietilamina, lo cual se explica porque a pH 7 la mayor parte de la trietilamina se encuentra
protonada y con ello adquiere una carga que le permite ser insoluble en medios no polares,
pero muy soluble en disolventes polares, como el agua, que es el unico disolvente en el cual
es soluble NOR-1 y que es en el que se preparaba la muestra.

El espectro de *'P mostré una vez mas dos singuletes, uno en 3 ppm aproximadamente, que
corresponde al grupo fosfato unido al bencimidazol y una con desplazamiento quimico
negativo que corresponde al fosfato inorganico; de esta manera se propuso que NOR-1 era
inestable en medio acuoso, ya que antes de la preparaciéon de la muestra la placa nos
mostraba que la muestra no contenia materia prima, pero después de la preparacion de la
muestra en el espectro se observa la presencia de fosfato inorganico, es decir fosfato que se
ha separado del nlcleo bencimidazdlico.

Para comprobar la hipétesis planteada después de los resultados obtenidos de RMN, en un
tubo de ensayo se colocaron 100 mg de NOR-1, a los cuales se agregé 1 ml de agua
destilada y se agit6 ligeramente el tubo. Treinta minutos mas tarde se observé que el tubo
estaba ligeramente turbio, por lo cual se extrajo con acetato de etilo el precipitado y se le
realizd6 una cromatografia de capa fina usando como referencia el 2-metiltiobencimidazol,
comprobandose que el precipitado se trataba de la materia prima. Por este sencillo
procedimiento se comprobd la inestabilidad del primer modelo de profarmaco NOR-1 en
medio acuoso, siendo la estabilidad acuosa uno de los objetivos planteados al inicio del
proyecto.

Esta observacion fue respaldada por el espectro de IR que se le realiz6 al compuesto NOR-1
usando agua como disolvente, ya que al compararlo con un espectro de IR del 2-
metiltiobencimidazol se obtienen exactamente los mismos estiramientos, lo cual nos indica la
hidrolisis del compuesto. Otros disolventes usados para la obtencién del espectro de RMN *H
del compuesto NOR-1, como DMSO vy acido trifluoroacético, no disolvieron la muestra o
mostraron las sefales de las impurezas anteriormente mencionadas y la desaparicion de las
sefales de interés

En el Espectro 15 se presenta Gnicamente la regién del espectro de RMN *H del compuesto
NOR-1, donde se observa la sefial correspondiente al metileno y a los grupos aromaticos de
la molécula, con los espectros obtenidos y el espectro de masas se prueba la existencia del
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compuesto, aunque también se aprecia su inestabilidad en medio acuoso, lo que impidio su
purificacion.

5.6.2 Sintesis e identificacion de NOR-2

Para el modelo de profarmaco NOR-2 se sigui6é el mismo procedimiento que para NOR-1: de
manera sincronizada se coloco, por un lado, la reaccién del intermediario hidroxilado XI'y por
otro, la reaccion de formacion del intermediario V. Cuando ambas reacciones se
completaron, el sélido correspondiente al intermediario XI se incorporé a la reaccion de
formacion de V. Para monitorear el término de esta reaccion se empleo la técnica de
cromatografia en capa fina, tanto para verificar que se completara la conversion de la materia
prima como para corroborar la formacion del producto secundario, la tricloroacetamida. La
placa se muestra a continuacion:

1 . @ R=022
2 . ® R,=0.62
3

1 [5,6- Dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetanol (XI)
2 Mezcla de reaccidn a las 24 h entre el intermediario Vy IV

3. Producto obtenido después del intercambio con CH;ONa,
identificado como NOR-2

A diferencia del intermediario VI, el intermediario XII logré aislarse como un sélido con punto
de fusién de 160°C.

El intercambio catiénico para la formacion de NOR-2 se realiz6 mediante una valoraciéon
acido-base, tomando en cuenta los resultados obtenidos en la formacion de NOR-1. Se tenia
la expectativa de que este compuesto fuera mas estable en medio acuoso porque durante
toda la ruta de sintesis, la presencia de los dos cloros en el anillo provocé un comportamiento
completamente diferente al primer modelo de profarmaco. Sin embargo, y pese a las
primeras diferencias observadas entre ambos modelos, cuando se obtuvo el solido
correspondiente a NOR-2, se observo el mismo comportamiento que para NOR-1, ya que el
punto de fusién también rebasaba los 350°C, como en el primer caso el hecho de que el
punto de fusion se elevara tanto indicaba la presencia de un enlace inorganico en la
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molécula, en nuestro caso el correspondiente a la union de los dos iones de sodio al grupo
fosfato. También se observd el mismo comportamiento respecto a la solubilidad, el sélido
obtenido sélo se lograba solubilizar en medio acuoso, este comportamiento hace referencia a
gue el compuesto sintetizado efectivamente corresponde a una sal inorganica.

Después de estas observaciones, solo faltaba identificar el compuesto mediante las técnicas
espectroscopicas y espectrométricas empleadas para los compuestos anteriores y verificar la
estabilidad del compuesto en medio acuoso. El espectro de masas del compuesto NOR-2
(Espectro 16) muestra que éste se encuentra en una proporcion relativa de 20%, el espectro
de IR (Espectro 17) muestra el mismo comportamiento que el compuesto NOR-1.

