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NUEVOS COMPUESTOS HIDROSOLUBLES DERIVADOS DEL BENCIMIDAZOL,
UTILES PARA EL TRATAMIENTO DE LA FASCIOLOSIS

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion esta relacionada con los principios y técnicas utilizadas en
la Industria Farmacéutica Veterinaria para el desarrollo de nuevas composiciones
farmacéuticas para fabricar medicamentos que contribuyan a la salud animal, y mas
especificamente, esta relacionada con nuevos compuestos hidrosolubles derivados del
bencimidazol Utiles en el tratamiento de la fasciolosis en animales domésticos y
silvestres, asi como también en humanos, y también estad relacionada con una

composicién farmacéutica que incluye dichos nuevos compuestos hidrosolubles.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La fascioliasis o fasciolosis es una enfermedad parasitaria (helmintiasis) causada
por dos especies de trematodos digéneos Fasciola hepatica y Fasciola gigantica,
conocidas vulgarmente como duelas del higado. Los adultos se localizan en la vesicula

biliar o en los conductos biliares del higado.

La fasciolosis ocasiona grandes pérdidas en la ganaderia y en la economia de
los paises productores de animales domésticos y sus productos, como leche, carne,
lana, cuero, etc. Asimismo, afecta principalmente al ganado bovino, ovino y caprino,
pero puede presentarse en animales silvestres, y en ocasiones, en el ser humano; por lo
gue la infecciéon se considera como una zoonosis, la cual es un serio problema a nivel

mundial.

La situacion epidemiolégica de la fasciolosis humana ha cambiado en los Ultimos

afos. Desde 1980 ha aumentado considerablemente el nimero de personas infectadas
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por Fasciola hepatica, y en varias zonas geogréficas se han descrito verdaderas

endemias humanas, con cifras de prevalencia e intensidad entre bajas y muy altas. Las
zonas de prevalencia de fasciolosis en el ser humano no coinciden necesariamente con
las zonas en donde la enfermedad constituye un problema veterinario de primera

5 magnitud.

La fasciolosis ya no puede considerarse simplemente como una enfermedad
zoonodtica secundaria, sino como una enfermedad parasitaria humana importante
(Boletin de la organizacién mundial de la salud 1999, Mas-Coma). La fasciolosis es una

1¢ enfermedad global, y los casos humanos se han registrado en més de 75 paises en todo
el mundo. Zonas reconocidas de alta transmisién son las tierras altas de América del
Sur, el valle del Nilo, la cuenca del mar Caspio que se extiende entre Europa y Asia, asi
como en Asia Oriental, el sudeste asiatico, el Reino Unido y Australia. Ningun pais

puede considerarse libre del riesgo de la fasciolosis.

Se ha pronosticado que la incidencia de la fasciolosis seguird aumentando en el
futuro, continuando con la tendencia observada en ios Ultimos afios, esta tendencia se
ha atribuido al cambio climatico (Van Dijk et al, 2010.). En México se ha diagnosticado
en 29 estados, en donde las prevaiencias van desde el 2% hasta el 100%. Datos

26 obtenidos en México muestran que de 36 millones de bovinos, 18 millones estan
expuestos a la infeccion por Fasciola hepatica, en virtud de que el ganado se

encuentra localizado en zonas reconocidas como "fasciolosas" (lbarra, 2000).

La relevancia de esta parasitosis radica en las grandes pérdidas econémicas que
25 produce a la ganaderia, debido al proceso inflamatorio, generalmente cronico del higado
y conductos biliares, asi como también trastornos digestivos y de nutricién. Lo anterior

se traduce en pérdidas directas debido a la muerte de animales jovenes por infecciones
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masivas de las formas juveniles de Fasciola hepatica, e indirectas por decomisos de

higados en el rastro, abortos, baja tasa de crecimiento y reproduccién, asi como baja
produccion de carne, leche, predisposicion a otras enfermedades, y gastos por

tratamiento.

5
Los principales compuestos utilizados para tratar la fasciolosis se presentan en la
Tabla 1, y su espectro de actividad contra trematodos de diferentes edades se resumen
en la Tabla 1. (Fairweather y Boray 1999).
10 Tablal. Tratamiento con fasciolicidas

GRUPO QUIRICO EJEMPLO

Fenoles halogenados Bithionol (Bitin, Actamer), Hexaclorofeno (anfes Bilevon,
ahora obsoleto), Niclofolan (Bilevon), nitroxinil {(Trodax)
Brotianide {(dirian), Closantel (Flukiver, Seponver,
Supaverm, Cosicare), Oxiclozanida (Nilzan, Zanil),
15 Rafoxanida {Flukanide, Ranizole).

Albendazol (Valbazen), Mebendazol (Telmin, Vermox,
Supaverm), Triclabendazol (Fasinex), Luxabendazole
{Fhuxacur).

Sulfonamidas Clorsuldn (Curatrem, lvomec F, lvomec Plus).

Salicilanilidas

Bencimidaroles

20
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Tabla Il. Espectro de eficacia de los farmacos en las tasas de dosis recomendadas

contra Fasciola hepética en el ganado ovino.

EDAD DE FASCIOLAS EN SEMANAS

FARMACO
1 2 3 4 5 6 7 8 & 110 11 12 13 14

Bitionol,
Hexaciorofeno, 50-
Oxiclozanida, 80-99%
Niclofolan, Albendazol, 70%
Closulon+ lvermectina
{(inyeccidn)
Closuron {oral) 20-29%
Nitroxinil, Closantel 50-90% $1-99%
Rafoxanida 50-80% 91-88%

a90-
Triclabendazol §1-88%

99%
Diamfenstida 91-100% 50-80%

Como puede aprestarse en la tabla 11 anterior, el albendazol, que fue lanzado al
mercado en el afio de 1975, ha sido uno de los derivados bencimidazdlicos mas
exitosos en virtud de tener amplio espectro y alta eficacia contra nematodos
gastrointestinales. Sin embargo, sobre Fasciola hepética sélo actia en las semanas
10-1 1, teniendo una eficacia del 50-70%; mientras que en las semanas 12-14 tiene una
eficacia del 80-90%. Asimismo, la diamfenetida tiene una eficacia de 91 a 100% en las
fasciolas juveniles de 2-6 semanas, pero no es efectiva en fasciolas adultas de 7-14
semanas de edad. El Unico fasciolicida que actla en las etapas juveniles y adultas es el

triclabendazol.
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Estudios recientes demuestran que, a pesar de las buenas caracteristicas de

actividad fasciolicida del triclabendazol administrado por via oral, tiene el gran
inconveniente de ser altamente polar y muy poco soluble en fluidos biol6gicos, ya que se
biotransforma en el higado para formar el sulféxido, siendo éste un metabolito principal
gue posee la actividad fasciolicida, por lo que solamente se absorbe en un 5% de la
dosis administrada. En este contexto, el triclabendazol se administra en una dosis de 12
mg/Kg de peso en bovinos, por lo que para un bovino de 450 Kg de peso se necesitan
5400 mg de triclabendazol. Ahora bien, si se tienen 100 cabezas de ganado que pesan
en promedio 450 Kg, se necesitarian 540,000 mg (540 g) de triclabendazol, y si también
se considera que solo el 5% es absorbido, luego entonces, Unicamente se absorberian
27 g del peso total administrado a las 100 cabezas de ganado, lo cual representa una

gran pérdida en costo/beneficio.

En otros estudios se ha determinado que la concentracion plasmatica de
triclabendazol como sulféxido es Unicamente del 5%, tal como se menciond
anteriormente; mientras que el restante se elimina en heces (92%), en orina (2%) y en

leche (1%), los cuales contaminan el medio ambiente.

