UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FARMACOLOGICA Y TOXICOLOGICA
LABORATORIO DE BIOELECTROQUIMICA

CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA Y
REACTIVIDAD CON ANION RADICAL SUPEROXIDO
DE C-4-HIDROXIFENIL-1,4-DIHIDROPIRIDINAS

PATROCINANTE DIRECTORES DE MEMORIA
Prof. Luis J. NGiiez Vergara Prof. Juan A. Squella Serrano

, DEPARTAMENTO DE QUiMICA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA Y FISICOQUIMICA
FARMACOLOGICA Y TOXICOLOGICA

Dra. Soledad Bollo Dragnic

DEPARTAMENTO DE QUIMICA
FARMACOLOGICA Y TOXICOLOGICA

Memoria para optar al Titulo de Quimico Farmacéutico

Marcelo Leonardo Lopez Menadier

SANTIAGO DE CHILE
2006



Dedico la presente tesis, que simboliza la finalizacién de
una importante y larga etapa de mi vida, a todas las personas
que han aportado a mi desarrollo y crecimiento, y que
considero como el capital mds importante que una persona
pueda acumular.

En primer lugar a mi familia: Madre, Padre y Hermanos, a
quienes debo la esencia de quien soy, a mis amigos de toda la
vida por estar siempre e incondicionalmente y a fodos mis
compaieros de carrera que con quienes sufrimos juntos los
sacrificios propios del rigor estudiantil y a quienes jamds

olvidaré.



Agradecimientos

En primer lugar quisiera agradecer al profesor Luis
Niflez Vergara por la confianza depositada y por su buena
disposicion para ayudarme en todo.

A todo el laboratorio de Bioelectroquimica por tan grato
ambiente de trabajo, a mi directora de tesis Dra. Soledad
Bollo, Profesor Juan Sturm y a los alumnos de Doctorado en
Quimica Paola Jara y Ricardo Salazar por prestarme su ayuda
siempre que la necesite.

Al profesor Patricio Navarrete por su vital y
desinteresado apoyo.

A todo el equipo del servicio social de la facultad en
especial a la Sra. Victoria Goldsack, por el admirable
desempefio en su labor y enorme calidad humana, a la que debo
en gran parte el haber llegado a estas instancias.

Al equipo de mis amores "AGUANTE" que ademds de
triunfos y alegrias me ha entrego la posibilidad de conocer a
grandes personas y estrechar lazos de amistad que espero se
sigan cultivando en el tiempo.

Al proyecto FONDECYT N° 1050761 por financiar esta

memoria.



indice

RESUMEN.....iiiii s s s 5
SUM M A Y et utetteeererara e rasae e san s san s sasaaransasasansasansasansasansasassnrsesnrsnnnnn 6
INEFOAUCCION ..t 7
Materiales y Métodos........ccoeiiiiiiiic e 13
Resultad0oS ¥ diSCUSION......cuiiieiiiiir s s s s s s rrnaas 21
CONCIUSIONES ...ttt e e e e e s e e e e e e e e 47

R (o1 R =1 A TS = LT 48



RESUMEN

En esta Memoria se estudi6 la reactividad de tres nuevas 1,4-dihidropiridinas
(1,4-DHP) frente al anion radical superdxido (O27), y se evalud la influencia de los
sustituyentes en posicion 4 del anillo dihidropiridinico.

Estas moléculas también se caracterizaron electroqguimicamente mediante
Voltamperometria de pulso diferencial (VPD), Voltamperometria ciclica (VC),
electrélisis a potencial controlado (EPC) y Voltamperometria de barrido lineal con
electrodo de disco rotatorio (DR). Los estudios electroquimicos demuestran que en
medio acuoso las 1,4-dihidropiridinas son mas faciles de oxidar a pHs basicos,
mostrando el siguiente orden en cuanto a la facilidad de oxidacién:
4-HIDROXIFENIL-DHP (4-OH-DHP) > 3-HIDROXIFENIL-DHP (3-OH-DHP) >
4-FENIL-DHP (DHP). Este mismo orden se observé en medio no acuoso. La
oxidacibn de las 1,4-DHPs en ambos medios correspondid a un proceso
irreversible, en que la corriente fue controlada por difusion.

La cinética de reaccion fue seguida mediante espectroscopia UV-Visible con
arreglo de diodos. Las constantes de formacién del anién dihidropiridinico se
calcularon usando un equipo de flujo retenido. El orden para la constante fue:

NADH > 4-OH-DHP > 3-OH-DHP > DHP.

Por otra parte, las constantes cinéticas para la reaccion entre el anion
radical superoxido y las DHPs fueron calculadas a través de cinética continua.
Claramente, las DHPs que tienen un grupo hidroxifenilo en la posicion 4 del anillo
dihidropiridinico presentaron constantes cinéticas significativamente mayores que
las 1,4-DHP comerciales estudiadas con el siguiente orden: 3-OH-DHP > 4-OH-
DHP > DHP > AMLODIPINO > NISOLDIPINO > NIMODIPINO.

La reactividad entre el anién superéxido y las 1,4-DHPs ocurriria a través de
un mecanismo que incluye en una primera etapa la rapida formacion del anion
dihidropiridinico, el que se forma como resultado de un equilibrio 4cido-base entre
anion radical superéxido que actia como base de Bronsted, y la 1,4-dihidropiridina,
posteriormente, el anion dihidropiridinico actuaria como reservorio para reponer la
1,4-dihidropiridina que se estd oxidando a piridina en un proceso que duraria en

total 6 horas aproximadamente.



SUMMARY

In this Thesis the reactivity of three new 1,4-dihydropyridines (1,4-DHP) with
superoxide radical anion (O» - ) was studied and the influence of substituents in the
4-position on the dihydropyridine ring was also evaluated.

These molecules also were electrochemically characterized by means of
differential pulse voltammetry (DPV), cyclic voltammetry (CV), controlled potential
electrolysis (CPE) and linear sweep voltammetry with rotating disc electrode (RDE).
The basic electrochemical studies demonstrate that in aqueous medium the 1,4-
dihydropyridines were oxidized easier at alkaline pHs than that acidic pHs. The
order of easiness of oxidation was as follows: 4-HIDROXIPHENYL-DHP (4-OH-
DHP) >
3-HIDROXIPHENYL-DHP (3-OH-DHP) > 4-PHENYL-DHP (DHP). This same order
was observed for non-aqueous medium. The oxidation of 1,4-DHPs in both media
corresponded to an irreversible process, in which the current was diffusion-
controlled.

The kinetic of reaction was followed through UV-Vis spectroscopy with diode
array. The kinetic rate constants on the formation of the dihydropyridinic anion were
calculated by the stopped flow technique. The magnitude for the constant was:
NADH > 4-OH-DHP > 3-OH-DHP > DHP.

On the other hand, the kinetic rate constants for the reaction between the radical
anion superoxide and the 1,4-DHPs were calculated through kinetic continuous.
Clearly, the DHPs having an hydroxyphenyl group in 4-position on the
dihydropyridinic ring exhibited kinetic rate constants significantly greater than the
commercial 1,4-DHPs with the following order: 3-OH-DHP > 4-OH-DHP > DHP >
AMLODIPINE > NISOLDIPINE > NIMODIPINE.

