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RESUMEN

La presente Memoria se orient6 al estudio y caracterizacion electro-analitica de
una serie de derivados N-(4-R-benzoil)-2-(2-nitrofenil)-1-H-benzimidazoles como
sustratos de interés biologico.

Los compuestos estudiados fueron sintetizados a partir de 2-(o-nitrofenil)-
benzimidazol, generado por condensacién entre 1,2-diamino-benceno y 2-nitro-
benzaldehido. Posterior reaccion del benzimidazol con una serie de cloruros de aroilo,
generod la serie de cuatro N-(4-R-benzoil)-2-(2-nitrofenil)-1-H-benzimidazoles en buen
rendimiento (R = NO,, CI, F), con la excepcién del producto denominado PMNB (R=
OCHg;), que obtuvo un rendimiento promedio de un 5%.

Los estudios analiticos posteriormente a la sintesis, fueron desarrollados para
los compuestos denominados PNB (R= NO,) y PFNB (R= F) y correspondieron al
desarrollo y la puesta punto de metodologias analiticas reproducibles y selectivas, y su
posterior aplicacion en la caracterizacion de éstos. Dichos estudios se llevaron a cabo
usando las técnicas de polarografia de pulso diferencial (PPD), polarografia tast
(PTAST), espectrofotometria UV-Vis y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

En una primera etapa se llevé a cabo el estudio de influencia del pH por PPD y
PTAST, el que por razones de estabilidad fue realizado en un rango de pH entre 2,0
hasta 8,2 para ambos compuestos. En este rango de pH, PFNB y PNB exhibieron dos
y tres sefales de reduccién respectivamente: una sefial principal (dos en el caso de
PNB) debida a la reduccién del grupo nitro y una secundaria, probablemente
correspondiente al enlace azometino presente en el anillo benzimidazélico. Ambas
sefales son dependientes de pH, desplazandose hacia potenciales mas negativos
mientras mas alcalino es el pH.

En una segunda etapa se desarrollaron tres metodologias analiticas para la
cuantificacion de los compuestos en estudio (PPD, HPLC y espectrofotometria UV-Vis),
las cuales exhibieron valores adecuados de reproducibilidad (CV< 4,5%) y repetibilidad
(CV< 4%), presentando linealidad en un amplio rango de concentracién (4,0x10° M a
1,0x10™* M) para ambos compuestos.

Por espectrofometria UV-Vis se determinaron las constantes de acidez para

cada compuesto, debidas al nitrégeno ubicado en la posicion 3 del anillo imidazdlico,



en ambos casos. Los valores de pK, determinados fueron de 4,79 1+ 0,06 para PNB vy
4,86 + 0,06 para PFNB.
Utilizando la técnica de HPLC se determinaron los coeficientes de particion
respectivos, presentando valores de log P de 2,77 para PNB y de 3,18 para PFNB.
Ademas, por medio de la técnica de PPD se llevo a cabo un estudio preliminar
de estabilidad para PNB a pH 3,0 y a temperatura ambiente, observandose que el
decaimiento se ajusta a una cinética de seudo orden cero (k= 1,9571x107 M/min), con

una vida media de alrededor de 4 horas para una concentracion inicial de 1x10™ M.



Synthesis of N-benzoyl-2-(2-nitrophenyl)-1-H-benzimidazole derivatives.
Development of analytical methodologies and physicochemical characterization
of N-(4-nitrobenzoyl)-2-(2-nitrophenyl)-1-H-benzimidazole and N-(4-
fluorobenzoyl)-2-(2-nitrophenyl)-1-H-benzimidazole

SUMMARY

This Memory was orientated to the study and electro-analytical characterization
of a series of derivatives N-benzoyl-2-(2-nitrophenyl)-1-H-benzimidazole as substrata of
biological interest.

The studied compounds were synthesized from 2-(o-nitrophenyl)-benzimidazole,
generated by condensation between 1,2-diamine-benzene and 2-nitrobenzaldehyde.
The following of reaction of benzimidazole with a series of aryl chlorides, generated the
series of four N-(4-R-benzoyl)-2-(2-nitrophenyl)-1-H-benzimidazole with good yield (R =
NO,, ClI, F), the exception was PMNB (R = OCHj;) with an average yield of 5 %.