No obstante lo anterior, el triclabendazol sigue siendo el farmaco de elecciéon

para el tratamiento de las infecciones de trematodos hepaticos en ganado desde hace

il
\

casi 30 afios, siendo éste administrado Unicamente por via oral.

El triclabendazol se ha utilizado recientemente con éxito para el tratamiento de
fasciolosis en humanos, mostrando alta eficacia contra trematodos adultos y juveniles
ubicados en los conductos biliares y en el parénquima hepético, respectivamente (Boray

et al, 1983;(Smeal & Hall, 1983; Turner et al, 1984).
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Triclabendazol Albendazol

Compuestos bencimidazdlicos utilizados para el tratamiento de la fasciolosis.

i0 Estructuralmente, el triclabendazol difiere del albendazol y otros bencimidazoi 2-
carbamatos de metilo, ya que tiene un grupo metiltio en la posicién 2 del nicleo del
bencimidazoi, que aunado a cloro en 6 y diclorofenoxi en 5, le confieren mayor
liposolubilidad mejorando sus propiedades biofarmacéuticas, siendo muy especifico
para Fasciola hepatica, Fasciola gigantea (Hyman et al., 1984) y Fascioloides

15 magna (Foreyt, 1989) , aunque carece de actividad contra los nematodos y cestodos,

(Wolff et al, 1983;. Guralp y Tinar, 1984; Coles, 1986).

Se sabe que el triclabendazol interfiere en la inhibicién de la polimerizacién de la

tubulina para formar los microtibulos nucleares, ademas de una accion adicional

20 propuesta inhibiendo la sintesis de proteinas, ocasionando la muerte del parasito, por la
desorganizacion de la estructura de soporte y de la formacién de diferentes organelos e;.

el complejo de Golgi.

Uno de los mayores problemas de los bencimidazoles antihelminticos en general,
25 es la baja solubilidad acuosa, lo que provoca la pobre absorcién gastrointestinal. Esto ha
[lavado a que los medicamentos se suministren en formulaciones de suspensiones,

polvos, pour-on e inyeccion intrarumial, mismas que se utilizan actualmente.
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El sobreuso del triclabendazol como fasciolicida ha generado problemas de

resistencia, la cual aparecié por primera vez en animales de granja en Australia a
mediados de los 90's (Overend y Bowen, 1995) y desde entonces se ha encontrado en
varios paises europeos tales como Irlanda, Reino Unido, Paises Bajos y Espafa

5 (Fairweather, 2005).

Actualmente, se ha confirmado un caso de resistencia al triclabendazol en un ser

humano de Holanda (Winkelhagen 2012).

10 Por otro lado, la gran dependencia que se tiene sobre el triclabendazol para
mantener la productividad y la salud de los animales, pone en riesgo las estrategias

futuras del tratamiento.

Por lo anteriormente discutido, se puede ver con claridad la urgente necesidad

15 de contar con farmacos alternativos, de igual o mayor eficacia, que la del triclabendazol

para el control de esta parasitosis. Recientemente se sintetiz6 un compuesto

denominado "compuesto alfa" (5-Cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol), el

cual mostr6 actividad fasciolicida equiparable a la del triclabendazol (Hernandez-
Campos 2008).

28

Compuesto Alfa

25

Compuesto alfa (5-Cloro-2-(metiltio)-6-(1-nafiiloxi)- 1H-bencimidazol).
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El "compuesto alfa" es un bioisdstero del triclabendazol, con actividad fasciolicida

in-vitro e in-vivo, comparable a la del triclabendazol, siendo util en el tratamiento de la

fasciolosis. Sin embargo, al igual

inconveniente de ser escasamente soluble en agua, por lo que su administracién en

5 los animales se circunscribe a la via oral.

Por otro lado, la sustitucién del hidrégeno de la posiciéon 1 del bencimidazol por
un grupo fosfonooximetilo para mejorar la solubilidad acuosa de los bencimidazol 2-
carbamatos de metilo, ya ha sido reportada para el fenbendazol y albendazol, entre

10 otros; tal como se describe en la Patente Norteamericana Serie No. 7,893,271. Cabe

que el triclabendazol,

sefialar que dichos compuestos no son fasciolicidas.

TN

PN AN AN
K\/ ¥ \>—NHGGZCH$
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15

Alsendazol

Ejemplos de compuestos protegidos en la Patente Norteamericana Serie No. 7,893,271

Sin embargo, a la fecha no existe reporte alguno que describa al "compuesto

Febendazol

PCT/MX2015/000154

presenta el

26 alfa" o al triclabendazol con un grupo fosfonooximetilo en la posicién 1.

En términos generales, tal como se ha mencionado reiteradamente en este
apartado, de antecedentes de la invencion, los bencimidazoles son escasamente

solubles en agua, por esta razén se administran por via oral en forma de suspensién,

N2
W

significativa sus aplicaciones.

pasta o polvo, o bien, a través de inyeccién intraruminal,

limitando de manera
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En razon de lo todo lo anteriormente discutido, en el estado de la técnica no

existe ningun compuesto fasciolicida derivado del bencimidazol que sea de amplio
espectro, ademas de ser efectivo en las etapas juveniles y adultas, pero sobre todo, que

adicionalmente sea altamente hidrosoluble.

o

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invenciébn esta relacionada con novedosos compuestos
hidrosolubles derivados del bencimidazol que son altamente eficaces en el tratamiento
de la fasciolosis, pudiéndose administrar de manera preferente por via intramuscular
10 (solucién inyectable) debido a su alta solubilidad. Dichos compuestos estan

representados por la formula general I:

R@
R
S
15 E/? | >_\R3
R° 13
RI Y
\ ’pr\ 2
Wwe R
Y

Formula (1)
206 en donde:
Y1le Y2 son independientemente O 0 S, y por lo menos uno de Yle Y2es O;
Ry R2 son independientemente hidrégeno o un catiéon, ambos son hidrégeno o
ambos son cationes;
R3 es un alquilo que tiene de 1 a 4 atomos de carbono;
25 R4y R son independientemente halégeno o un alcéxido -OR §;
R6 es arilo de 6 a 10 atomos de carbono unidos en la posicién 5- o 6- del nicleo

de bencimidazol.
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Asimismo, la presente invencidbn esta relacionada con una composicién
farmacéutica que comprende un compuesto de la formula general 1 y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

()

OBJETOS DE LA INVENCION
Teniendo en cuenta los defectos de la técnica anterior, es un objeto de la
presente invenciébn proveer novedosos compuestos hidrosolubles derivados del

bencimidazol que son altamente eficaces en el tratamiento y profilaxis de la fasciolosis.

Es otro objeto mas de la presente invencién proveer novedosos compuestos
hidrosolubles derivados del bencimidazol, los cuales son quimicamente estables y
adecuados para las mismas aplicaciones terapéuticas que los 2-(metiltio)-

15 bencimidazoles.

Un objeto adicional de la presente invencion es proveer novedosos compuestos
hidrosolubles derivados del bencimidazol que puedan ser administrados a los animales
domeésticos Y silvestres, asi como a los seres humanos, ya que pueden ser liberados por

2¢ hidrolisis bioldgica, siendo por lo tanto considerados como profarmacos.

Es aln mas otro objeto de la presente invencidén proveer novedosos compuestos
hidrosolubles derivados del bencimidazol, los cuales, ademas de incrementar la
solubilidad acuosa, proporcionan estabilidad a pH fisiologico y alta labilidad frente a las

25 fosfatasas alcalinas, tal que pueden ser administrados por diversas vias, como la oral,

pudiéndose formular en forma de tabletas, cdpsulas, capsulas con capa entérica, bolo,
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asi como soluciones inyectables para administrarse por via intramuscular, entre otras

formas farmacéuticas.

