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Estabilidad Térmica de 1,2,4-trioxanos:
Una Nueva Generacion de Antimalaricos
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RESUMEN. Se han evaluado las estabilidades térmicas en solucion de sustancias que
funcionalmente poseen el anillo molecular de 1,2,4-trioxano: frans-3,3-dimetil-5,6-te-
trametilen-1,2,4-trioxa-ciclohexano (IIa) y cis-6-fenil-5,6-(2-fenilpropiliden)-3,3-tetra-
metilen-1,2,4-trioxaciclohexano (1Ib), relacionindolas con datos de la termdlisis de la
droga antimalirica natural arfemisinina (I). De esta manera la estabilidad térmica de
I en etanol a 78 °C resulta ca.54 veces menor que la de Ila y ca. S veces mayor que la
de IIb en metanol. Se consideran también otros procesos que modifican la estabilidad
de este tipo de sustancias en solucion y que determinan la mejor forma de adminis-
trarlas con fines terapéuticos.

SUMMARY. “Thermanl Stability of 1,2,4-trioxanes: A New Antimalarial Generation”. The
thermal stabilities in solution of compounds with the molecular ring of 1,2,4-trioxane:
trans-3,3-dimethyl-5,6-tetra methylene-1,2 4-trioxacyclohexane (Ila) and cis-6-phenyl-5,6-
(2-phenylpropiliden-3,3-tetramethylene- 1,2 4-trioxacyclohexane (I7b) were related to data
for the thermolysis of the natural antimalarial drug artemisinine (I). Thus the thermal sta-
bility of 7 in ethanol at 78 °C is ca. 54 times lower than /g and ca. 5 times higher than /7b
in methanol. Other processes that modify the stabilities of those type of substances in solu-
tion, which determine the best way to supply them for therapeutic purposes, are also con-
sidered.

INTRODUCCCION

Luego de cuarenta afios de haberse dictaminado la casi total erradicacién de
la malaria o paludismo, actualmente esta enfermedad representa una gran amena-
za para Afganistin, Brasil, Camboya, China, India, Indonesia, Sri Lanka, Tailandia,
Vietnam y diversas partes de Africa. Recientemente se ha informado sobre la apa-
riciébn de casos de malaria en el norte de nuestro pais, enfermedad practicamente
desconocida en la regién. “Dos nifios mueren de malaria [én el mundo] cada mi-
nuto”, se ha publicado en el periédico francés Le Figaro, siendo de dos millones
la cifra anual de victimas mortales, mayor que la de muertos por SIDA. Se estima
que cerca de 270 millones de personas estin infectadas con el Plasmodium falci-
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parum, aunque se cree que el grupo de riesgo lo componen alrededor de 2.200
millones de personas. ;Cémo es posible que la malaria, en una época eliminada o
muy bien controlada para el 90 % de la poblacién mundial, amenace hoy a mis
del 40 % de la humanidad? Es evidente que el paludismo no podria brotar sin el
causante de la infeccion, el mosquito Anopheles gambiae. Resulta 16gico que si la
poblacién del insecto portador se modificara, cambiaria la incidencia de dicha en-
fermedad. Los pequefios aumentos de temperatura producidos en el planeta, atri-
buidos a la contaminacién ambiental, afectan en gran medida la poblacién de in-
sectos y tienen un grave efecto en la incidencia de la malaria. Por otra parte, pue-
de pensarse también que la malaria ha recrudecido por la limitacién en el uso del
DDT como insecticida en la lucha contra los mosquitos.