Then, analytical reproducible and selective methodologies for the determination
and characterization of PNB (R = NO;) and PFNB (R = F) were carried out, by using
differential pulse polarography (DPP), tast polarography (PTAST), UV-Vis
spectrophotometry and high performance liquid chromatography (HPLC).

Both compounds exhibited two polarographic signals between pH 2-8.2: a main
signal due to the reduction of the nitro group and a secondary one, probably
corresponding to the azometine moiety present in the benzimidazole ring. Both signals
were pH-dependent, shifting cathodically as the pH increases.

The developed methodologies for the quantification of the compounds in study
(DPP, HPLC and UV-Vis spectrophotometry), exhibited adequate reproducibility (CV <
4.5 %) and repeatability values (CV < 4 %), presenting linearity in a wide concentration
range (4.0x10° M to 1.0x10™ M) for both compounds.

By UV-Vis spectrophotometry the acidity constants (pKa) of each compound,
due to the nitrogen in the position 3 of the imidazole ring in both cases were obtained.
The pKa values obtained were 4.79 for PNB and of 4.86 for PFNB.

Partition coefficients (log P) were obtained using HPLC, presenting values of
2.77 for PNB and 3.18 for PFNB.



Furthermore, preliminary stability data were obtained by DPP for PNB at pH 3
and room temperature. In such condition PNB exhibited a pseudo zero order kinetic (k=
1.9571x107 M/min) with a half life of 4 h. for a 1x10* M PNB concentration.



1. INTRODUCCION

En el desarrollo de un compuesto con fines farmacéuticos se determinan en una
primera etapa, las propiedades in vitro, incluyendo su caracterizacion fisica y quimica.
Esta ultima incluye la determinacion del pKa, log P, tasa y perfil de estabilidad en
funcién del pH, entre otras. De esta forma, rapidamente y a un bajo costo se obtiene un
perfil farmacéutico de la sustancia bajo estudio. En esta etapa preliminar de
investigacion es necesario el desarrollo de metodologias analiticas cuali y cuantitativas,
selectivas y reproducibles, tanto para la cuantificacion de la sustancia en cuestién en
distintas matrices (con vistas a las futuras aplicaciones en ensayos bioldgicos), como
para la caracterizacion quimica propiamente tal (determinacién de la estabilidad, pKa,
log P, etc.).

La presente Memoria se enmarca en la sintesis y desarrollo de metodologias
analiticas en derivados del N-benzoil-2-(2-nitrofenil)-1H-benzimidazol y su aplicacion a
la cuantificacién y caracterizacion de dos derivados benzimidazodlicos: N-(4-nitro-
benzoil)-2-(2-nitrofenil)-benzimidazol y N-(4-fluor-benzoil)-2-(2-nitrofenil)-benzimidazol.
Estos derivados han sido seleccionados debido a que presentan una estructura donde
se incluye el nucleo benzimidazélico funcionalizado con un sistema nitroaromatico,
ambos de reconocida y variada actividad biolégica. Es asi como el nucleo
benzimidazélico se encuentra presente en distintos farmacos para el tratamiento de
patologias muy diversas. Por ejemplo, algunos benzimidazoles son drogas de eleccion
en el tratamiento de diversas parasitosis’ o utilizados como agentes antibacterianos?,
antifungicos®, antivirales* y antineoplasicos®, entre otros. Por otra parte, los
compuestos nitroaromaticos han sido extensamente usados como productos

farmacéuticos, pesticidas y explosivos® ®.

Para manifestar sus propiedades
terapéuticas y/o citotdxicas, la mayor parte de nitroaromaticos debe sufrir la mono o bi
reduccion enzimatica en el organismo. La mono reduccion de nitroaromaticos es con
frecuencia catalizada por flavoenzimas deshidrogenasas-electrontransferasas, por

10-12

ejemplo, NADPH: citocromo P-450 reductasa y nitroreductasas bacterianas

sensibles a oxigeno™.