Es todavia mas otro objeto de la presente invencién proveer una composicion
farmacéutica que incluye a los novedosos compuestos hidrosolubles derivados del
bencimidazol, la cual es util para preparar un medicamento utilizado en medicina
veterinaria y humana, a dosis mas bajas que las composiciones farmacéuticas

encontradas en el estado de la técnica, para el tratamiento de la fasciolosis.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Ante la imperiosa necesidad de contar con nuevos fasciolicidas que tengan
mejores caracteristicas de disolucién, se han desarrollado novedosos compuestos
hidrosolubles derivados del bencimidazol que tienen una eficaz actividad fasciolicida,
ademas de ser altamente solubles en medio acuoso, los cuales se describen y reclaman

en la presente invencion.

Los novedosos compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol se
describen de conformidad con una modalidad particularmente preferida de la presente
invencion, y son sales de metales farmacéuticamente aceptables de
fosfonooximetilbencimidazoles que pueden liberar el principio activo conocido como
"compuesto alfa" o al triclabendazol, mediante reacciones de hidrdlisis biologicas de las
esterasas alcalinas de los animales tratados, en donde dichos novedosos compuestos

derivados de bencimidazol estan representados por la siguiente formula general I
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Férmula il

16 en donde:
Y1le Y2 son independientemente O o S, preferiblemente al menos uno de los dos

es O, y mas preferiblemente ambos son O.

Los compuestos descritos en la modalidad particularmente preferida de la
15 presente invencion son 2-(metiltio)bencimidazoles N-fosfonooximetil sustituidos que
estan representados por la férmula general 1, es decir, son compuestos en los que Yle

Y2son O.

R1y R2? son, independientemente el uno del otro, hidrégeno, un catién, ambos

20 son hidrégenos o ambos son cationes. Preferiblemente al menos uno es catién, y mas
preferiblemente ambos son cationes. El catién se selecciona del grupo que comprende:
sodio, magnesio, manganeso y amonio; seleccionandose preferiblemente al sodio como

cation.

25 Los compuestos hidrosolubles descritos en la modalidad particularmente
preferida de la presente invencién incluyen sales, en las que por ejemplo Rles Hy R2es

H, Rles Hy RZ es sodio. También incluye sales en las que Ry R2 son sodio. Ademas
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incluye mezclas de ellos, como por ejemplo, sales mono- y di- sédicas, o bien, cationes

farmacéuticamente aceptables.

R3 es un alquilo que tiene de 1a 4 &tomos de carbono, preferiblemente metilo.

R4y R5 son independientemente halégeno o un alcéxido -OR 6, en donde RS es
preferiblemente arito, y méas preferiblemente un grupo fenilo o naftilo, que pueden estar
sustituidos o sin sustituir, siendo los compuestos preferibles ésteres naftilicos como (5-y
6-Cloro, 5- y 6-(naftalen-1-iloxi)-1-fosfonooximetil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol, o]

10 mezclas de los mismos, y todavia mas preferiblemente sales de los mismos (compuesto
alfa N-fosfonooximetil sustituido) y ésteres fenilicos como (5- y 6-Cloro, 5- y 6-(2,3-
diclorofenoxi)-1-fosfonooximetil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol o mezclas de ellos, y
prefiriéndose sobre todo sales de los mismos (triclabendazol N-fosfonooximetil

sustituido).

R* 0 R5 son preferiblemente Cl o alcoxidos -OR ¢ en el que RS es arilo, y estan

unidos en la posicién 5- 0 6- del nlcleo de bencimidazol. El término arilo de R se refiere

a un grupo hidrocarburo aromatico que tiene de 6 a 10 &tomos de carbono, como fenilo

o naftilo, y puede estar sustituido opcionalmente por uno o mas sustituyentes como

20 hidroxi, halégeno, nitro, ciano, amino, alquilo, alcoxi, amino, siempre y cuando no afecte

a la actividad antiparasitaria del compuesto.

En los compuestos descritos en la modalidad preferida de la presente invencién
R6 es un grupo fenilo, en donde dicho fenilo esta sustituido con dos sustituyentes halo

25 en las posiciones 2,3- y el que contiene un grupo naftilo no esté sustituido.
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Los grupos alquilo de R3 pueden ser lineales o ramificados, seleccionandose del

grupo que comprende: metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo,
entre otros. Pudiendo estar sustituidos opcionalmente, por ejemplo, con un sustituyente
halo. En los compuestos descritos en la modalidad preferida de la presente invencion se

selecciona preferiblemente al metilo.

Algunos de los compuestos representados por la féormula general 1, de
conformidad con la presente invencién, pueden existir como una mezcla de
regioisomeros. Por ejemplo, se puede sintetizar una mezcla de compuestos en la que R4
esta unido en la posicién 5 del ndcleo de bencimidazol originando un regioisémero, y
otro en la posicién 6 del nucleo de bencimidazol obteniendo otro de los regioisomeros,
respectivamente. Ademas de los regioisbmeros puros, por supuesto, tal mezcla que

comprende diferentes regioisomeros forma parte de la presente invencion.

Los compuestos hidrosolubles que se describen y reclaman en la presente
invencion son altamente eficaces como fasciolicidas, y son especialmente adecuados
para ser administrados preferiblemente por via intramuscular (solucidn inyectable)
debido a su alta solubilidad, aun cuando pueden ser administrados también por
cualquier otra via o ruta adecuada como lo es la oral, pudiéndose formular en forma de

tabletas, capsulas, capsulas con capa entérica, bolo.

Los compuestos hidrosolubles de la presente invenciéon pueden ser utilizados
solos como el Unico ingrediente activo en una composicion farmacéutica, o bien, junto
con otros agentes terapéuticos. La composicion farmacéutica es preparada de acuerdo
con los procesos estandares utilizados en la medicina veterinaria o humana, en donde
dicha composiciéon farmacéutica comprende una cantidad efectiva de uno o mas

compuestos hidrosolubles de conformidad con la presente invencion.
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Adicionalmente, los compuestos hidrosolubles de la presente invencion pueden

contener cualesquier auxiliar farmacéuticamente aceptable, tal como un vehiculo, un

estabilizador u otos excipientes, y opcionalmente contiene otros agentes terapéuticos.

Los compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol que se describen en la

L

presente invencion pueden ser preparados por un proceso conocido de sintesis, el cual

se describe en el Esquema 1 siguiente:

Esquema 1
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£l proceso de sintesis comprende las siguientes etapas.

(@) Hacer reaccionar una sal adecuada de un 2-(metiltio)bencimidazol
25 funcionalizada, en donde dicha sal se selecciona del grupo que comprende sodio,
magnesio, manganeso, amonio, o una sal farmacéuticamente aceptable, utilizandose

preferiblemente al sodio como catién, con un diéster de acido fosforico (lll) sustituido
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con un grupo metileno que lleva un grupo saliente, Z como cloro, bromo, yodo, tosilato o

mesilato para dar un compuesto de férmula 1V, en el que RS y R’ son grupos

protectores.