The reactivity between the superoxide anion and the 1,4-DHPs occurred through
a mechanism including, as first step a fast formation of the dihydropyridinic anion,
which resulted from a acid-basic equilibrium between superoxide radical anion,
which acts as Bronsted base, and the 1,4-dihidrophyrydine. then, the
dihydropyridinic anion would act like reservoir to replace the 1,4-dihydropyridine

which is being oxidized to pyridine, in a 6 hours process.



INTRODUCCION

Hoy en dia la hipertension arterial es una de las enfermedades de mayor
prevalencia en Chile y el mundo. Esta ha sido considerada por el Ministerio de
Salud como factor de riesgo cardiovascular junto con la diabetes mellitus y las
dislipidemias. Estos factores de riesgo en conjunto pueden desencadenar
enfermedades cardiovasculares de mayor gravedad como son, el infarto agudo al
miocardio, angina de pecho, entre otras; cabe destacar que las enfermedades

cardiovasculares son la primera causa de muerte en el mundo. [1]

Por ser la hipertension arterial una enfermedad crénica, su tratamiento se limita,
a que el paciente realice una dieta especial y se apoye farmacolégicamente por el
resto de su vida, con el fin de obtener valores de presion arterial aceptables y
constantes. Dentro de los farmacos antihipertensivos utilizados se encuentra el
grupo de las 1,4-dihidropiridinas (1,4-DHPs), las cuales poseen la propiedad
farmacoldgica de unirse a la sub-unidad o de los canales de calcio voltaje-
dependientes tipo L [2,3], regulando la entrada de calcio al citoplasma de las células
musculares lisas [4]. Este mecanismo conduce a la dilatacion de las arterias,

provocando asi una disminucion de la presion arterial [5].

Se sabe que las 1,4-DHPs ademas de su efecto modulador de los canales lentos
de calcio, exhiben una variedad de actividades biol6gicas, las que también
contribuyen a su efecto farmacolégico y clinico. Dentro de estas actividades se
encuentra la regulacién de calmodulina, ATPasas Ca?*-dependientes, regulacion de
canales de calcio tanto en el reticulo sarcopladsmico como en mitocondrias y la
inhibicibn de canales de sodio [6,7]. Las 1,4-DHP también son eficaces en el

tratamiento de otras patologias como asma y espasmo intestinal, entre otras [8,9].

Por otro lado, a las 1,4-DHPs se les han descrito también un efecto antioxidante
[10-17]. Esta propiedad adicional puede ser importante para el tratamiento de
patologias como lesién por isquemia por reperfusion, enfermedad inflamatoria
vascular, arteriosclerosis y trauma en el sistema nervioso central [18]. Prabha et al
[19] han sugerido una relacién causal entre hipertension y dafio por radicales libres,

como también una muy buena relacion entre agentes antihipertensivos y



antioxidantes. El posible efecto antioxidante, en combinacion con el caréacter
lipofilico y la alta afinidad de la 1,4-DHP por los receptores de los canales de calcio,
serian las bases de la actividad protectora en patologias que involucran radicales
libres, que al parecer acompafian en muchas instancias a la hipertension y también

a enfermedades del sistema nervioso central.

El efecto antioxidante de las 1,4-DHP ha sido estudiado en modelos biolégicos
(membranas) para investigar procesos de lipoperoxidacion. Mak [13] ha reportado
el efecto citoprotector de 1,4- DHP frente a la proliferacién de células endoteliales
en sistemas con dafio por radicales libres, usando el ensayo de azul de tetrazolio.
También se ha reportado que las 1,4-DHP tienen actividad antilipoperoxidante en
membranas, usando mediciones de TBARS (acido tiobarbitlrico, un producto de
degradacion de las membranas celulares) [20,21] o el método de “aclaramiento” de
Crocina [22]. Las propiedades redox de ciertos compuestos han sido usadas para
respaldar su efecto antioxidante sin utilizar su reactividad directa frente a radicales
libres [23].

Los mecanismos que darian cuenta del potencial efecto antioxidante de estas
moléculas, son los siguientes:
¢ Mecanismos que involucran transferencia de electrones y/o carga.
e Transferencia de electrones, desde la 1,4-DHP hacia la especie radicalaria.
¢ Transferencia de un atomo de hidrégeno, desde la 1,4-DHP hacia una especie
radicalaria.
e Mecanismo asociado al bloqueo de los canales lentos de Ca?*.
e Es conocido que el sistema calcio-calmodulina modula la actividad de una serie
de enzimas que participan en los procesos que generan estrés oxidativo. En
consecuencia, los compuestos 1,4-DHP al impedir la entrada de calcio a la célula

bloguean estos procesos.

En relacion con los efectos antioxidantes de 1,4-DHP, los trabajos
realizados hasta ahora revelan que éstos no dependen del efecto bloqueador de
canales de calcio, puesto que estudios efectuados en sistemas in vitro que carecen

de dichos canales, han mostrado que el efecto antioxidante persiste [24].



A raiz de la imperiosa necesidad de obtener moléculas con buena capacidad
antioxidante, con el fin de evitar los trastornos ocasionados por estos, las
modificacion estructurales que hemos querido incorporar a nuestras moléculas
(manteniendo intacto su farmacoforo y por lo tanto su accién terapéutica), persiguen
proporcionar dichas propiedades antioxidantes sin alterar las propiedades
farmacologicas propias de estos compuestos, obteniendo asi, farmacos con

mayores beneficios para las pacientes.

A modo de ejemplo, en estudios sobre 1,4-DHP con diferentes sustituyentes en
posicion 1 y 4, se ha observado que los cambios en estas posiciones afectan
notoriamente el efecto antagonista de canales de calcio. Asi, por ejemplo, al
reemplazar el protén de la posicién 1 por grupos alquilo, el efecto bloqueador de
canales de calcio se anula completamente. De la misma forma, si en posicién 4 se
reemplaza el grupo arilo por grupos menos voluminosos como un grupo metilo, se
obtienen compuestos agonistas de canales de calcio; esto es, aumentan la entrada
de calcio al citoplasma y por lo tanto producen contraccién vascular y un aumento

de la presion arterial [25].

En la presente Memoria se estudiaron tres nuevas moléculas de la familia de las
1,4-dihidropiridinas, las que fueron sintetizadas en nuestro laboratorio mediante una
variacion de la sintesis de Hantzsch [26-28], a las cuales se les respetd el

farmacoforo dihidropiridinico y se les incorpor6 un sustituyente fenilo o hidroxifenilo,

en la posicion 4 del anillo dihidropiridinico (figura 1).




NOMBRE |.U.P.A.C. DEL COMPUESTO MOLECULA

4-(3-HIDROXIFENIL)-2,6-DIMETIL-3,5-DIETOXICARBONIL-1,4-DIHIDROPIRIDINA ..........ccc... I

4-(FENIL)-2,6-DIMETIL-3,5-DIETOXICARBONIL-1,4-DIHIDROPIRIDINA ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiinieeees I

4-(4-HIDROXIFENIL)-2,6-DIMETIL-3,5-DIETOXICARBONIL-1,4-DIHIDROPIRIDINA...........0vv.... i

Figura 1: Estructura quimica de las 1,4-DHPs estudiadas.