La reactividad de los nitroaromaticos con la reduccidn enzimatica
monoelectrénica aumenta concomitante con su potencial de reduccion, dependiendo
principalmente de factores estereo-electréonicos de la estructura en estudio. En este
sentido, seran de interés aquellos compuestos que sean capaces de inducir el estrés
oxidativo o inhibir enzimas especificas de detoxificacion de parasitos como el
Tripanosoma Cruzi. En general, los nitrocompuestos son buenos candidatos para
interferir con el metabolismo de oxigeno, por medio de sus correspondientes aniones
radicales™. En condiciones aerdbicas, la monoreduccién electronica de compuestos
nitroaromaticos a su correspondiente anién radical provocan su nueva oxidacion por
oxigeno con la formaciéon de superodxido y, posteriormente, peroxido de hidrégeno vy
radical hidroxilo, que dafan proteinas, acidos nucleicos y lipidos. La reduccion de dos

electrones de los nitroaromaticos a nitroso compuestos y, posteriormente a

y

hidroxilaminas, es catalizado en mamiferos por NADPH: quinona reductasa'®'®

nitroreductasas bacterianas insensibles a oxigeno"’.

La reduccién de los nitrocompuestos puede ser producida por dos diferentes
vias segun las condiciones del medio en que se encuentre el agente microbiano
(aerébico 6 anaerébico), pero en ambas condiciones el requisito primario es la

reduccion via un electrén para la formacion del anién radical nitro:

RNO; + e RNO2  Anisn Radical Nitro

Bajo las condiciones anaerobicas, el anién radical nitro formado, puede sufrir

una serie de reacciones produciendo los siguientes derivados:

RNO; +e +2H* — >RNO + H,0 MNitroso

RNO +2e +2H " —— RNHOH Hidroxilamina
RNHOH +2e” +2H"——>RNH, + H,0 Amina



Por otra parte, en condiciones aerdbicas el anién radical nitro formado sufre
una reoxidacién regenerando asi el compuesto nitro inicial y produciendo el anién

superoxido provocando el llamado “ciclo futil”.

RNO, +0,——>RNO,+0;  Ani6n suberéxido

En consecuencia, la incorporacidon de un nucleo benzimidazélico a un anillo
nitroaromatico, deberia generar potencialmente sustancias de interés bioldgico. Es por
ello el interés de desarrollar un estudio quimico analitico para su aplicacion a la
caracterizacion basica de este tipo de compuestos, que a priori exhibe un elevado

potencial biolégico.

En base a los antecedentes expuestos, la presente memoria propone la
sintesis de una serie N-(R)benzoil-2-(o-nitrofenil)-1H-benzimidazol (R= p-Cl, p-OCHjs,
p-NO,, p-F) y el desarrollo de metodologias analiticas cromatograficas,
espectroscoépicas y electroquimicas, con vistas a ser aplicadas en el estudio de la
caracterizacion de N-(4-nitro-benzoil)-2-(2-nitrofenil)-1H-benzimidazol y N-(4-fluor-
benzoil)-2-(2-nitrofenil)-1H-benzimidazol, en lo que se refiere a determinacién de
parametros fisicoquimicos de interés farmacéutico, (pKa, logP ), ademas de la

realizacion de estudios de estabilidad.

Como ya se ha comentado, debido a la importancia que tiene el nucleo
heterociclico benzimidazélico en quimica medicinal, existen variadas rutas sintéticas
para su obtencion. En nuestro caso, la sintesis de los compuestos sera realizada de

acuerdo a un procedimiento previamente descrito por Pessoa-Mahana et al'®

, quienes
por reaccion de 2-(o-nitrofenil)-1H-benzimidazol con los correspondientes cloruros de

aroilo'®, obtuvieron los productos de N-benzoilacién.
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La funcionalizacion de la estructura benzimidazodlica, genera por una parte
mayores posibilidades de acceder a derivados con variadas actividades biologicas.
Como también posibilidad de contar con mas alternativas analiticas para su estudio,
sobre la base de las propiedades fisicoquimicas, estructurales, espectroscopicas y
electroquimicas. En este sentido, y como se comentd anteriormente, debido a las
propiedades redox del grupo nitro, su reduccion puede jugar un rol activo en distintos
aspectos, como son las determinaciones analiticas respecto a generacién, estabilidad y
reactividad del radical libre. En este sentido, las técnicas electroquimicas seran de gran

utilidad para el estudio de las moléculas propuestas.