La artemisinina o ginghaosu (D es un antimaldrico natural presente en hojas
y flores de Artemisia annua L., estudiada también por varios grupos de investiga-
dores de nuestro pais . Su molécula corresponde a una lactona sesquiterpénica
(funcién epidiéxido) que posee el anillo molecular de 1,2 4-trioxano (7).
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Los peroxidos ciclicos mencionados constituyen una numerosa familia de
compuestos que generalmente ejercen accién antimaldrica y cuya sintesis y pro-
piedades farmacolégicas son estudiadas actualmente intensivamente en diversas
partes del mundo 5. Si bien se sabe que tanto los extractos acuosos como alcohéli-
cos de la hierba Artemisia annua L. carecen de efectos terapéuticos contra el pa-
ludismo, los obtenidos en éter etilico, acetona y éter de petréleo a temperaturas
relativamente bajas, producen buenos resultados. Inicialmente la accién especifica
de estos compuestos se atribuy6 a la presencia en sus moléculas de la menciona-
da funcién peréxido ciclico, ya que la hidrogenacién catalitica de artemisinina
origina deoxoartemisinina (Figura 1) que carece del mencionado efecto terapéuti-
co. Ademas, la estructura de dibidroartemisinina, sustancia obtenida por reduc-
cién con NaBH, corresponde con la de un 1,2 4-trioxano con excelente actividad
antimaldarica 67.

Estudios recientes sobre la relacién entre estructura y reactividad de este tipo
de moléculas han demostrado que la presencia del anillo de 1,2 4-trioxano es fun-
damental para dicho efecto terapéutico 8. En lo que respecta al mecanismo de ac-
cion de estas drogas se ha llegado a proponer que las mismas actiian primaria-
mente sobre la integridad de las membranas del Plasmodtum falciparum 9. La es-
tabilidad térmica de artemisinina ha sido evaluada 10 analizando sus productos de
termolisis aunque sin establecerse los valores de los pardmetros cinéticos de la re-
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Figura 1. Reacciones de reduccion de artemisinina.

accién. Esta droga constituye una molécula sorprendentemente estable hasta 150
°C en solventes neutros, descomponiéndose a menores temperaturas en solucio-
nes acidas o bdsicas. Los productos mds abundantes de su calentamiento (190° C)
durante 10 minutos, son los indicados en la Figura 2 11,

(12%) (10%)

Figura 2. Rendimientos de productos en la termélisis de artemisinina.

En este trabajo se evalian parimetros cinéticos provenientes del estudio de
la decomposicién térmica en solucién de 1,2,4-trioxanos sustituidos: frans-3,3-di-
metil-5,6-tetrametilen-1,2 4-trioxaciclohexano (7la) y. cis-6-fenil-5,6-(2-fenil-propili-
den)-3,3-tetrametilen-1,2 4-trioxaciclohexano (Ib) (Figura 3), comparandolos con
el valor estimado de la constante especifica de descomposicién térmica de artemi-
sinina (1) en etanol teniendo en cuenta informacién bibliogrifica 10.
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Figura 3. Formulas estructurales de 1,2,4-trioxanos sustituidos estudiados en este trabajo.
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MATERIALES Y METODOS
1,2, 4-trioxanos

El trans-3,3-dimetil-5,6-tetrametilen-1,2 4-trioxa-ciclohexano, (Zla) fue sinteti-
zado por un método conocido 12 mediante la reaccién de epoxidacion catalitica de
ciclohexeno con agua oxigenada en presencia de acetona.

El cts—6-fenil—5,6-(2—fenilpropiliden)—3,3—tetrametilen-1,2,4—trioxa-ciclohexano
(IIb) fue suministrado gentilmente por el Profesor Charles W. Jefford de la Univer-
sidad de Ginebra, Suiza.

Solventes utilizados

De calidad reactivos analiticos, purificados segin técnicas apropiadas y con-
trolada su pureza por cromatografia gaseosa.