Los grupos protectores adecuados son conocidos entre los técnicos en la materia
y pueden consistir, por ejemplo, en un alquilo como tere-butilo, fenilo o bencilo. Este tipo
de fosfato (Ill) se puede preparar aplicando los procedimientos de la bibliografia (v.g.,
Tetrahedron Letters; 2002, 43, 3793 con una modificacién). La formacion de la sal
alcalina de (metiltio) bencimidazol se puede conseguir por adicién de una base que se
selecciona de entre hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, hidruro de sodio o hidruro
de potasio, preferiblemente hidruro de sodio, al metiltiobencimidazol (ll) a un intervalo de
temperatura comprendido entre 0 y 30 °C, en un disolvente adecuado, preferiblemente
un disolvente organico que se selecciona de entre N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metilpirrolidona, N-etilpirrolidina, tetrahidrofurano o dioxanos,
utilizandose preferiblemente N,N-dimetilformamida. La reaccién de la sal asi obtenida
con el triéster de fosfato (lll) puede llevarse a cabo a temperaturas comprendidas entre
0 y 80°C, preferiblemente entre 10 y 50°C. Dependiendo de la temperatura a la que se

realiza la reaccion, el tiempo de reaccién puede variar entre 1y 24 horas.

(b) Hidrolizar los productos intermedios (V) para dar los compuestos V, en los
gue R8y R9 son hidrégenos, por adicion de un acido que se selecciona de entre Acido
acético, acido trifluoroacético o acido clorhidrico, utilizandose preferiblemente &cido
clorhidrico, opcionalmente en un disolvente organico que se selecciona de entre éter
dietilico, tetrahidrofurano, dioxano o diclorometano, utilizandose  preferiblemente

dioxano, a una temperatura comprendida entre 25y 50 °C.
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(c) Convertir los productos aislados (V) a sus sales correspondientes 1, en fas

qgue al menos uno entre R1y R2 son la sal de sodio.por adicion de una base que se
selecciona de entre alcoxido de sodio, hidroxido de sodio, alcoxido de potasio, hidréxido
de potasio o amoniaco, preferiblemente hidroxido de sodio. La reaccién se puede llevar
a cabo en agua o en un disolvente organico que se selecciona de entre metanol, etanol,
isopropanol, terc-butanol, o mezclas de los mismos, utilizdndose preferiblemente

metanol.

La presente invencidn sera mejor entendida a partir de los siguientes ejemplos,
los cuales se presentan Unicamente con fines ilustrativos para permitir la comprension
cabal de las modalidades de la presente invencion, sin que ello implique que no existen
otras modalidades no ilustradas que puedan llevarse a la practica con base en la

descripcion detallada arriba realizada.

Ejemplo 1.- Sintesis del derivado hidrosolubfe del "compiuesto alfa”

Sintesis de 5-Cloro-6-(naftalen-1 -iloxi)-1 -fosfonooximetil-2-(metlitio)-1 H-
bencimidazol y 6-Cloro-5-(naftalen-1 -iloxi)-1 -fosfonooximetil-2-(metiltio)-1 H-
bencimidazol.

Paso A:

- Sintesis de Fosfato de di-terc-butilclorometilo 11l (Esquema 2)

Esquema 2

a} b} e} 1]
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- Sintesis de Fosfato monoacido de di-terc-birtilo (b): Una mezcla de 0.78 mi

(0.78 g, 4 mmol) de fosfonato de di-Terc-butilo (a), 0.2 g (2.4 mmol) de NaHCO ;y 4 mi de
agua desionizada se agitan a 0°C en un bafio de hielo con sai, una vez alcanzada la
temperatura se deja reéccionar por 20 minutos, posteriormente se dividen 0.44 g (2.8
mmol) de KMnO, en 3 partes iguales y se agregan cada 20 minutos a la reaccion. Se
forma un precipitado de color café {Mn{;]) y se deja en agitacion a temperatura
ambiente por una hora. La mezcla de reaccion se filtra con succién y el residuo se lava
con 4 mi de agua desionizada. El filtrado se decolora con 0.06 g de carbdn activado
durante 15 minutos a 60 °C, luego se filtra al vacid sobre una cama de celita y se lava
con 4 mi de agua desionizada. El filtrado translicido se enfria en bafio de hielo-agua, se
agregan 0.78 ml (0.78 g, 4 mmol) de HCI concentrado y se agita en fri6 durante 10
minutos. El sélido blanco formado se separa por filtracién con vacio, se lava con 4 mi de
agua desionizada fria y se deja secar al aire. El producto crudo asi obtenido se disuelve
en cloroformo, se seca con Na,SO4 anhidro, se filtra y se concentra al vacio. Se
obtienen 0.754 g (89%) de un sélido color blanco que corresponde al compuesto b. RMN

1H (DMSO-d,, 300 MHz, & ppm): 1.38 (s, 18H); RMN C (DMSO-¢, 75 MHz, & ppm):

© 29.67 (d, J= 4.3 Hz), 79.58 (d, J= 6.9 Hz); RMN 3P (CDCfe, 300 MHz, & ppm): -9.03 (s).

Sintesis de Fosfato de di-terc-butil tetrametilamonio (c): una suspension de
0.75 g (3.57 mmol) de fosfato monoacido de di-ierc-butilo (b) y 5 mi de acetona se agitan
en un bafio de hielo-agua-sal durante 20 minutos con agitacién vigorosa. Se adicionan
lentamente 0.97 mi (3.57 mmol) de hidroxido de tetrametilamonio (el hidroxido de
tetrametilamonio se toma de una solucién al 25% en agua), y se deja en agitaciéon a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Después se elimina el disolvente a presién
reducida con lo que se forma un semi-sélido resinoso. Posteriormente, se agregan 10 mi
de hexano, la mezcla se coloca en refrigeracién durante 24 horas. Se obtienen 0.87 g

(87%) de un sélido color blanco correspondiente al compuesto c¢. RMN 1H (DMSO-cfe,
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300 MHz, & ppm): 1.25 (s, 18H), 3.14 (s, 12H); RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz, & ppm):

30.29 (d, J= 4.2 Hz), 54.30 (t, J=4.1 Hz), 72.79 (d, J= 7.2 Hz); RMN 3P (CDCIl,, 300

MHz, & ppm): -7.79 (s).

- Sintesis de Fosfato de di-terc-butilclorometilo  (lll): una suspension de 0.87
g (3.08 mmol) de fosfato de di-terc-butil tetrametilamonio (b), 0.896 g (12. 34 mmol) de
NaHCO ; en 26 mi de agua desionizada y 0.104 g (0.3 mmol) de TBAHS (sulfato
monoacido de tetrabutilamonio), se agita en un bafio de hielo-agua por 10 minutos. Se
adicionan 16 mi de CH,Cl,,y lentamente 0.38 mi (0.6 g, 3.69 mmol) de clorosulfato de
clorometilo en 10 mi de CH,Cl,. La mezcla de reaccion se deja en agitacion durante 24
horas a temperatura ambiente. Se separan las fases, y la organica se lava con solucion
saturada de NaCl, con 5 mi de una solucion al 2% de NaHCO,; y con 5 mi de agua
desionizada. Se seca con Na,SO, anhidro y se concentra en el rota-evaporador a
presion reducida. Se obtienen 0.71 g (89%) de un aceite de color amarillo pélido, que
corresponde al compuesto 1ll. RMN *H (CDCl3, 300 MHz, & ppm): 1.49 (d, 18H, J=0.7
Hz), 5.66 (d, 2H, J=14.9 Hz); RMN C (CDCl,, 75 MHz, & ppm): 29.83 (d, J= 4.3 Hz),

73.3 (d, J= 7.0 Hz), 84.2 (d, J= 7.9 Hz); RMN 3P (CDCl,, 300 MHz, 5 ppm): -11.86 (s).