El estudio de estabiidad de un compuesto con potencial actividad
farmacoldgica constituye un quehacer que se debe llevar a cabo en etapas tempranas
como fase exploratoria. Hay multiples estudios en la literatura respecto a este punto?
22 Ademas, el advenimiento de nuevas técnicas analiticas y el desarrollo tecnolégico
de nuevos equipamientos que facilitan la cuantificacion y el desarrollo de ensayos de
estabilidad y de dilucidacién de productos de degradacion de los mismos, ha producido
un gran impacto en el area farmacéutica; tal es el caso, por ejemplo, de la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con deteccién de arreglo de diodos, la
cual permite la separacion, identificaciéon y cuantificacion de los componentes de una
mezcla. En este sentido, cabe recordar que para la verificacion de la estabilidad, se
requiere de métodos analiticos que permitan determinar el principio activo intacto,

como también los potenciales productos de degradacion, y que a la vez sean



apropiados en cuanto a la sensibilidad, exactitud y reproducibilidad, y de aplicabilidad

en presencia de sustancias auxiliares.

Por otra parte la biodisponibilidad de una sustancia y su posibilidad de acceder
al blanco terapeéutico son consideraciones importantes en el disefio racional de nuevos
farmacos. Antes de que el farmaco pueda generar un efecto, por ejemplo si es
administrado de forma oral, por lo general tiene que pasar una serie de barreras
(membranas bioldgicas) por difusion pasiva y/o mediada por transportadores. Un factor
que influye en la anfipaticidad de una droga es el pH, ya que dependiendo del mismo la
molécula se puede encontrar formando especies hidrofilicas o hidrofébicas. En este
contexto, la afinidad de la molécula de farmaco para el sitio de interés, y su capacidad
de particion en un ambiente lipofilico a distintos valores de pH, tienen que ser
cuantificados para una prediccion apropiada de su capacidad de actuar reciprocamente

con el objetivo bioldgico y de ahi ser eficaz®.

Por muchos afios el coeficiente de particiéon 1-octanol/agua (K., 0 expresado
como log P,y) ha sido usado como una medida de lipofilicidad y convencionalmente, la
media estandar de la hidrofobicidad de un compuesto es el coeficiente de particién
octanol-agua. K,,, es la proporcién de equilibrio de la concentracién en una fase octanol
y su concentracién en fase acuosa® y estd estrechamente relacionada con la
solubilidad acuosa de un compuesto® (por ejemplo, para un compuesto A se define
como: Kow = [Aloct/[Alagua)-

Existen tres métodos estandar para obtener el K,,, de un compuesto. La clasica
medicién experimental, ya sea el método “slow stirring” o “shake flask’®, la cual esta
restringida a compuestos con log K, < 5. El segundo método esta basado en una
relacion estructura actividad cuantitativa molecular (QSAR), ampliamente estudiada por
Hansch, Leo y otros®’. Pese a que es popular para compuestos farmacéuticos, este
método no puede ser usado sin informacién estructural. El tercer método esta basado

y
esencialmente se trata de obtener relaciones lineales entre log k’ (factor de capacidad)

en la correlacion de K., con tiempos de retencion HPLC en fase reversa®?

y log Kqw con compuestos estandar’3".
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Por otra parte, el parametro de acidez pK, es de suma importancia en la
caracterizacion biofisica de un compuesto, ademas de que permite predecir el
comportamiento de una sustancia in vivo. Debido a que existe una correlacion entre el
pKs y la solubilidad de una sustancia en diferentes medios, es posible hacer
predicciones referentes a la biodisponibilidad de miembros individuales de compuestos
de una serie de congéneres. Especificamente, la farmacocinética y la toxicidad
(ADMET: absorcién, distribucion, metabolismo, excrecion, toxicidad) de xenobidticos
dependen de su pK.. Por lo tanto, las aproximaciones modernas para buscar nuevas
drogas, requieren un rapido acceso a valores de pK, de las drogas candidatas, por

ejemplo, obtenidas por quimica combinatoria®?.

La determinacion de pK, se hace en forma rutinaria por titulaciones pH-métricas
y andlisis espectrofotométrico®®. Sin embargo, estos procedimientos tienen
limitaciones, tales como pobre solubilidad de los compuestos o ausencia de
cromoforos, tal que las formas ionizadas y no ionizadas exhiban diferentes espectros.
Debido a que muchos compuestos de interés farmacéutico tienden a tener una baja
solubilidad en agua y usualmente no estan disponibles en una forma de alta pureza,

estas técnicas no son practicas para todos los compuestos.