El objetivo que persiguen estas sustituciones en particular, es incorporar un

grupo hidroxifenilo y evaluar su capacidad atrapadora de radicales libres.

Los radicales libres son especies muy reactivas, debido a que poseen un
electron desapareado y estadn asociadas a dafio celular a nivel de ADN, lipidos y
proteinas, lo que se podria traducirse en un gran nimero de enfermedades, como
por ejemplo en procesos inflamatorios [6,7], enfermedad de Parkinson [8, 9,25],
artritis reumatoidea [25], isquemia y dafio por reperfusibn en el corazén y

envejecimiento [29,30], entre otras.

Los radicales libres de mayor relevancia bioldgica son las especies reactivas del
oxigeno (ROS), entre los que destacan el anion radical superéxido (O2) y el radical
hidroxilo (-OH), ya que éstos se generan a partir del propio metabolismo de los
organismos que utilizan el oxigeno como aceptor final de electrones, para la
produccién energética. En la presente Memoria se estudiara la reactividad de estas
nuevas 1,4-dihidropiridinas frente al anién radical superdxido, debido a que este es
el de mayor abundancia en los sistemas biologicos, pero no el Unico, y su
generacion puede deberse tanto a procesos enzimaticos como no enzimaticos.
(Figura 2), pese a que el organismo tiene su propio sistema de eliminacion de este
radical, se cree que este se puede ver sobrepasado como por ejemplo en periodos

de estrés.
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Figura 2: Mecanismos de generaciéon de ROS en el organismo

El estudio de la reactividad de las dihidropiridinas frente a ani6n radical
superoéxido se realizé en medio aprotico (dimetilsulféxido) debido a que este medio
le otorga mayor estabilidad a las soluciones de este radical, puesto que es bien

sabido que el anién radical superéxido sufre dismutacion en medio protico [35]:

20,” +2H" - O, + H,0, (Ecuacion 1)

Las reactividades de estas nuevas moléculas se compararan con 1,4-
dihidropiridinas actualmente en uso en clinica como lo son: nimodipino, amlodipino

y nisoldipino.

Los mecanismos involucrados en las oxidaciones electroquimicas, ya sea en
medio acuso y no acuoso de las 1,4-dihidropiridinas estan bien documentados [36],
no asi el mecanismo por el cual la 1,4-dihidropiridina se oxida al reaccionar con el

anion radical superoéxido, el cual serd el proposito primordial de este trabajo.
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HIPOTESIS DE TRABJO

Se espera que la inclusion de un grupo hidroxifenilo en la posicién 4 del anillo

dihidropiridinico genere compuestos con propiedades antioxidantes.

En consecuencia, se espera que existan diferencias en las velocidades y

constantes de reaccién para las diferentes 1,4-dihidropiridinas frente al anion

superoxido. Asi, los estudios de reactividad frente anién radical superéxido debieran

entregar antecedentes acerca del verdadero mecanismo involucrado en la

generacién del derivado piridinico.

Por otra parte, se espera que tales variaciones estructurales produzcan cambios

en el comportamiento electroquimico.

OBJETIVOS

Objetivo General.

X3

%

Caracterizar electroquimicamente las nuevas dihidropiridinas
sintetizadas y su reactividad frente a al anion superéxido, en

medio aprotico.

Objetivos Especificos.

Caracterizar el comportamiento andédico de las 1,4-DHPs en
medio aprotico, utilizando electrodo de carbdn vitreo como
electrodo de trabajo.

Implementar una metodologia analitica cuantitativa para evaluar
los cambios de concentracion de las 1,4-DHPs a fin de estudiar
su interaccién con el anién radical superoxido en medio aprotico.
Determinar las constantes de velocidad (k) para cada una de las
1,4-DHPs propuestas en el estudio con anién superoxido.

Establecer en lo posible relaciones estructura-actividad.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y EQUIPOS

Compuestos en estudio.

Compuesto | (DHP):

4-(FENIL)-2,6-DIMETIL-3,5-DIETOXICARBONIL-1,4-DIHIDROPIRIDINA
Formula Global: C1gH23NOg4
PM: 329.4 g/mol

Compuesto Il (3-OH-DHP):

4-(3-HIDROXIFENIL)-2,6-DIMETIL-3,5-DIETOXICARBONIL-1,4-
DIHIDROPIRIDINA

Formula Global: C19H23NOs

PM: 345.4 g/mol

Compuesto Il (4-OH-DHP):

4-(4-HIDROXIFENIL)-2,6-DIMETIL-3,5-DIETOXICARBONIL-1,4-
DIHIDROPIRIDINA

Formula Global: C19H23NOs

PM: 345.4 g/mol

Compuestos de referencia.

Amlodipino
Formula Global C2H25CIiN2Os
PM: 408.8 g/mol

Nisoldipino
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Formula Global CoH24N2Os
PM: 389.2 g/mol
Pureza: 97%

Nimodipino
Formula Global C21H26N207
PM: 418.15 g/mol

Pureza: 97%

B-nicotinamida adenina di-nucleétido, forma reducida, sal disodica
Formula Global: C21H29N7014P>

PM: 709.4 g/mol

Pureza: 97%

Reactivos y Solventes.

3-aminocrotonato de etilo 99%, Aldrich.
4-hidroxibenzaldehido 98%, AlfaAesar.
3-hidroxibenzaldehido 97%, AlfaAesar.

Benzaldehido » 99%, Merck.

Acido borico (99%) p.a., Fluka Chemica.

Acido clorhidrico (36%) p.a., Reutter.

Acido fosférico (85%) p.a., Merck.

Agua purificada para HPLC (Milli-Q).

Dimetilsulféxido (DMSO) p.a., Merck.

Dimetilsulféxido-ds (DMSO-ds) Sigma.

Etanol absoluto (99,8%) p.a., Merck.

Eter Corona 18, Aldrich.

Hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (HFFTBA) 298%, Fluka
Hidroxido de sodio (pellets), Merck.

B-nicotinamida adenina di-nucleotido, forma reducida. Sigma.
Nitrégeno extra puro, AGA.

N,N-dimetilformamida (DMF) p.a., Merck.

Superoéxido de potasio (KOy), Aldrich.

Hidroxido de tetra-n-butilamonio 0.1M, Merck.
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Tampones.
Britton Robinson 0.04 M.

Material de vidrio.
Todo el material de vidrio utilizado fue clase A. (dAmbar para los productos de

sintesis).

Equipos.

Equipos usados para el andlisis de productos de sintesis:
Espectroscopia NMR: espectrémetro Bruker Avance DRX 300.
FT-IR: espectrémetro Bruker IFS 55 Equinox.

Analisis elemental: Fisons Instrument.

Equipos de uso general

Balanza de precision Precisa 40SM-200? (sensibilidad 0,01 mg).
Sonicador Bransonic Branson 2210.

Medidor de pH WTW modelo pMx 3000.

Agitador magnético Heidolph MR 3002.

Sistema purificador de agua Milli-Q Ultra- Pure Water System.