Paso B:
- Sintesis de Fosfato de [6-cloro-2-metiltio-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-1-
iijmetil di-terc-butilo (compuesto 1) y Fosfato de [5-cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-

1H-bencimidazol-1-ilJmetil di-terc-butilo (compuesto 2).
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Una mezcla de 2 g (5.868 mmol) del compuesto Alfa, 0.824 g (20.26 mmol) de NaH
(suspension al 60% en aceite mineral) y 20 mi de DMF se agitan durante 1 hora a
temperatura ambiente, posteriormente se agregan 1.972 g (7.628 mmol) de fosfato de
15 di-terc-butilclorometilo en 5 mi del mismo disolvente, se agita durante 24 horas a
temperatura ambiente. El sélido sobrenadante que se forma se elimina por filtracion al
vacio, el residuo se lava con 5 mi de DMF y el filtrado se concentra a presion reducida
hasta sequedad. El sélido resinoso que se obtiene se disuelve en una mezcla 50:50 de
AcOEt-Eter de petréleo y la solucién se pasa a través de una columna de 20 cm de alto
26 por 1.5 de diametro empacada con 10 g de gel de silice y se lava con 100 mi de una
mezcla 50:50 de AcOEt-Eter de petroleo, posteriormente con 100 mi de éter dietilico.
Las fracciones reunidas se concentran a presion reducida en el rota-evaporador y la
resina obtenida muestra dos manchas en igual proporcion y algo de materia prima que
no se consumid. El residuo se trata con una mezcla de Hexano-AcOEt (85:15), se agita
25 en bafio de hielo-agua y se separan 1.2 g (36.6%) de un sdélido blanco con un punto de
fusién 130 - 130.5°C, que corresponde al compuesto 2. RMN 1H (300 MHz, DMSO-d;, &

ppm): 1.25 (s, 18H), 2.79 (s, 3H), 5.88 (d, 2H, J= 11 Hz), 6.69 (d, 1H, J=7.6 Hz), 7.41 (t,
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1H, J= 8.0 Hz); 7.50 (s, 1H);7.61-7.67 (m, 2H), 7.71 (d, 1H, J=8.3 Hz), 7.93 (s,1H), 8.00-

8.05 (m, 1H), 8.28-8.31 (m, 1H). 3C RMN (75 MHz, DMSO-d,, & ppm): 14.96, 29.63 (d,
J=4.2 Hz), 68.85 (d, J= 5.8 Hz), 83.25 (d, J=7.3 Hz), 104.49, 110.47, 119.37, 120.62,
121.69, 123.17, 125.36, 126.34, 126.72, 127.39, 128.29, 134.96, 135.65, 140.74,
5 146.97, 153.60, 155.82; 3'P RMN (122 MHz. DMSO-d, 3 ppm): -11.78; (EMAR-ES+)

HRMS-ES+ Calculado para C27H33N205PSCI 563.1563 encontrado 563.1553.

Paso C:
- Sintesis de Fosfato diacido de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(naftalen-1-iloxi)-1H-

14 bencimidazol-1-iljmetilo (compuesto 3) y Fosfato diacido de[5-cloro-2-(metiitio)-6-

Una suspensién de 1.2 g (2.13 mmol) del compuesto 2, 3 ml de dioxano y 3 mL
de una soluciébn 4N de HCI en dioxano se agita vigorosamente durante 24 horas con
atmésfera de nitrégeno. Se filtra el precipitado blanco y se lava con dioxano frié. El
filtrado se concentra hasta la mitad de su volumen en el rotaevaporador. Se obtiene 0.86

25 g (90%) del acido (compuesto 4) con un punto de fusion de 136-137°C. RMN 1H (300
MHz, DMSO-d.3 ppm ): 2.77 (s, 3H); 5.84 (d, 2H, J= 9.3 Hz), 6.60 (d, 1H, J=7.6 Hz),

7.38 (t, 1H, J= 8.0 Hz), 7.61-7.67 (m, 4H ), 7.89 (s, 1H), 7.98-8.01 (m, 1H), 8.32-8.35 (m,
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1H). 3C RMN (75 MHz, DMSO-d;, 5 ppm): 15.02, 68.46 (d, J=3.3 Hz), 105.50, 109.46,

119.07, 121.10, 121.74, 122.73, 125.08, 126.45, 126.64, 127.38, 128.23, 134.87,
135.56, 140.39, 146.45, 153.91, 155.98; 3P RMN (122 MHz, DMSO—qE, o ppm): -2.75;
(EMAR-ES+) HRMS-ES+ Calculado para C19H17N205SCIP 451.0284 encontrado
451.0269.

Las aguas de lavado de Hexano-AcOEt, conteniendo el otro regioisomero
(compuesto 1), se concentran a sequedad y se someten a hidrélisis acida como se
describe anteriormente. Se obtienen 0.8 g de un soélido blanco, que corresponde al
compuesto 3. RMN H (300 MHz, DMSO-d;. 3 ppm ): 2.74 (s, 3H), 591 (d, 2H, J= 9.3
Hz), 6.64 (d, 1H, J=7.6 Hz), 7.38 (t, 1H, J=8.0 Hz), 7.41 (s, 1H), 7.58-7.67 (m, 3H), 7.95
(s, 1H), 7.96-7.99 (m, 1H), 8.23-8.26 (m, 1H). *C RMN (75 MHz, DMSO-d,, 3 ppm):
14.86, 68.38 (d, J= 5.8 Hz), 110.15, 111.25, 112.34, 120.19, 121.83, 122.69, 125.27,
126.47, 127.37, 126.63, 128.28, 133.69, 134.94, 142.92, 147.10, 153.81, 156.10; 3P
RMN (122 MHz, DMSO-d, d ppm): -2.62; (EMAR-ES+) HRMS-ES+ Calculado para

C,,H,,N,O-SCIP 451 .0284 encontrado 451 .0269.

Paso D:
- Sintesis de Fosfato disodico de [6-cloro-2-(metiitio)-5-(naftalen-1-iloxi)-1H-
bencimidazol-1-iljmetilo (compuesto 5), y Fosfato disédico de [6-cloro-2-(metiltio)-

5-(naftalen-1-iloxi)-1H-bencimidazol-1-iljmetilo (compuesto 6):
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Una suspension de 0.5 g (1.11 mmol) de la mezcla (compuestos 3y 4) y 5 mide

MeOH se agitan durante 10 minutos, se agrega gota a gota una solucion 0.1N de
MeONa/MeOH con agitacion vigorosa hasta alcanzar un pH 11. La solucion se
concentra a sequedad a presion reducida. Se obtiene 0.5 g (90%) de la mezcla de
isbmeros (compuestos 5y 6). RMN 1H (300 MHz, D,0,8 ppm): 2.57 (s, 3H), 5.55 (d, 2H,
J= 4.4 Hz), 6.75 (d, 1H, J=7.7 Hz); 7.38 (t, 1H, J= 8.9 Hz);7.36 (s, 1H), 7.49-7.58 (m,
3H), 7.68 (d, 1H, J=8.3 Hz), 7.68 (s, 1H), 7.90-7.93 (m, 1H), 8.22-8.25 (m, 1H). 13C RMN
(75 MHz, D0, 3 ppm): 14.96, 29.63 (d, J=4.2 Hz), 68.85 (d, J= 5.8 Hz), 83.25 (d, J=7.3
Hz), 104.49, 110.47, 119.37, 120.62, 121.69, 123.17, 125.36, 126.34, 126.72, 127.39,
128.29, 134.96, 135.65, 140.74, 146.97, 153.60, 155.82; 3P RMN (122 MHz, DO, d

ppm): -1.55; (EMAR-ES+) HRMS-ES+ Calculado para C N,ONa,SCIP 516.9743

19Hl4
encontrado 516.9767.
Ejemplo 2.- Sintésis del compuesto hidrosoluble del triclabendazol
Paso B:
- Sintesis de Fosfato de [6-cloro-2-metiltio-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-
bencimidazol-1-i] metil di-terc-butilo (compuesto 70 y Fosfato de [6-cloro-2-

metiltio~5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-1-il] metil di-terc-butilo (compuesto

8):
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Una mezcla de 2 g (5.56 mmol) de triclabendazol, 0.79 g (19.46 mmol) de NaH

(suspension al 60% en aceite mineral) y 20 mi de DMF se agitan durante 1 hora a
temperatura ambiente; posteriormente se agregan 1.868 g (7.228 mmol) de fosfato de
di-iert-butilclorometilo en 5 mi del mismo disolvente y se agita durante 24 horas. La
resina que se obtiene se disuelve en una mezcla 50:50 de AcOEt-Eter de petréleo y la
solucién se pasa a través de una columna de 20 cm de alto por 1.5 de diametro
empacada con 10 g de gel de silice y se lava con 100 mi de una mezcla 50:50 de

AcOEt-Eter de petréleo y luego con 100 mi de éter dietilico.