En base a los antecedentes expuestos y como OBJETIVO GENERAL, esta
Memoria de Titulo propone incrementar el conocimiento basico a través del desarrollo
de metodologias analiticas cromatograficas, espectroscopicas y electroquimicas,
aplicadas al estudio de caracterizacion de dos compuestos heterociclicos de naturaleza
benzimidazélica. Principalmente en lo que se refiere a determinacién de parametros

fisicoquimicos de interés farmacéutico, como por ejemplo pK, y log P, y estabilidad.

En funcion del objetivo general descrito, se plantean los siguientes OBJETIVOS
ESPECIFICOS:

1. Obtencién de los derivados N-(4-nitro-benzoil)-2-(2-nitrofenil)-benzimidazol,

N-(4-fldor-benzoil)-2-(2-nitrofenil)-benzimidazol, N-(4-metoxi-benzoil)-2-(2-

nitrofenil)-benzimidazol y N-(4-cloro-benzoil)-2-(2-nitrofenil)-benzimidazol.

11



2.

Implementar metodologias electroanaliticas (p.ej. polarografia de pulso
diferencial), cromatograficas (HPLC-PDA) y espectrofotométricas (UV, visible),
a objeto de contar con herramientas analiticas selectivas para la identificacion y
cuantificacion de N-(4-nitro-benzoil)-2-(2-nitrofenil)-benzimidazol y N-(4-flior-

benzoil)-2-(2-nitrofenil)-benzimidazol.
Caracterizar los compuestos en estudio, haciendo uso de las herramientas

analiticas previamente desarrolladas, de tal forma de determinar sus pK,, log

P.w, caracteristicas de permeabilidad, comportamiento redox y estabilidad.

12



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1.1 Compuestos sintetizados

a)

b)

d)

Férmula global
Nomenclatura
Peso molecular

Intervalo de fusion

Férmula global
Nomenclatura
Peso molecular

Intervalo de fusion

Formula global

Nomenclatura

Peso molecular

Punto fusion

Férmula global
Nomenclatura
Peso molecular

Intervalo de fusion

Formula global

Nomenclatura

Peso molecular

Intervalo de fusiéon

: C13HgN3O,

: 2-(o-nitrofenil)-benzimidazol
: 239,06 g/mol

: 277-278.5°C

: C21H15N304
: N-(4-metoxi-benzoil)-2-(o-nitrofenil)-benzimidazol
: 373.36 g/mol

1128 — 129 °C

: C20H12N4Os
: N-(4-nitro-benzoil)-2-(o-nitrofenil)-benzimidazol

(PNB)

: 388 g/mol
:178,5-179,2°C

: C2oH12N303ClI

: N-(4-cloro-benzoil)-2-(o-nitrofenil)-benzimidazol
: 377.78 g/mol

1126 — 127 °C

- CooH12N3O3F

: N-(4-fluor-benzoil)-2-(o-nitrofenil)-benzimidazol

(PFNB)

: 361.33 g/mol
: 165 — 166 °C
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2.1.1.2 Compuestos estudiados y caracterizados

-o_@,° -0 @)
~N7 \(;\?//
N N
A\ N
N N
0] 0]
@
F o=N
o
(PFNB) (PNB)

2.1.2 Reactivos y disolventes
1,2-fenilendiamina, p.s., Sigma Aldrich
Acetonitrilo (99%) p.a., Merck
Acido acético glacial (CH3;COOH) (100 %) p.a. Merck.
Acido benzoico (C;HsO>) p.a., Merck
Acido bérico (HsBOs) p.a., Merck
Acido clorhidrico (HCI) (36,5%) p.a Equilab
Acido ortofosférico (HsPO4) (85%) p.a., Merck
Agua calidad HPLC (Milli-Q)
Almidon, calidad técnica
Avicel PH 101, calidad técnica
Benzofenona, p.a., Sigma Aldrich
Cloruro de benzoilo, p.s., Merck
Cloruro de potasio p.a. Merck
Cloruro de tionilo, p.s., Merck
Dicloro metano, calidad técnica
Difenilamina, May & Baker Ltd.
Dimetilsulfoxido (DMSO), p.a., Merck

Didxido de titanio, calidad técnica
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Etanol absoluto (etanol) (99,8%) p.a., Merck
Etanol, calidad técnica