Como se observo en el primer modelo de profarmaco, NOR-2 no absorbia luz UV, por lo que
no fue posible determinar su pureza mediante la técnica de cromatografia de capa fina, ya
gue por este método Unicamente se determind que no existiera materia prima en el producto,
por ello se procedié a la obtencién de los espectros de RMN. En el espectro de *H (Espectro
18), se observo, al igual que en el primer compuesto, la presencia en mayor proporcién de
los contaminantes, trietilamina y metéxido de sodio. También se logré obtener el espectro de
3p (Espectro 19), en el cual se observa que la sefial correspondiente al fosfato unido al
grupo bencimidazolico se encuentra en mayor proporcién que el de la sefial correspondiente
al fosfato inorganico; sin embargo, esta sefial aparece y es un indicio de la inestabilidad
acuosa del compuesto, aunque menor que en el compuesto NOR-1; por lo anterior, antes de
continuar con el proceso de purificacion del compuesto, se valoré su estabilidad en medio
acuoso, empleando la misma prueba en el tubo de ensayo practicada al compuesto NOR-1,
por medio de esta prueba se determind la inestabilidad del compuesto NOR-2 en medio
acuoso, ya que solo basté dejar el compuesto en agua por media hora, para que se
escindiera el grupo fosfato unido al ntcleo bencimidazdlico, ya que al término de la prueba se
observo ligera turbidez en el tubo de ensayo, que se extrajo en acetato de etilo y se comparo
mediante cromatografia de capa fina con la materia prima, donde se observé que se trataba
del mismo compuesto.

Para cumplir con la identificacion de los compuestos mediante RMN, se le hicieron algunos
lavados a NOR-2 empleando unicamente metanol anhidro pero, como se observa en la
Espectro 20, la sefial correspondiente al metileno que une al grupo fosfato con el ndcleo
bencimidazodlico ya no aparece, lo cual nos indica la ruptura del modelo de profarmaco NOR-
2.

|

44



Sintesis de derivados de 1-fosfonoximetilbencimidazoles,
como modelos de profarmacos antiparasitarios

6.0. CONCLUSIONES

e Se lograron sintetizar las materia primas necesarias para el estudio de la sintesis de
los dos modelos de profarmacos planteados: 2-(Metiltio)-1H-bencimidazol y 5,6-
Dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol con rendimientos de 86.8 y 72.1%,
respectivamente.

e Se lograron implementar dos rutas de sintesis, para la formacion de los intermediarios
hidroxilados, los cuales resultaron ser estables a condiciones ambientales y pudieron
aislarse.

e Se lograron sintetizar y caracterizar mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas los intermediarios hidroxilados [2-(Metiltio)-1H-bencimidazol-1-
illmetanol y [5,6-dicloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljlmetanol con rendimientos de
75% y 85.2%, respectivamente.

e Se logr6 implementar una ruta de sintesis para la formacibn de los
fosfonoximetilbencimidazoles; mediante espectrometria de masas se logré comprobar
la presencia de los dos modelos de profarmacos que fueron sintetizados mediante
esta técnica.

e No se pudieron purificar los modelos de profarmacos sintetizados debido a su
inestabilidad en medio acuoso, ya que incluso la humedad del ambiente escindia el
grupo fosfato unido al nucleo bencimidazolico. Debido a la inestabilidad que
caracteriz6 a ambos modelos sintetizados no fue posible realizar pruebas de
solubilidad acuosa. Sin embargo, fue posible caracterizar los compuestos sintetizados
empleando agua como disolvente, debido a que eran insolubles en los disolventes
organicos probados.
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7. EXPECTATIVAS

La inestabilidad en medio acuoso de los dos modelos de profarmacos sintetizados se
debe a que las moléculas empleadas carecian de sustituyentes en el anillo que
aportaran una mayor densidad electronica que estabilizara el enlace formado, lo cual
se comprueba al observar que la molécula mas grande que fue sintetizada (NOR-2),
resulté ser méas estable que NOR-1

Por ello se plantea extrapolar esta técnica al triclabendazol, con el fin de aumentar su
solubilidad acuosa, se plantea la hipétesis de que al ser una molécula con
sustituyentes en el nudcleo bencimidazdlico que aporten una mayor cantidad de
electrones que las empleadas en el estudio de esta ruta de sintesis, tendr4 una mayor
estabilidad acuosa, lo cual le permitird ser un profarmaco exitoso.

Asi mismo, se plantea extrapolar esta novedosa y sencilla técnica al compuesto
desarrollado en el laboratorio 122, comunmente conocido como compuesto “Alfa”, que
también es un derivado del 2-(metiltio)-1H-bencimidazol que ha demostrado tener una
actividad equiparable al triclabendazol, pero que comparte con éste los problemas de
insolubilidad acuosa.
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ESPECTRO 1. MASAS DE IV.
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ESPECTRO 2. IR IV.
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ESPECTRO 10. MASAS DE NOR-1
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ESPECTRO 16. MASAS DE NOR-2
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ESPECTRO 18. RMN 'H DE NOR-2
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