Las fracciones reunidas se concentran a presion reducida en el rota-evaporador,
la resina obtenida muestra dos manchas en igual proporcién y algo de materia prima
gue no se consumid. La resina obtenida se trata con una mezcla de Hexano-AcOEt
(85:15), se agita en bafio de hielo-agua y precipita un sélido blanco, que se separa por
filtracion con succidn. Este producto resulta ser por ccf una mezcla de regioisomeros
punto de fusién de 164 - 165°C. RMN H (300 MHz, DMSO-d;, & ppm ): 1.30 (s, 18H),
1.36 (S, 18H), 2.77 (s, 3H), 2.78 (s, 3H), 5.91 (d, 2H, J= 1 Hz), 5.98 (d, 2H, J= 11 Hz),
6.66 (dd, 1H, J=8.4, 1.4 Hz), 6.73 (dd, 1H, J=8.3, 1.4 Hz), 7.27- 7.35 (m, 2H); 7.40-7.45
(m, 2H);7.40 (s, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.88 (s, 1H), 7.90(s, 1H). 3C RMN (75 MHz, DMSO-
&, 5 ppm): 14.86,14.94, 29.69 (t, J=4.2 Hz), 68.85 (t, J= 5.8 Hz), 83.25 (t, J=7.3 Hz),
104.33, 104.33, 119.79, 120.20, 125.25, 129.19, 133.45, 133.47, 134.02, 135.60,
141.08, 142.85, 145.94, 146.10, 154.71, 154.94, 156.21, 156,52; 3'P RMN (122 MHz,
DMSO-¢;. & ppm): -11.46, -11.69; (EMAR-ES+) HRMS-ES+ Calculado para

C4,HzN,OPSCI; 581.0600 encontrado 581.0587
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Paso C:

- Sintesis de Fosfato diacido de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)-
1H-bencimidazol-1-ilmetilo (compuesto 9 y Fosfato diacido de [6-cloro-2-

(metilUo)-5-(2,3-diclorofenoxi)~1H-bencimidazol-1-ilmetilo (compuesto 10):

. . Ci N
” JGRS
A

! \ __OH
S P
O\ cl HO/\)J
PO/P/OH
1 \g
) 18

Una suspension de 1.2 g (2.13 mmol) de los compuestos 7 y 8, 3 mi de dioxano y
3 mi de una solucién 4N de HCI en dioxano se agita vigorosamente durante 30 minutos,
el precipitado blanco que se forma se separa por filtracion con vacio y el residuo se lava
con dioxano frio. El filtrado se concentra a la mitad de volumen y genera un sélido
blanco, el cual se separa por filtracion y se lava con dioxano. Se obtiene 0.86 g (90%)
del acido (compuesto 10) con un punto de fusién de 200 - 201 °C. RMN 1H (300 MHz,
DMSO-d;, 8 ppm): 2.73 (s, 3H), 2.75 (s, 3H), 5.83 (d, 2H, J= 9.5 Hz), 5.88 (d, 2H, J=9.5
Hz), 6.63-6.67 (m, 2H), 6.24-6.29 (m, 2H) 7.37-7.40 (m, 2H), 7.50 (s, 1H), 7.59 (s, 1H),
7.86 (s, 1H), 7.89(s, 1H). *C RMN (75 MHz, DMSO-d, & ppm): 14.87, 14.91, 68.39 (1, J=
3.2 Hz), 105.20, 111.28, 112.45, 115.34, 115.67, 119.36, 119.84, 120.35, 124.82,
124,94, 12499, 129.21, 129.24, 133.35, 133.40, 134.09, 135.70, 141.31, 142.86,
145.37,146.01, 154.99, 156.28, 156.42; *'P RMN (122 MHz, DMSO-d,, 3 ppm): -2.57, -
2.64; (EMAR-ES+) HRMS-ES+ Calculado para C  H,.N,O_.SCIP, 468.9348 encontrado

15" '13

468.9348.
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Paso D:

- Sintesis de Fosfato disédico de [6-cloro-2-(metiltio)-5'(2,3-diclorofenoxi)-
1H-bencimidazol-1-iljmetilo (compuesto 11) y Fosfato disddico de [6-cloro-2-

(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazoi-1-iljmetilo (compuesto 12):

Cl o~
Ci
5
Y
CH,
. +
\/Q da

Na' O""?\
11 12

Una suspensién de 0.5 g (1.11 mmol) de los compuestos 9y 10, y 5 mL de
MeOH se agitan durantelO minutos, posteriormente se agrega, gota a gota, una
solucion 0.1N de MeONa/MeOH bajo agitacién vigorosa hasta alcanzar un pH de 11. La
solucion se concentra a presiéon reducida y se obtienen 0.5 g (90%) de los compuestos
11y 12. RMN H (300 MHz, D,0,d ppm): 2.61 (s, 3H), 2.64 (s, 3H), 5.57 (d, 2H, J=9.5
Hz), 5.66 (d, 2H, J=9.5 Hz), 5.60 (d, 1H, J=9.5, 1.2 Hz), 5.67 (d, 1H, J=9.3 Hz), 7.06 (id,
2H); 7.38 (dd, 2H), 7.21 (s, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.78 (s, 1H). ¥C RMN (75
MHz, D,0.d ppm): 14.87, 14.91, 68.39 (t, J= 3.2 Hz), 105.20, 111.28, 112.45, 115.34,
115.67, 119.36, 119.84, 120.35, 124.82, 124.94, 12499, 129.21, 129.24, 133.35,
133.40, 134.09, 135.70, 141.31, 142.86, 145.37,146.01, 154.99, 156.28, 156.42; 3'P
RMN (122 MHz, DzO, 6 ppm): -2.57, -2.64; (EMAR-ES+) HRMS-ES+ Calculado para
C,;H;3;N,O5SCIP; 468.9348 encontrado 468.9348.

Estudios de solubilidad acuosa:

La solubilidad del "compuesto alfa" (4) y del derivado hidrosoluble (7) se

determiné por triplicado e individualmente por la metodologia reportada por Yalkowski.
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La muestra se prepar6 por la adicion en exceso del compuesto a probar (4 = 10 mg; 7 =

167 mg) en una solucién acuosa a pH 7 (10 mL) contenida en un tubo con tapa. La
muestra se agitd a temperatura ambiente por 48 horas hasta llegar al equilibrio entre las
dos fases. Posteriormente, el tubo se centrifugd a 4500 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente. La solucion del compuesto 4 se separ6 del solido y su concentracion se
determiné en un espectrofotbmetro a 305 nm. Mientras que la solucion clara del
compuesto 7 se separ6 del residuo sélido, y 1 mL diluido en agua a 100 mL.
Posteriormente, su concentracion se determiné en el espectrofotometro a 350 nm. La
concentracion correspondiente a la solubilidad se determind usando una curva de

calibracion en el rango de 0.2- 1.2 Mg/mL, obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 1. Solubilidad acuosay estabilidad quimica del profarmaco 7

Solubilidad acuosa
Solubilidad acuosa {(h)®

Compuesto {mg/mi)®
pH7 pH 7
7 13.0 >26
Compuesto alfa 2.6 X104 >26
TCRZ® 2.0 X190+ >24

#PDeterminado & 25 °C,
t >85% by UV-HPLC determinado a temperatura ambiente,
¢ solubilidad del TCBZ reportado en ia lileratura.