Etil acetato, calidad técnica

Fosfato de sodio dibasico anhidro, p.a., Merck
Helio extrapuro AGA

Hexano, calidad técnica

Hidréxido de sodio (NaOH) (pellets) p.a. Merck
Hidroxipropilcelulosa, calidad técnica
Hidroxipropilmetilcelulosa, calidad técnica
Lactosa, calidad técnica

Metanol calidad HPLC, Merck

Mercurio metalico extrapuro
N,N-dimetilformamida (DMF) p.a. Merk
N-dodecano, (99,5%), EMD Chemicals.
Naftaleno, calidad técnica

Nitrato de potasio, p.a., Fluka

Nitrégeno extrapuro AGA
o-nitrobenzaldehido, p.s., Sigma Aldrich
PEG 400, calidad técnica

Silica gel

Sorbitol, calidad técnica

Tabletas buffer fosfato salino, Sigma Aldrich
Talco, calidad técnica

Tetrahidrofurano, calidad técnica

Timol, calidad técnica

2.1.3 Disoluciones tampoén
Tampén Britton-Robinson 0,1M
Tampén fosfato 0,2 M pH 3,0

2.1.4 Material de vidrio

Todo el material de vidrio transparente y ambar utilizado fue clase A.
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2.1.5 Otros materiales
Pipetas automaticas, eppendorf Research de volumen variable 0,5-1000 pL.

Jeringa de inyeccién Hamilton de 25 pL.

2.1.6 Equipos
2.1.6a Sistema voltamperométrico
Metrohm, procesador 693 VA
Electrodo de trabajo: Goteo de mercurio (EGM); Metrohm.
Electrodo de referencia: Calomelano saturado, Metrohm.
Electrodo auxiliar: Platino, Metrohm
Celda polarografica de 25 mL, Metrohm.
Computador 486 DTK computer, modelo Multi Sync 4D, con programa de
adquisicion y tratamiento de datos Stand VA 693.

2.1.6b Sistema cromatogréafico
Bomba Waters™ 600 Controller Millipore Model Code 6CE
Detector con arreglo de fotodiodos Waters™ 996
Columna cromatografica Kromasil 100-5C-18 (4,6 mmx150 mm)
Precolumna C18 yBondapak (30 mmx4.6 mm)
Inyector Rheodyne de 20 L.
Horno columna, Waters™ 600
Computador Pentium Il con programa de adquisicion y tratamiento de datos
MILLENIUM versién 3.05

2.1.6¢ Espectrofotometro (UV-VIS)
Espectrofotémetro UV-VIS Unicam UV2
Celdas de cuarzo de paso 6ptico de 10 mm
Computador Pentium Ill, con programa de adquisicién y tratamiento de datos
VISION 2.2
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2.1.6d Equipos de uso general
Balanza analitica de precisién, Precisa 40SM-200A (sensibilidad 0,01 mg)
Agitador magnético, Heidolph MR 3002
Medidor de pH, WTW pMX 537
Sistema purificador de agua, Milli-Q Ultra-Pure Water System
Bano de Ultrasonido, Branson 2210
Estufa WTC Bindert
Agitador Heidolph DSG 304
Reostato ELECTROTHERMAL 9100

2.2 Desarrollo de sintesis y métodos analiticos

2.2.1 Sintesis

Obtencion de la serie N-benzoil-2-(2-nitrofenil)-1H-benzimidazoles, de estructura

general 4819

El entorno estructural de las moléculas objetivo, toma lugar segun se representa en el
esquema retrosintético (I), y en la que se verifica la reaccion entre un esqueleto
benzimidazélico funcionalizado y el correspondiente haluro de aroilo, para generar los

derivados de amida 4 (a-d)

Cl (@]
O,N
N
N
\
H R
4 3

R: (a=F) /(b=NOy)/ (c=Cl)/(d = OCHs)
ESQUEMA 1
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La secuencia sintética especifica considera las siguientes etapas:

Etapa 1. Condensacién de 1,2-diaminobenceno (o-fenilendiamina) con 2-nitro-
benzaldehido, llevada a cabo en un solvente prético polar como etanol (Esquema 2),

que estabilizaria de mejor forma los intermediarios cargados generados en el proceso.

0
0 -N®
NH N
@ 2 H EtOH @: \
N
- @
NH, O—N A I
I H
0
1 2 3

ESQUEMA 2

En esta etapa se comienza con el ataque nucleofilico del grupo amino sobre el
centro electrofilico aldehidico, con formacion de una monoimina intermediaria 1-a de
intenso color rojo.