Sistema voltampérometrico y computacional:

Analizador voltamétrico BAS CV-50W y BAS CV-100W.

Celda electroquimica BAS (10 mL) protegida de luz.

Electrodo de trabajo: electrodo de carbén vitreo (BAS MF-2070).
Electrodo auxiliar: platino BAS MW-1032.

Electrodo de referencia: Ag/AgCl BAS RE-5B.

PC Pentium Il Gateway para adquisicion y tratamiento de datos.
Sistema espectroscépico UV-vis:

Espectrofotometro UV-vis CHEMSTATION diode array.
Software 845X UV-Visible System.
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Copyright Agilent Technologies 95-03 para tratamiento y adquisicién de
datos.

Sistema de flujo retenido.
Applied photophysics Rx 1000 Rapid kinetics Spectrometer Accessory.

Volumen de inyeccion 150uL de cada reactante.

Equipo de toma de punto de fusién:
Electrothermal 9200

Bafio termorregulado.
Equipo HAAKE K15

Métodos.

Sintesis de compuestos.
La sintesis de estos compuestos se realizé por una variante del método

de Hantzsch [56-58] de acuerdo a la figura 3:
H R
NH, o o H4CO0C COOCH3
S HaC CHs
NN TN, 60°C i

3-aminocrotonato de etilo Aldehido
dihidropiridina
Ri= 4-hidroxifenil; R:= 3-hidroxifenil; Rs= fenil

Figura 3: Variante de la sintesis de Hantzsch.

Procedimiento general: Se mezclaron 27mL de 3-aminocrotonato de
etilo y 10mL del aldehido correspondiente, segun el producto que se desee
sintetizar (benzaldehido para la 4-fenil-DHP, 3-hidroxibenzaldehido para la
3-OH-DHP, 4-hidroxibenzaldehido para la 4-OH-DHP), en 30mL de acido

acético glacial, se mantienen a 60°C con agitaciéon durante 8 horas. La
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solucion resultante fue filtrada al vacio, el producto se lava con abundante
agua, luego se procede a filtrar en caliente con etanol y carbén activado al
menos tres veces. Los rangos de punto de fusion fueron: 158-160°C, 188-
191°C, 232-235°C, para la DHP,

3-OH-DHP y 4-OH-DHP, respectivamente.

Preparacion de las soluciones de trabajo.

Soluciones de 1,4-DHPs.

Se prepararon soluciones stock de cada 1,4-DHP, con una
concentracion de 0,001 M en DMSO. Las soluciones de trabajo fueron
preparadas por dilucién de la solucién stock hasta obtener la concentracion
deseada. Estas soluciones se mantuvieron refrigeradas a -20°C y protegidas

de la luz para evitar su descomposicion.

Soluciones tampén Britton Robinson 0,04 M.
Se preparé con 100 mL de solucién de &cido boérico 0,4 M, 100 mL de
solucién de acido acético 0,4 M, 100 mL de solucién de acido fosférico 0,4

M, enrasando a un volumen de 1 L con agua destilada.

Solucién de anidn radical superéxido
Se prepararon soluciones de superdoxido de potasio 0.1M en
dimetilsulfoxido con éter corona, de acuerdo al siguiente procedimiento: se
pesaron 71.1 mg (1mmol) de KO, en polvo y 500-800 mg (2-3 mmol) de éter
corona/l8-corona-6 y se colocaron en un matraz seco, al cual se
adicionaron 10 mL de DMSO. La mezcla fue sonicada durante 0,5-3 horas
hasta obtener una solucion de color amarillo palido. A partir de esta solucion

madre, se prepararon diferentes soluciones.

Caracterizacién electroquimica.

Voltamperometria.
Para voltamperometria de pulso diferencial (VPD) se utilizO como
concentracion de rutina una solucién 0.1mM, y para voltametria de barrido

lineal (VBL) con electrodo de disco rotatorio, las concentraciones utilizadas
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fueron 1.25mM para cada 1,4-DHP. Para voltametria ciclica (VC) las
soluciones de trabajo tuvieron una concentracion de 1mM. Para VPD y VC
se utilizé como electrodo de trabajo un electrodo estacionario de carbdén
vitreo (area = 0,072+ 0,004 cm?), mientras que para VBL se utiliz6 un
electrodo de disco rotatorio de la misma naturaleza. Como contraelectrodo
se uso un alambre de platino y todos los potenciales fueron medidos frente a
un electrodo de Ag/AgCl. Todas las 1,4-DHPs fueron caracterizadas en la
region anodica entre 0 y 1500mV aproximadamente.

Medio acuoso: para este medio todos los compuestos fueron disueltos en
tampdn Britton Robinson (0,04 M) / etanol, 70/30. El pH del medio se ajusté
adicionando alicuotas de NaOH o HCI concentrado.

Medio apraético: se utiliz6 como solvente dimetilsulfoxido y como electrolito

soporte hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (HFFTBA) 0,1 M.

Electrdlisis a potencial controlado (EPC).

Se realizaron en medio aprotico (dimetilsulfoxido + HFFBTA 0.1M) con
una concentracion 0.1mM de las 1,4-DHPs en un volumen total de 30ml. Se
utilizé una celda, con una malla de carbén vitreo reticulado como electrodo
de trabajo, un alambre de platino como contraelectrodo y un electrodo de
Ag/AgCIl como electrodo de referencia el potencial utilizado fue 1200mV

para todos los compuestos.

Célculo del numero de electrones.

Estos estudios se basaron en la electrdlisis exhaustiva a potencial
controlado de los tres compuestos. Para el calculo del numero de electrones
se estimd la sumatoria de las cargas finales (con correccién de la carga
basal) de electrdlisis sucesivas. Desde la carga total neta y empleando la
ecuacion de Faraday (ecuacion 2) se calculd6 el numero de electrones
transferidos por mol de 1,4- DHP.

Qneta =NFe (Ecuacion 2)

Ecuacion de Faraday, n = namero de moles, F = constante de Faraday

(96500 C/ mol) y e = namero de electrones.
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Reactividad de las 1,4-DHPs frente a anidn radical superéxido mediante

espectroscopia UV- Visible.

Los rangos de concentraciones de utilizadas en las cinéticas, se
determinaron en forma experimental, obteniéndose asi, las condiciones
Optimas de trabajo, en cuanto a la magnitud de sefiales que permitieran

visualizar con claridad la evolucién de los experimentos cinéticos.

Curvas de calibracion

Para poder seguir los cambios producidos en la concentracion del
anién dihidropiridinico en el tiempo, se debieron realizar curvas de
calibracién para cada uno de estos aniones de la siguiente manera: se
prepararon 5 soluciones de distintas concentraciones (1x10“M, 7.5x10°
°M, 5x10°M, 2.5x10°M, 1.25x10°M), de cada 1,4-DHP, luego, a cada
una de estas soluciones se le adicion6 un exceso medido de hidréxido
de tetrabutilamonio (OHBTA), con el fin de desplazar todo el equilibrio
hacia la formacion del anion y de manera cuantitativa, y por esto como
toda la 1,4-DHP se transform6 en anién, se considerd6 que las
concentraciones iniciales de las soluciones de 1,4-DHPs inmediatamente
después de la adicion de la base eran iguales a la del aniéon formado,
luego se grafico la concentracion del anién versus absorbancia y de la
pendiente de este grafico se obtuvo el coeficiente de absorbilidad molar.
De esta manera se lograron obtener los coeficientes de absorbilidad

molar de todas las 1,4-DHPs y de sus respectivos aniones.