Métodos cinéticos

Tubos de Pyrex cerrados en un extremo (8 cm de largo x 8 mm de didmetro
externo) fueron cargados con ca. 1 ml de la solucién del 1,2 4-trioxano corres-
pondiente (ca. 0,002 M) en el solvente de reaccién, degasificados en la linea de
vacio (-190 °C) y luego sellados con la llama de un soplete. Estas ampollas se su-
mergian en un bafio de aceite de silicona termostatizado (+ 0,1 °C), extrayéndose
las mismas a tiempos convenientemente determinados y deteniendo la descompo-
sicion del trioxano por inmersién en un bafio a 0 °C. Las determinaciones de las
concentraciones remanentes de los trioxanos correspondientes en las soluciones
se realizaron por cromatografia gaseosa capilar (CGC) en el caso de 1la, y por cro-
matografia liquida de alta resolucién (RP-HPLC) para I1b.

Cromatografia gaseosa capilar (CGC)

Se utiliz6 una columna capilar de silice fundida marca Heliflex (RSL-150,
Bonded FSOT) de 30 m de longitud y 0,25 mm de didmetro interno (0,25 pm de
espesor de pelicula liquida) a 100 °C instalada en un cromatégrafo gaseoso marca
Hewlett-Packard modelo 5840 A, con el inyector a 120 °C y equipado con detector
FID. Se emple6 nitrégeno como gas portador y el método cuantitativo del patrén
interno (naftaleno) a fin de determinar las concentraciones del trioxano IIa en las
soluciones provenientes de las termolisis.

Cromatografia liquida de alta resolucion (RP-HPLC)

El andlisis del trioxano IIb se realizé utilizando un cromatégrafo liquido mar-
ca Pharmacia-LKB provisto con una columna Spherisorb Superpac RP-C18 (2,5
pm, 4,0 mm x 100 mm) a 25 °C. La fase movil fue acetonitrilo (70% v/v -agua),
con un caudal de 1,0 ml/min (presién 5,2 mPa); las muestras, convenientemente
diluidas (1:100) con la fase mévil, y el patrén interno adicionado (naftaleno) se in-
yectaron (20 pl) en el instrumento con su detector UV a una longitud de onda de
254 nm.

Métodos de cdiculo utilizados
Los valores de las constantes de velocidad de reaccién (kope fueron calcula-
dos utilizando una ley cinética de primer orden, estimindose la bondad del ajuste
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con un método de regresion lineal por cuadrados minimos. Los parametros de ac-
tivacién de las reacciones de térmolisis se obtuvieron aplicando el método de la
ecuacion de Arrhenius.

RESULTADOS Y SU DISCUSION

La determinacién de la estabilidad térmica de artemisinina, en etanol a ebu-
llicién (78 °C) durante un periodo de 48 horas 10, permite efectuar una estimacion
de su constante especifica de termolisis (kgon = 1,3 x 106 seg?). Este resultado
significa que ca. 20% de la droga se destruye por dicho tratamiento, lo que justifi-
ca la escasa accién antimaldrica de los extractos de Artemisia annua L. obtenidos
en ese solvente.

Datos cinéticos de la termdlisis de los 1,2,4-trioxanos sustituidos considerados
en este trabajo (Figura 3), como asi también el valor de la constante de velocidad
de reaccién estimado para arfemisining se muestran en la Tabla 1.

Sustancia 10° x ko / segl Valores relativos
Ila 0,024 1
Artemisinina 135 ca. 54
b 6,8 ca. 283

Tabla 1. Constantes de velocidad de descomposicion térmica® de 1,2,4-trioxanos sus-
tituidos en solucién de metanol, a 78° C. @calculadas aplicando una ecuacion cinética
de primer orden; & valor estimado en solucién de etanol {andlisis por TLO) 10 utilizan-
do para el cilculo un factor preexponencial “normal” de la reaccién unimolecular co-
rrespondiente.

Considerando el efecto de la temperatura sobre las reacciones de descompo-
sicién de los trioxanos Ila y IIb resultan los valores de los pardmetros de las ecua-
ciones de Arrhenius correspondientes en dos solventes de distintas caracteristicas
fisicoquimicas (metanol y tolueno) (Tabla 2).