Luego de la formacion del compuesto iminico 1-a, se produce un segundo ataque
nucleofilico intramolecular por parte del grupo amino libre, llevando a la formacién de
la 2-(o-nitrofenil)-benzimidazolina intermediaria (compuesto 1-b), la que se estabiliza
posteriormente en un compuesto aromatico mediante una deshidrogenacion
radicalaria mediada por oxigeno (Esquema 3).

El producto final obtenido corresponden a cristales de color amarillo palido, los cuales
son filtrados al vacio en un embudo Blchner y luego redisueltos en etanol absoluto

para purificarlos por recristalizacion, con un rendimiento de 55% (1100 mg).

18
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O,N

Z—I

IrI—=

ESQUEMA 3

Procedimiento experimental: Se pesan 1,2649 ¢

NO,

N——=

J

NH,

1-a

O,N
0, N
—_— \
N
|
H 3

(8,37 mmol) de 2-

nitrobenzaldehido, y se disuelven en etanol absoluto (60 mL) con agitacién constante,

luego se adiciona 1,2-diaminobenceno, (0,9051 g, 8,37 mmol), calentandose la

reaccion a 120 °C por 10 h.

Etapa 2: El benzimidazol (3) obtenido en la etapa 1 se trata posteriormente con una

serie de cloruros de aroilos en atmdsfera inerte (N2) y THF anhidro, para dar las

amidas correspondientes 4 (a-d) (Esquema 4)
o

Ol
| cl
oO=N® Q)L

N R

A\ >
N N

\

H

O + THF + N,
A

3

4a:R=F 4b:R=NO; 4c:R=Cl 4d:R=0CH;
ESQUEMA 4
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El mecanismo probable de formacién se representa en el Esquema 5, y comienza con
el ataque del par de electrones tipo piridinico del anillo de imidazol sobre el centro

electrofilico de la funcién de haluro de aroilo.

o
O,N O

cl Cl
L g 138
H=NT ON: (¢ H—N":»"N
@ R
R
3
_/
O2N Q -H* O,N 0
Y >
H—N” "N N7 N
@ R

4(a-d)

ESQUEMA 5
Parte Experimental (Marcha tipo):

Se pesan 500 mg (2,092 mmoles) del compuesto 3 y se agrega aproximadamente 60
mL de tetrahidrofurano (THF) anhidro en atmadsfera de nitrégeno. Posteriormente se
adicionan los haluros de aroilo gota a gota disueltos en THF. La solucidén se deja
agitando a temperatura ambiente por un periodo de 3 h. Una vez transcurrido este
tiempo se agrega agua al crudo de reaccion, y se extrae con acetato de etilo (2x50

mL) y los extractos organicos se secan con Na,SQO, anhidro, se filtran y concentran al
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vacio. Finalmente las mezclas crudas fueron purificadas por cromatografia en
columna con gel de silice.

Los cloruros de aroilo utilizados fueron comerciales (cloruro de 4-clorobenzoilo y el
cloruro 4-fluorbenzoilo) y de sintesis (cloruro 4-metoxibenzoilo y cloruro de 4-
nitrobenzoilo).

La obtencién de los haluros no-comerciales contemplé el siguiente trabajo sintético:
Se agregan 2,1 mmoles del respectivo acido carboxilico luego se adiciona un exceso
de cloruro de tionilo (20 mL). Esta mezcla se coloca a reflujo a unos 60°C por
alrededor de unas 4 a 5 h., deteniéndose la reaccion al cabo de este tiempo.
Posteriormente se concentra al vacio la mezcla resultante y el crudo resultante, se
disuelve en THF (20 mL) y se adiciona en corriente de N, a una solucion del

compuesto 3 en atmosfera inerte, con agitacion por 24 h. a temperatura ambiente.