Cinéticas para la determinacién de constantes de velocidad de la

reaccion entre anién radical superéxido y las 1,4-DHPs.

Para la determinacién de los derivados piridinicos de las 1,4-DHPs,
producto de su interaccion con el anién radical superéxido, se procedio
de la siguiente manera: a 3.5mL de la solucién 0,1mM de 1,4-DHP en

una cubeta con agitacién, se le adicionaron 60uL de la solucién stock de
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KO, 0.1M, resultando una concentracion de superéxido 0.0017M en la
cubeta, Las constantes de la serie se compararon con las constantes de
1,4-DHPs comerciales de actual uso en clinica: amlodipino, nisoldipino,

nimodipino, obtenidas de la misma manera.

Condiciones experimentales: se siguid el curso temporal de la
reaccion por 21600 segundos, la toma de espectros fue cada 600
segundos. Los espectros se registraron entre A = 200 y 600 nm. Se
controlé la temperatura a 20°C, con un bafio termorregulado conectado a

la celda.

Determinacién de la constante de velocidad de formacion del anidn
1,4-dihidropiridinico mediante la técnica de flujo retenido.

Para este efecto se utilizaron distintas concentraciones de las 1,4-
DHPs 0.0083mM, 0.0125mM, 0.0250mM y 0.05mM de cada una en
DMSO frente a una Unica concentracion de KO, en DMSO 0.5mM. El
curso temporal de la reaccion de formacion del anién se realizd
acoplando un equipo de flujo retenido, de modo de inyectar en la cubeta
volimenes iguales de los reactantes y efectuar inmediatamente la
medicién inicial de reaccién. Es importante destacar que todas las
soluciones utilizadas en el equipo de flujo retenido deben ser preparadas
al doble de la concentracién deseada en la cubeta, debido a la dilucién

producida.

Condiciones experimentales: Se siguio el curso temporal de la reaccion
por 200 segundos, la toma de espectros fue cada 10 segundos, los
espectros se registraron entre 200 y 600 nm. Se controlé la temperatura

a 20°C, con un bafio termorregulado conectado a la celda.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion electroquimica.

Voltamperometria de pulso diferencial (VPD) en medio acuoso y
aprotico.

Los voltamperogramas mostraron en general picos bien resueltos, como se
aprecia en las figuras 4 Y 5. En medio aprético s6lo se observa una sefial de
oxidacién (Figura 4), en cambio en medio acuoso las 1,4-DHPs con sustituyentes
hidroxifenilo (3-OH y 4-OH) presentan dos sefiales (Figura 5). Una de estas sefales
puede ser atribuida a la electro-oxidacién del nacleo dihidropiridinico y la otra, al
grupo hidroxfenilo presente en ellas. Los valores de potencial de oxidacion en

ambos medios se muestran en la tabla 1.

T 2nA

r T T T T T T T T T T T T d
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
E/mvVv

Figura 4: VPD Medio aprotico (Dimetilsulféxido + HFFTBA 0.1M)

T T T T T d
o 200 400 600 800 1000 1200

Figura 5: VPD a pH 7.4 en medio acuoso (Buffer B.R./ ETOH 70/30).
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Tabla 1: Potenciales de Electro-oxidacion para la serie en medio aprético
(DMSO+HFFTBA 0.1M) y en medio acuoso (Buffer B.R./ETOH 70/30).

4-OH-DHP | 3-OH-DHP | DHP

Potencial / mV 978 1038 1058

Medio aprético

Potencial / mV 500y 562y 646
Medio acuoso 700 730

Claramente el orden de facilidad de oxidacion en ambos medios es el mismo, 4-
OH-DHP >3-OH-DHP > DHP. Este orden podria ser explicado por la influencia que
ejerceria el sustituyente hidroxifenilo sobre el anillo dihidropiridinico. Asi, el
sustituyente 3-hidroxifenilo actla como grupo atractor de electrones, en
comparacion con el 4-hidroxifenilo, disminuyendo la densidad electronica en el
carbono al cual esta unido el anillo dihidropiridinico que es el centro de reaccion,
desfavoreciendo la electro-oxidacion. Por otra parte, el sustituyente 4-hidroxifenilo
aumenta la densidad electronica y en consecuencia favorece mas la oxidacion que
el 3-hidroxifenilo, esto es, los potenciales de oxidacion de este compuesto son
menos anddicos (menos positivos). Los estudios del efecto del pH sobre la electro-
oxidacion de los derivados se muestran en la figura 6. A partir de éstos, se
desprende que el potencial de electro-oxidacion es dependiente del pH a lo largo de
todo el rango, observandose tres zonas de quiebre, lo que indica que pueden estar
ocurriendo distintos mecanismos de transferencia de protones o electrones,
dependiendo de la zona de pH. Este comportamiento se observa en las tres
moléculas, indicando que en la electro-oxidacién existe una transferencia de
protones, que influye en la etapa determinante de la velocidad. En la Tabla 2, se
muestran las pendientes de cada quiebre para la sefial de oxidacion del anillo
dihidropiridinico y de la segunda sefial que corresponde a la oxidacion del grupo
hidroxifenilo, las pendientes cercanas a 60 indican la transferencia de un protén por

cada electron.
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Figura 6: Influencia del pH en el potencial de pico en medio acuoso (Buffer B.R./ ETOH 70/30).

Tabla 2: Valores de pendientes de los quiebres en las distintas zonas de pH

en medio acuoso

Compuesto Zonal, Zona 2, Zona 3,
(mV / pH) (mV / pH) (mV / pH)

SENAL 1 DHP 37 44 59

3-OH-DHP 35 51 65

4-OH-DHP 42 80 54
SENAL 2 DHP | | e e

3-OH-DHP 61 62

4-OH-DHP Y e

*zona 1 = pH 2-4, zona 2= pH 4-8, zona 3= 8-12
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Voltamperometria ciclica en medio aprético.

Los compuestos presentaron una sefial anddica irreversible a todas las
velocidades de barrido ensayadas entre 0,1y 3,0 V/s (Figura 7). Los graficos log ip
vs log v mostraron pendientes cercanas a 0,5 (Figura 8); indicando que la corriente
esta controlada por difusion. Los potenciales de oxidacion fueron dependientes de
la velocidad de barrido (Figura 7), sustentando el caracter irreversible de la
oxidacion de estas moléculas en este medio [36].
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Figura 7: Voltamperogramas ciclicos de las tres moléculas en medio aprético, se aprecia la sefial de caracter
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Figura 8: (VC) Dependencia de log ip con log V, Dependencia del potencial de pico con log V

Voltamperometria de barrido lineal (VBL) con electrodo de disco
rotatorio en medio aprético.