Trioxano Solvente E, LnA
kcal.mol'! (segD)
Ila Metanol 33 29
lla Tolueno 37 32
i Metanol 42 48

/(7 Tolueno 38 34

Tabla 2. Parimetros de la ecuacion de Arrhenius de la termolisis unimolecular de
1,2,4-trioxanos en solucién.

Estos resultados, que si bien pueden asignarse razonablemente a la ruptura
homdlitica de la funcién peréxido ciclico de las moléculas correspondientes con
formacién inicial de un biradical intermediario (Figura 4), demuestran que en la
termdlisis de los 1,2,4-trioxanos considerados existe un significativo efecto de sol-
vente en la reaccion.
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Figura 4.

El biradical intermediario (Figura 4) se descompone a su vez originando dife-
rentes productos, cuyos rendimientos dependerian también de la naturaleza del
medio de reaccién 13. Probablemente la descomposicién térmica de artemisining,
por pertenecer esta sustancia a la misma familia de peréxidos ciclicos estudiados
experimentalmente en este trabajo, ocurre por un camino de reacciones anilogo
en la mayoria de los solventes aproticos (1.e. éter de petréleo, éter etilico).

Por otra parte, se ha informado 13 que la funcion peréxido de los 1,2 4-trioxa-
nos es susceptible también al ataque por diferentes especies reactivas (iones, radi-
cales libres y moléculas de determinados solventes), que originan la ruptura del
anillo molecular mediante las denominadas reacciones de descomposicién induci-
da, procesos estos que llevan asociados generalmente menores valores de las
energias de activacién que los correspondientes a su disociacion unimolecular (Ta-
bla 2). Es un hecho conocido que la estabilidad de algunas drogas en solucion
disminuye significativamente atin en condiciones de temperatura de reaccién y
concentraciones que resultan mucho menores que las correspondientes a su ter-
mélisis unimolecular. En el caso de artemisinina, en una solucién metandlica de
carbonato de potasio a temperatura ambiente la ruptura de su anillo lacténico pro-
duce intermediarios de tipo hidroperoxidicos que finalmente originan agua oxige-
nada entre los productos de reaccién; no obstante, en un medio icido fuerte, tam-
bién a la misma temperatura, su anillo molecular con la funcién perdxido podria
fragmentarse también por un proceso de naturaleza concertado 4.

El anilisis de las reacciones mencionadas de 1,2,4-trioxanos, que incluye en
este caso el de una sustancia que intrinsecamente es, desde el punto de vista tér-
mico, extraordinariamente estable (artemisinina), pone en evidencia que sus mo-
léculas frente a determinadas especies (algunos solventes, hidrogeniones o anio-
nes) presentan diferentes grados de estabilidad. Evidentemente esto trae como
consecuencia la formacién de sustancias que, en general, no poseen la actividad
terapéutica especifica caracteristica de este tipo de peréxidos ciclicos.

CONCLUSIONES

En solucién de metanol y a una misma temperatura, la estabilidad térmica del
1,2 4-trioxano sustituido Il resulta ca. 283 veces mayor que la del I7b (Tabla 1).
Esta diferencia se corresponde con distintos valores de los pardmetros de las ecua-
ciones de Arrhenius de sus reacciones de termélisis unimolecular (Tabla 2), que
reflejan distintas caracteristicas (grados de libertad) entre los correspondientes es-
tados fundamentales y de transicién de sus reacciones. De esta manera se pone en
evidencia un significativo efecto del medio sobre la estabilidad térmica de las mo-
léculas de los 1,2,4-trioxanos mencionados.

La estabilidad térmica del antimaldrico natural artemisinina () en etanol a 78
°C es ca. 54 veces mayor que la de lla y ca. 5 veces mayor que la de I1b en meta-
nol (Tabla 1).
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El significativo efecto de la naturaleza del medio de reacciéon sobre la estabili-

dad en solucién de los 1,2 4-trioxanos estudiados permite obtener conclusiones
sobre la forma en que este tipo de sustancias deberian vehiculizarse y/o adminis-
trarse para producir una accién terapéutica 6ptima.
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