La solubilidad acuosa del "compuesto alfa" (4), determinado como 2.6 X104
mg/mL, se incrementé sustancialmente por el compuesto o profarmaco 7 con la
introduccion del grupo fosfonooximetilo, este Gltimo con una solubilidad de 13 mg/mL a

pH 7 (Tabla 1), demostrando un incremento de 50,000 veces la solubilidad acuosa con

respecto a su compuesto precursor 4. Este resultado es consistente con reportes
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previos que el disefio de profarmacos, tales como 7, es exitoso en le incremento de la

solubilidad acuosa en farmacos no polares.

Estudios de estabilidad:

Una solucién del compuesto 4, TCBZ y compuesto 7, se prepararon a una
concentracion de 1 mg/mL. En el caso de los compuestos 4 y TCBZ la suspensiéon se
filtr6 a través de un filtro WHATMAN 25 mm GD/X CA los filtrados, asi como la solucién
del compuesto 7, se diluyeron con 5 mL de agua. Las soluciones se guardaron a
temperatura ambiente (25°C) por 26 horas (24 hora para el TCBZ), posteriormente las
muestras se diluyeron 5 mL en 10 mL de agua y analizadas por UV-HPLC. La
estabilidad de los compuestos 4, TCBZ y 7 se determinaron por comparacion de las
areas de las sefales correspondientes a los compuestos al tiempo cero (t0) y después
de 24 hora de incubacion. El tiempo de retencién para el compuesto o profarmaco 7 es
de 1.5 minutos, mientras que el tiempo de retencion del "compuesto alfa" es de 3

minutos.

En la formulacion de un profarmaco, el compuesto también debe demostrar
estabilidad quimica adecuada, especialmente en formas de dosificacion parenterales. El
compuesto 7 mostréd estabilidad deseada (> 95% después de 26 horas) a pH neutro, lo

gue es ideal para la formulaciéon de un punto de vista fisiolégico.

2 o N Na
F~o }3/ N
S O = Ss
) N \
o N Cl N
/}' ¥ 0>
Cl ) N 3 O"
Hpm P +
NaQ™w  Na
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Estudios in vivo:

La evaluacion se llevo a cabo en 24 ovinos criollos, de sexo indistinto, entre 10 y

12 meses de edad, libres de infeccidon por F. hepatica, los animales se infectaron de
manera experimental por via oral con 200 metacercarias del parasito por borrego.

5 Dichas metacercarias fueron obtenidas de caracoles Lymnaea humilis infectados en el
laboratorio con miracidios de origen bovino. EI compuesto o profarmaco 7 (7a 'y 7b) se
administré en una dosis Unica por diversas vias de administracion 12 mg/Kg/via oral, 4
mg/Kg/via intramuscular y 4 mg/Kg/via subcutanea. De todos los ovinos se tomaron
muestras de heces durante los dias 0, 95 y 105 post-tratamiento, con la finalidad de
10 diagnosticar positivo a huevos de F. hepética utilizando la técnica de sedimentacion. A
los 15 dias post-tratamiento, todos los ovinos se sacrificaron con la finalidad de extraer
su higado para colectar y contar el nUmero de vermes presentes, determinando el
porcentaje de reduccién de treméatodos en los grupos tratados en relacién con el nimero
de parasitos presentes en el grupo testigo. La eficacia se determina acorde a la

15 siguiente formula.

Promedis de hueves o fasciolas on o} grups contrel — Promedis de hoeves ¢ fasclolas en & grupe tratado <

Promedio de husvos ¢ {asciolasen »l grupe contrel 189

% Eficsrin =

El compuesto 7 se evalud en vivo contra F. hepética, observado reduccion de

20 fasciolas en las tres vias de administracion. Los resultados obtenidos muestran una
efectividad de 83.3%, 87.8% y 61.4 por via oral, intramuscular y subcutinea,
respectivamente, utilizando diferentes concentraciones (ver Tabla 2). En estudios
anteriores se determiné la actividad fasciolicida del compuesto alfa, obteniéndose que a
una dosis de 15 mg/Kg se obtuvo una efectividad del 86.9% contra fasciolas madura y

25 juveniles. Con lo anterior se observa que la eficacia fasciolicida del compuesto o
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profarmaco 7 administrado por via intramuscular aumenté en comparacién al

"compuesto alfa".

Tabla 2: Eficacia del compuesto 7 medida como porcentaje de reduccién de
5 vermesy de huevos de F. hepéatica en ovinos infectados en forma experimental

Grupo y ruta Promedio + DS Eficacia {%})
de Dosis

administracion {mgfKgl} Reduccién Reduccidn Reduccién Reduccid:
10 {r=8} de huevos de Fasciolas de huevos  de fasciols

1 {oral) 12 36415 12.3%2.3 g5.1 83.3

2 {intramuscularn) 4 35.7¢56 8.0:1.2 44.5 87.8

3 (subcutanes) 4 23.0+4.3 28.5+3.4 65.8 61.4

Sin

4 {grupo control) 76.3+8.9 74.0:9.2 ¢ G

15 {ratamiento

Evaluacion in-vitro de la eficacia fasciolicida del "compuesto Alfa":
Para evaluar el efecto anti-fasciola de los compuestos 5y 6 como mezcla de
26 regioisdbmeros, se utilizaron fascioias desenquistadas artificialmente (aproximadamente
seis horas después del desenquistamiento), de acuerdo a lo descrito por lbarra y
Jenkins, (1984). En breve las fascioias recién desenquistadas se suspenden en 90 mide
medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640® mas 90 mi de suero
bovino y 1.5 mi de antibiético (Penicilina y Streptomicina) a una densidad de 100

individuos/ml.

[N
(v

Preparacién del compuesto.- Se utilizaron 5 mg del compuesto experimental
colocados en una botella universal (capacidad de 30 mi), a ios que se les afiadié 0.1 mi
de metanol para disolver el compuesto. A partir de ahi se realizan las diluciones

3¢ necesarias con agua destilada para preparar concentraciones de 50 y 10 mg/l.
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Evaluacién in-vitro.- Se utilizan cajas de cultivo de 24 pozos marca NUNC®y en

cada pozo se depositan 1.6 mi de medio de cultivo (RPMl/suero bovino), 0.2 mi de la
concentracion de compuesto a probar y 0.2 mi de RPMI conteniendo 10 fasciolas por
pozo. Por cada placa se utilizan pozos testigo conteniendo fasciolas sin compuesto,
ademas de que se incluye un grupo testigo con un farmaco de referencia
(Triclabendazol-Fasinex ®-Novartis). Cada concentracion se realiza por triplicado. Cada
prueba permanece en incubacion a 37°C durante 4 dias bajo una atmdsfera de CO, al

5%.

Interpretacion de la prueba.- Las fasciolas bajo estudio se examinan a las 24,
48 y 72 horas post-exposicién ai compuesto mediante un microscopio invertido a 40 x.
La actividad de los extractos se mide comparando la sobrevivencia de las fasciolas
tratadas con relacién a las fasciolas del grupo testigo. Todos los procedimientos se

llevan a cabo bajo condiciones asépticas en una campana de flujo laminar.