Con el fin de obtener los coeficientes de difusion de los compuestos, se estudid
el comportamiento de la corriente limite con la velocidad de rotacion. Los resultados
de estos estudios se representaron de acuerdo a Levich [34], esto es, se grafico la
corriente limite vs la raiz de la velocidad de rotacion del electrodo. Tal como se
observa en la Figura 9, se obtuvieron dependencias lineales para todos los
compuestos, tal como lo predice la respectiva ecuacion de Levich para un control

difusivo.
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Figura 9: A: Voltamperogramas lineales a diferentes velocidades de rotacién del electrodo, B: Dependencia de la
corriente limite con la raiz de la velocidad de rotacion. Condiciones: 5mM en dimetilsulfoxido+hexafluorofosfato de

tetrabutilamonio 0,1 M.

Electrdlisis a potencial Controlado (EPC) en medio aprdtico.

Estos estudios culombiométricos se efectuaron para determinar el niamero de
electrones involucrados en el proceso de electro-oxidacion. Soluciones que
contenian una cantidad exactamente pesada de cada 1,4-DHP fueron sometidas a
electrdlisis a un potencial constante (DHP= 1200 mV, 3-OH-DHP= 1200 mV vy 4-
OH-DHP=1200 mV) de 45 minutos inicialmente y luego por 10 minutos hasta
obtener valores de carga constantes (figura 10). A partir de la sumatoria de todas
las cargas finales netas y empleando la ecuacién de Faraday, se calcul6 el nUmero
de electrones para cada 1,4-DHP (tabla 3).

27



Tabla 3: N° de electrones de las 1,4-DHP involucrados en el proceso de

electro-oxidacion.

Compuesto DHP | 3-OH-DHP | 4-OH-DHP
N° electrones | 2 3 3
204 3-OH-DHP
1.8
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Figura 10: Electrolisis a potencial controlado, A: carga a distintos tiempos de electrolisis (curva negra: 45 min. y

curvas de colores: cada 10 minutos), B: Carga total v/s tiempo

(Solucion de 3-OH-DHP 5x10*M).

Céalculo del coeficiente de difusion.

Los coeficientes de difusion (tabla 4), fueron calculados por medio de la

ecuacion de Levich (ecuacion 3), utilizando los datos obtenidos con disco rotatorio y

las electrdlisis a potencial controlado.

im=0.2 -1 - F-A-D?.yu¥. Rpm¥2 . C°

(Ecuacion 3)

Donde: n= ndmero de electrones, F= constante de Faraday (95600 C/mol), A=

area del electrodo (0.0707cm?), D= coeficiente de difusién (cm?/s), Rpm= velocidad

de rotacién, v= viscosidad

cinematica del

C°=concentracion de la solucion en mol/cm?.

solvente (0.01817

cm?/s),
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Tabla 4: Coeficientes de difusién en medio aprético (dimetilsulféxido).

DHP [ 3-OH-DHP [ 4-OH-DHP
Coeficiente de | 2.813x10° | 3.09x107 | 2.34x10”
Difusién (cm?/ s)

Reactividad frente a anion radical superéxido por espectroscopia
Uv-Visible en medio aprético.

Las 1,4-DHPs absorben alrededor de los 350 nm (Tabla 5) con coeficientes de
absorbilidad molar significativamente menores que sus aniones dihidropridinicos.
Por otra parte, las 1,4-DHPs al reaccionar con anién superdxido forman el anion
dihidropiridinico respectivo, el cual absorbe préximo a los 450 nm. El anion radical
superoéxido presenta una absorcién a 280 nm, la cual interfiere con la absorcién de
la piridina que se forma como producto final de la reaccién entre las 1,4-DHPs y el
KO.. Por este motivo, no es posible cuantificar los cambios de concentracion de la
1,4-DHPs, ni de la piridina formada como producto final de la reaccién. En otras
palabras, debido a que la sefial del anién superéxido, ya sea por la longitud de onda
donde absorbe o por el ancho de la banda que solapa a las otras bandas, no es
posible seguir dichas sefiales. Sin embargo, la banda de absorcion del anion
dihidropiridinico, que aparece a valores de longitud de onda mayores, permite
realizar curvas de calibracion y por lo tanto, cuantificar los cambios temporales de
concentracion de dicha especie.

En conclusion, debido a estas complejidades experimentales se ha
implementado una nueva metodologia para determinar la constante de velocidad
cinética, para la reaccion entre las 1,4-DHPs y el anién radical superdxido. Esta
nueva metodologia se basa en los siguientes hechos experimentales: (a) al agregar
el anion radical superdxido a una solucién de 1,4-DHP, se observa la formacion de
una nueva especie que absorbe aproximadamente a 450 nm. Esta especie
corresponde a la formacion de la especie aniénica de la DHP, como consecuencia
de una reaccion acido-base entre el radical y la 1,4-DHP [35]. En consecuencia, el
anion radical superéxido se comporta como una base fuerte, que actla abstrayendo

el protén de la posicion 1 en las 1,4-DHPs.
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(b) Por otra parte, se observa que después de alcanzado el equilibrio acido-base
entre la 1,4-DHP y su respectivo anion, la banda correspondiente a éste (450 nm
aprox.) decae significativamente en el tiempo (fue seguido por 6 horas), mientras
que la banda de la 1,4-DHP (aproximadamente a 350 nm) se mantiene
practicamente constante.

(c) Por lo tanto, se puede inferir que la caida en la absorbancia del anién DHP se
produce como consecuencia de la reposicion del equilibrio hacia la formacion de la
1,4-DHP, la que a su vez esta siendo oxidada a piridina. De esta manera, podemos
asumir que la velocidad de desaparicién del anibn DHP es indirectamente, la
velocidad de oxidacién de las 1,4-DHPs a sus respectivos derivados piridinicos.

Ademas se confirmé experimentalmente, que el anién dihiropiridinico no
reacciona directamente con el anidn radical superdxido. Para este experimento se
procedié de la siguiente manera: en primer lugar se formé el anion 1,4-DHP
adicionando una base (OHBTA) a la soluciéon de 1,4-DHP formandose asi, una
solucion de anion 1,4-DHP. En segundo lugar, a esta solucién de anién 1,4-DHP se
le adicioné anion radical superéxido, tras lo cual no se observé cambio alguno en la
banda correspondiente al anién 1,4-DHP, quedando esta completamente inalterada
(Figura 11).

Cabe destacar que se utilizaron concentraciones de anion radical superéxido en
exceso frente a la 1,4-DHP (60 veces), con el fin de obtener condiciones de
pseudo-primer orden, es decir, la concentraciébn de anién radical superéxido
empleada es muy superior en comparacion con la de 1,4-DHP. Se establecio
experimentalmente que la concentracion del radical durante el tiempo que dura el
experimento se mantuvo practicamente inalterada. En consecuencia, la constante
de velocidad de la reaccion esta dada en funcion de la concentracion de 1,4-DHP

(ecuacion 3).

[DHP] + [02] —» —» [Piridina] (Ecuacion 3)

d[Piridina] = k [DHP]"[ 02 1™ , quedando entonces:
dt

d[Piridina] = kTDHP], en que k’= k[ 02]™
dt
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Desde el punto de vista cinético se puede afirmar que nuestro sistema

experimental puede ser descrito mediante las siguientes ecuaciones:

Keq K’
1,4-DHP- ¥ "1,4-DHP ’PIRIDINA (Ecuacién 4)
kO2
C= Piridina
dc = k’ DHP
dt

DHP = Keq DHP"

dc = k’ Keq DHP™ , Suponiendo que la [DHP] es pequefia comparada

dt con [DHP ] y [Piridina], entonces queda:
dc = - dDHP
dt dt

-dDHP" = k’ Keq DHP" dt

-dDHP" = k’ Keg dt,

DHP-
Integrando:
In [DHP-]
‘J. dDHP- =J. k’ Keq dt
DHP-
-Ln DHP = k’ Keq t
Ln DHP" = -k’ Keq t tiempo *

Por lo tanto, si la suposicion preliminar sobre el valor n=1 es correcta,
entonces al graficar In [DHP] v/s tiempo, el grafico deberia ser una linea
recta con pendiente negativa, cuyo valor de pendiente es: k’ Keq = Kpy, @

partir de la cual entonces se calcula una constante de velocidad para la
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formacion de piridina, que tiene implicita la constante de equilibrio de la
reaccion, tal como se procede en casos de mecanismos complejos que

involucran un equilibrio [31].
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Figura 11: Espectros de los aniones 1,4 DHP antes (lineas negras) y después (lineas rojas) de la adicion
de KOZ

Curvas de calibracion y coeficientes de extincién molar (8).

Los espectros de todas las 1,4-DHPs y de sus respectivos aniones se

aprecian en la figura 12.
En la Figura 13 se exhiben las diferentes curvas de calibracion para los

aniones de cada una de las 1,4-DHPs estudiadas. Para la obtencién de los
coeficientes de extincion molar de las 1,4-DHPs como tal y de sus

respectivos aniones, se procedié de acuerdo a lo descrito en materiales y

métodos y los resultados se muestran en la tabla 5.
Se observd que los coeficientes de absorbilidad molar fueron mucho

mayores para los aniones que para las 1,4-DHPs, con excepcion del

nisoldipino.
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Tabla 5: Coeficientes de extincion molar (€), para los compuestos y sus

respectivos aniones en dimetilsulfoxido.

Compuesto €/cmtM?t €/cmtM?
del anidn respectivo

DHP 6299 (A=355nm) 10900 (A=448nm)
3-OH-DHP | 6451 (A=348nm) 11733 (A=441nm)
4-OH-DHP 8633 (A=357nm) 15870 (A=443nm)
NIMODIPINO | 6612 (A=356nm) 9983 (A=449nm)
NISOLDIPINO | 9976 (A=310nm) 3332 (A=401nm)
AMLODIPINO | 5992 (A=362nm) 11243 (A=468nm)
NADH 1650 (A=334nm) 4387 (A=375nm)
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Estudio cinético para la determinacién de constantes de velocidad de

la reaccion entre anién radical superéxido y las 1,4-DHPs.

La evolucion en el tiempo, tanto de los espectros (gréafico A), como de las
especies: anion y 1,4-DHP (grafico B), se presentan, en la figura 14 para los
compuestos en estudio y en la figura 15 para los de referencia. Se observa
la misma tendencia de decaimiento del anién 1,4-DHP para todos los
compuestos.

Los coeficientes de extincibn molar de los aniones se obtuvieron a partir
de las respectivas curvas de calibracion. Asi, los cambios de absorbancia
del anién 1,4-DHP en el tiempo se transformaron en concentracion, para
luego graficar In [DHP] v/s tiempo. De las pendientes de estas rectas se
obtuvo la constante de velocidad tal como se muestra en la figura 16.

Como compuestos de referencia se utilizaron dihidropiridinas comerciales
(amlodipino, nisoldipino y nimodipino). No se pudo incluir el NADH, ya que la
banda correspondiente a su anién después de seis horas de reaccion no
mostré variaciones significativas, por lo tanto no se pudo obtener su
constante.

Todas las 1,4-DHPs estudiadas excepto la 4-OH-DHP, mostraron el
mismo comportamiento, esto es, se mantuvo practicamente sin variaciones
la banda de absorcién correspondiente a la 1,4-DHP, mientras que las
bandas correspondientes al anién decaen en el tiempo. En el caso de la 4-
OH-DHP, se observa que la banda correspondiente a la 1,4-DHP decae
conjuntamente con la banda del anién.

Las constantes de velocidad para la serie sintetizada resultaron ser
significativamente diferentes entre ellas y también con respecto a las
dihidropiridinas comerciales utilizadas como referencia. El orden de las
constantes de velocidad fue el siguiente: 3-OH-DHP > 4-OH-DHP > DHP >
AMLODIPINO > NISOLDIPINO > NIMODIPINO (Tabla 6).

35



A Anién DHP 1=448nm

12
124 B DHP
vee
10 RALTIS
Seone.,
*teena,,
LTS
« 08 coeq
S o
I k3]
2 =4
IS & 0,6
2 a
2 o
< 3
< 04
024
00 _ TENsEssmssEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
0+ T T T T T T T T T 1 00 . ! ; : : ‘
300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 o 5000 10000 15000 20000 25000
A/nm tiempo / seg
12 Anién 3-OH-DHP A=441nm
121 3-OH-DHP
1,0
© 0,8 R
o . .
S g . .
g 2 -
s 8 06+ . . = 3-OH-DHP %2=348nm
2 5 . ‘e ®  Anion x=441nm
.
< 2 .
< 04 . .
.
.
LT T T
0,2 See
0.0 T T T T T T T — T 1 0,0 . T T . . .
300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 ° 5000 10000 15000 20000 25000
Alnm tiempo / seg
4-OH-DHP
Ani6n 4-OH-DHP 2=443nm 1.2 4 aunt®
..II..
I..
l.-
1,0 - "
..
.
L] ..
© [l
= S 0,8 . .,..:.:
© .
_‘E 2 Tann” ., = 4-OH-DHP 2=357nm
5 2 . ®  Ani6n 1= 443nm
@ o 0,64 . .
2 <
< ..
.l
.l
0,4 %,
. ....
.
“eee.,
00 T T T T T T T —— ] 0.2 T T T T T \
300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 0 5000 10000 15000 20000 25000
X/ nm tiempo / seg

Figura 14: A: Evolucién del espectro UV-Vis de las 1,4-DHPs en presencia de 0.5 mM anién radical superoéxido. B:

Evolucion de la absorbancia correspondiente a la 1,4-DHP y de su respectivo anion. Tiempo: 21600 seg.
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Figura 16: Obtencién de las constantes desde las pendientes de los gréaficos In [DHP] v/s tiempo.

La figura 16 muestra como se obtuvieron finalmente las constantes de velocidad
para cada uno de los compuestos, desde las pendientes de los graficos:
In [anion 1,4-DHP] v/s el tiempo, para la obtencién de todas las constantes, se
considero el mismo un intervalo de tiempo, el cual se aprecia acotado entre lineas

verticales en los gréficos (entre 9600 y 21600 segundos).
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Tabla 6: Valores promedio de constantes de velocidad de oxidacion para las 1.4-DHPs

y los compuestos de referencia utilizados.