Medicion de la eficacia.- La eficacia se mide utilizando la siguiente férmula

(Abbott, 2004):

Ho de fasviclass en el o testigs — Ko de Fasciolas en ol grupe tratads
% de sfectividad = g TR s

No de Fasciolas en el grupe tratade

Cuando el extracto muestra una eficacia in-vitro mayor al 80% se considera que
posee actividad fasciolicida. (lbarra & Jenkins, 1984; Elango & Rahuman, 2011; Ibarra et

al, 2013).

RESULTADOS:

La informacion obtenida puede apreciarse en forma general en el siguiente

cuadro:
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Porcentaje de mortalidad a las 24 horas post-exposicién del compuesto Alfa-
sofuble contra Fascivla hepatica bajo condiciones in-vitro

EFICACTH A%

Concentracion {mg/i)

12 Prugba | 22 Prueba |32 Prueba | Promedio + Des;v;acmn
Estandar
Alfa (50) 100 100 160 100 g
Alfa (10) 100 87.5 100 895.83 0.0722
TCB (80) * 100 100 100 100 0
TCB (10) ™ 100 100 100 100 0

Control sin Tx.™ T = T faem e

* = Triclabendazol (Fasinex® - Novartis) como testigo de referencia.

= = Control sin tratamienic.

Porcentaje de mortalidad a las 48 horas post-exposicién del compuesto Alfa-
soluble contra Fasciola hepatica bajo condiciones in-vitro

EFI CACIT A%
Concentracion (mgfl) Besviacit
12 Prueba 2% Prueba | 3% Prueba | Promedio + %‘{iacmﬂ
Estandar
Alfa {50) 100 100 100 100 o
Alfa (10) 100 87.5 100 85.83 0.0722
TCB B 100 100 100 100 it
TCB (10" 100 100 100 100 0
Control sin Tx.™ e = e e

* = Triclabendazol (Fasinex® - Novartis) como testigo de referencia.

** = Control sin tratamiento.

Porcentaje de mortalidad a las 72 horas post-exposicion del compuesto Alfa-
soluble contra Fasciola hepatica bajo condiciones in-vifro

39999988
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EFILC ACIT A (%)

Concemntracion (mgfl) Somvasi

1 Prusba | 2% Prueba | 3® Prueba | Promedic + esvi;acasn

Estandar

Alfa (50) 100 100 100 100 0
Alfa (10) 100 87.5 100 100 0
TCB (80} * 100 100 100 100 0
TCB (1) * 100 100 100 100 0
Control sin Tx. ™ T T

* = Triclabendazol (Fasinex® - Novartis) como testigo de referencia.

*»* = Control sin tratamientdo.

Discusién.- La informacién obtenida, adn cuando es considerada como
preliminar, indica claramente que el "compuesto alfa-soluble" es altamente eficaz contra
Fasciola hepéatica, y comparado contra el triclabendazol (reconocido como el mejor
fasciolicida a nivel mundial), muestra que al tercer dia post-exposicion alcanzé un 100 %

de mortalidad o eficacia.

Conclusion.- El "compuesto alfa-solubilizado” mostré alta eficacia fasciolicida
(100%) a las 72 horas post-exposicion contra fasciolas recién desenquistadas bajo

condiciones in-vitro.

AlUn cuando en la anterior descripcion se ha hecho referencia a ciertas
modalidades de los compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de la presente
invencion, debe hacerse hincapié en que son posibles modificaciones a dichas
modalidades, tales como el uso de diferentes cationes o disolventes utilizados en la

sintesis de dichos compuestos, entre otras; pero sin apartarse del verdadero alcance de
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fay invencion., Por lo: tanto, la; presente: invencion no: debe: ser restringidai excepto por lo:

establecido: en el estado: de: [a; técnicai y por las; reivindicaciones: anexas..
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NOVEDAD DE LA INVENCION
REIVINDICACIONES

5 1.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol representados por la

férmula general I

10
i5
Farmula (1)
en donde:
Yle Y2 son independientemente O 0 S,y por lo menos uno de Yle Y2es O;
20 Rly RZ son independientemente hidrégeno o un catiéon, ambos son hidrégeno o

ambos son cationes;
R3 es un alquilo que tiene de 1 a 4 4tomos de carbono;
R4y R® son independientemente halégeno o un alcéxido -OR 6;
RS es ariio de 6 a 10 4&tomos de carbono unidos en la posicién 5- 0 6- del nicleo

25 de bencimidazol.

2.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con la

reivindicacién 1, caracterizados ademas porque Yle Y2 ambos son O.
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3.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con la

reivindicacién 1, caracterizados ademas porque al menos uno de Rly R2es un catién.

3 4.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con la

reivindicacién 1, caracterizados ademas porque R1y R2 ambos son cationes.

5.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 3 ¢ 4, caracterizados ademas el catibn se selecciona

14 del grupo que comprende: sodio, magnesio, manganeso y amonio.

6.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con la

reivindicacion 5, caracterizados ademas porque el catién es sodio.

15 7.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con la

reivindicacién 1, caracterizados ademas porque Rly R2 ambos son hidrégeno.

8.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizados ademas porque R1es hidrégeno y R? es sodio.
20
9.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con la

reivindicacién 1, caracterizados ademas porque R3 es metilo.

10.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con

25 la reivindicacion 1, caracterizados ademas porque R*é R>son cloro.



10

20

WO 2016/085319 PCT/MX2015/000154
37
11.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con

la reivindicacién 1, caracterizados ademas porque R® es un grupo fenilo o naftilo que

puede estar sustituido por uno 0 mas sustituyentes, o sin sustituir.

12.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con
la reivindicacién 11, caracterizados ademas porque R®es un grupo fenilo sustituido con

dos sustituyentes halo en las posiciones 2,3-.

13.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con

la reivindicacion 11, caracterizados ademas porque Rées un grupo naftilo sin sustituir.

14.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con
la reivindicacion 1, caracterizados ademas porque el grupo alquilo de R3 es lineal o
ramificado, seleccionandose del grupo que comprende; metilo, etilo, n-propilo,

isopropilo, butilo, sec-butilo, tere-butilo, entre otros.

15.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con

la reivindicacion 14, caracterizados ademas porque el grupo alquilo es metilo.

16.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con
las reivindicaciones precedentes, caracterizados ademas dichos compuestos pueden
existir como una mezcla de regio-isomeros, en donde se puede sintetizar una mezcla de
compuestos ‘en la que R?* estd unido en la posicion 5 del nucleo de bencimidazol
originando un regio-isbmero, y otro en la posicion 6 del ndcleo de bencimidazol

originando otro de los regio-isémeros.
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17.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con

las reivindicaciones precedentes, caracterizados ademdas porque son administrados

preferiblemente por via intramuscular (solucion inyectable) debido a su alta solubilidad.

5 18.- Compuestos hidrosolubles derivados del bencimidazol de conformidad con
las reivindicaciones precedentes, caracterizados ademas porque son administrados por
cualquier otra via como lo es la oral, pudiéndose formular en forma de tabletas,

capsulas, capsulas con capa entérica, bolo, etc.

1o 19.- Una composicion farmacéutica, caracterizada porgue comprende:
- un compuesto como el que se reclama en la reivindicacion 1;y,

- un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

20.- El uso de la composicion farmacéutica de la reivindicacion 19 en medicina
13 veterinaria o humana para fabricar un medicamento util en el tratamiento de la

fasciolosis.

20

25
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