COMPUESTO 3-OH-DHP 4-OH-DHP DHP AMLODIPINO | NISOLDIPINO NIMODIPINO
CONSTANTE 9.5-10° 5.7-10°% 1.6-10° 1.5-10°% 1.1-10° 3.5-10°
(s (SD=1.81*10%) | (SD=3.87*10°) | (SD=5.9*10) | (SD=3.61*10°) | (SD=3.15*10°) | (SD=2.96*10%)

Los valores calculados para las constantes cinéticas de reaccion entre las 1,4-

DHP y el anién superdxido se observan en la tabla 6. Se encontré6 que los

compuestos mas reactivos resultaron ser las 1,4-DHP que tienen un sustituyente

hidroxifenilo en la posicién 4 (Figura 17). NADH no se incluyé como referencia en

esta etapa, ya que al cabo de las 6 horas no se encontraron cambios en su

concentracion en este medio aprético.

AMLODIPINO

NISOLDIPINO

NIMODIPINO
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Figura 17: Estructura de las moléculas estudiadas para la formacion del anién y de los derivados oxidados.

Estudio cinético para la determinacién de la constante de velocidad
de formacion del anién 1,4-dihidropiridinico, mediante la técnica de

flujo retenido.

Adicionalmente a los estudios resumidos en las secciones anteriores, también se
estudid mediante la técnica de flujo retenido la velocidad de formacion del anion
1,4-DHP al reaccionar con anién radical superdxido (ecuacion 6). Para este efecto
se utilizdé NADH como compuesto de referencia y las constantes cinéticas se
calcularon de acuerdo a la metodologia descrita en materiales y métodos. Para ello,
se utilizaron los coeficientes de extincion molar, y las constantes se calcularon
considerando una cinética de seudo-primer orden, utilizando el software 845X UV-

Visible System y aplicando la ecuacion:
a+bel (Ecuacion 5)

Donde “a” es la concentracion inicial, “b” es la concentracion al tiempoty K es la

constante en 1 / segundo.
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1,4-DHP + KO, —— 1,4-DHP~ + H*

(Ecuacion 6)

Las constantes obtenidas resultaron ser muy similares entre las diferentes 1,4-

DHP y ademas mostraron una gran variabilidad (Tabla 7). De los resultados

obtenidos se puede concluir que este método no resulta ser adecuado para la

determinacion de las constantes, puesto que no fue reproducible y no permitié

observar los cambios de velocidad en funcion de las distintas concentraciones

iniciales, como era previsible.

rapida para formar el anion.

No obstante, el NADH presentd la cinética mas

La evolucién de los espectros durante el transcurso de la cinética para todos los

compuestos y en las cuatro concentraciones se muestran en las figuras 18 a la 21.
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Figura 18: Formacion del anién dihidropiridinico de las cuatro DHPs 0.05mM frente a anién radical

superéxido 0.5mM.
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Tabla 7:

Valores de constantes en S de aparicién del anién a cuatro concentraciones
distintas de las DHPs y NADH frente a KO20.5mM.

CONCENTRACION DHP 3-OH- 4-OH- NADH
DHP DHP

0.0083 mM 2.25:10° 1.15-10° 9.17-107 3.51:10°®
(Sd=6.29*10%) (Sd=7.69*10%) | (Sd=7.61*107%) (Sd=3.11*107)

0.0125 mM 1.74-10% 1.31-10°% 1.29-10% 6.31-10°®
(Sd=1.90*107) (Sd=1.02*107) | (Sd=2.06*107) (Sd=3.57*107)

0.0250 mM 1.07-10° 1.04-10° 9.72-107 4.61-106
(Sd=3.36*10%) (Sd=2.25*10%) | (Sd=6.59*107) (Sd=1.03*10%)

0.05 mM 8.16-10 1.14-10° 9.57-107 5.72:10¢

(Sd=5.15+10")

(Sd=8.54*10")

(Sd=4.03*10°)

(Sd=2.60*10°%)
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Experimentos adicionales

Con el fin de comprobar si a partir de soluciones bésicas de
dimetilsulfoxido (DMSO+OHBTA), se genera anion radical superéxido u
otros radicales libres, como ha sido reportado en la literatura [32,33], se
disefiaron experimentos cinéticos similares a los anteriores. En un caso, se
reemplazé la solucién de KO, por DMSO + OHBTA, en el otro, se realizo el
mismo experimento anterior, pero sélo utilizando dimetilformamida (DMF) +
OHBTA. Estos experimentos se hicieron sélo con la 3-OH-DHP, que resulté
ser la molécula mas reactiva de la serie.

Tanto para el caso de la solucion de DMSO, como para la solucion de
DMF, se procedié adicionando gotas de OHBTA a las soluciones de 1,4-
DHP hasta la total formacion del anién y luego se monitorearon las cinéticas
en el tiempo.

Los estudios se resumen en la figura 22. El estudio cinético realizado con
solucion béasica de DMSO mostrdé la misma tendencia que las cinéticas
efectuadas con soluciones de KO> como generador del radical, esto es, la
banda correspondiente al anién dihidropiridinico decae en el tiempo,
mientras que la banda de la 1,4-dihidropiridina permanece constante. Por
otra parte, en los experimentos en que se utiliz6 DMF + OHBTA como
generador de radicales, no se observo ningin cambio. Ambas bandas de
absorcion (1,4-DHP y anién) permanecieron constantes en el tiempo, por lo
gue no vari6 ni la concentracién del anion 1,4-DHP ni de la 1,4-
dihidropiridina.

A partir de estos experimentos se puede deducir que el DMSO + OHTBA
se comportd como generador de radicales y podria eventualmente sustituir
al KOz, En cambio el DMF no actia como generador de radicales
superéxido. A estos estudios habria que agregar estudios de

reproducibilidad para obtener una conclusion definitiva.
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CONCLUSIONES

La electro-oxidacion en medio acuoso y aprético de las 1,4-
dihidropiridinas estudiadas sigue el mismo orden de facilidad de
oxidacion, esto es, 4-OH-DHP > 3-OH-DHP > DHP.

El empleo de curvas de calibracion de un intermediario de la reaccion
de oxidacion, en este caso el anion dihidropiridinico, es una
excelente alternativa para evaluar reacciones en las que no es
posible seguir el curso temporal de los reactantes (1,4-DHPs), ni de

los productos de la reaccion (derivados piridinicos).

La incorporacion del substituyente hidroxifenilo en la posicién-4 del
anillo dihidropiridinico, potencia la reactividad frente al anion radical
superéxido, al ser comparada con la DHP y con las 1,4-DHPs

comerciales.

El sustituyente 3-hidroxifenilo demostrd tener un mayor efecto sobre
la reactividad frente a anion radical superoxido que el substituyente

4-hidroxifenilo

Claramente, las constantes de formacién de los derivados piridinicos
correspondientes a las 1,4-DHPs sustituidas con el grupo
hidroxifenilo en posicién-4 resultaron ser significativamente mayores

gue aquéllas correspondientes a las 1,4-DHP comerciales.

Los valores de las constantes de formaciéon del anién 1,4-DHP no

mostraron diferencias significativas entre ellas.
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