A continuaciéon una se muestra una tabla resumen con los distintos compuestos

obtenidos:

Tabla 1. Tabla resumen con los distintos compuestos obtenidos:

R % de rendimiento Intervalo de fusion
OCHjs 5,36 128 — 129 °C
F 89 165 — 166 °C
Cl 87 126 — 127 °C

NO; 73 178,5-179,2°C
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2.2.2 Caracterizacion electroquimica

2.2.2.1 Preparacion de disoluciones

a) Tampén Britton-Robinson 0,1 M

Se disolvieron 6,20 g de H3BO; en agua Milli-Q con ayuda de ultrasonido en un matraz
aforado de 1000 mL. Se agregé 6,8 mL de acido ortofosférico, 5,8 mL de acido acético
y se completdé volumen con agua Milli-Q. Esta disolucion Britton-Robinson 0,1 M

permite trabajar en un rango de pH entre 2 y 12.

b) Tampon fosfato 0,2 M
Se disolvié 2,722 g de fosfato de sodio dibasico anhidro en 50 mL de agua desionizada
(Milli-Q), ajustando a pH 3,0 con acido fosférico. Se completé a un volumen final de

100 mL con agua desionizada (Milli-Q).

c) Disolucién stock de los compuestos en estudio

Se peso6 exactamente cerca de 3,88 mg y 3,61 mg de PNB y PFNB, respectivamente,
los cuales fueron disueltos en acetonitrilo con ayuda de ultrasonido y luego llevados a
un volumen final de 10 mL en un matraz aforado, para obtener una disolucién 1x107
M.

2.2.2.2 Polarografia de pulso diferencial (PPD)

a) Disolucién de trabajo

Se transfirieron 1000 pL de disolucion stock de cada compuesto en estudio en
acetonitrilo a un matraz aforado de 10 mL y se completé volumen con disolucion
tampén  acetonitrilo/tampén  Britton-Robinson  (30:70) para PFNB y con
acetonitrilo/tampén fosfato 0,2 M (50:50) para PNB, resultando una disoluciéon de

concentracion de 1x10™ M.

b) Condiciones de trabajo
Las disoluciones de trabajo fueron burbujeadas con nitrégeno durante 10 minutos en la
celda polarogréfica, previo a la medicion.

La temperatura de trabajo fue la temperatura ambiental.
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Los electrodos usados fueron:

Electrodo de trabajo : Goteo de mercurio (EGM), Metrohm.
Electrodo de referencia : Electrodo de calomelano saturado, Metrohm
Electrodo auxiliar . electrodo de platino, Metrohm

Las condiciones de operacion fueron:

Sensibilidad :2,5-10 A
Rango de potencial :0a-1800 mV
Tiempo de goteo :0,60s

Altura de pulso : 50 mV
Retardo de pulso :40 ms
Incremento de potencial 6 mV

c) Estudio de la influencia del pH

Se determiné el comportamiento electroquimico en el rango de pH 3,0 — 8,0 a las
disoluciones de trabajo 1x10* M de PNB y un rango de pH 3,0 — 9,0 para las de PFNB.
Se incrementd el pH en 0,5 unidades, empleandose soluciones concentradas de NaOH
y HCI para regular este aumento. Para cada pH se realizd6 medicion por duplicado,

registrando el respectivo polarograma.

2.2.2.3 Polarografia tast (PTAST)
a) Disolucién de trabajo

Se siguié la misma metodologia descrita en el punto 2.2.2.2-a)

b) Condiciones de trabajo
Las disoluciones de trabajo en la celda polarografica, fueron burbujeadas con nitrégeno
durante 10 minutos, previo a la medicién.

La temperatura de trabajo fue la temperatura ambiental.

Los electrodos usados fueron:

Electrodo de trabajo : Goteo de mercurio (EGM), Metrohm
Electrodo de referencia : Electrodo de calomelano saturado, Metrohm
Electrodo auxiliar : electrodo de platino, Metrohm

Las condiciones de operacion fueron:
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Sensibilidad :2,5-10 pA

Rango de potencial :0a-1800 mV
Tiempo de goteo :0,60s
Incremento de potencial 6 mV

c¢) Estudio de la influencia del pH

Se siguid misma metodologia descrita en el punto 2.2.2.2-c)

2.2.2.5 Estudio cinético mediante polarografia de pulso diferencial (PPD)
a) Disolucién de trabajo

Se sigui®é misma metodologia descrita en el punto 2.2.2.1-a)

b) Condiciones de trabajo

Las disoluciones de trabajo, en la celda polarografica, fueron burbujeadas con
nitrégeno durante 5 minutos, previo a la medicién y para luego seguir realizando las
mediciones de la disolucion cada 20 minutos.

La temperatura de trabajo fue de 25°C, mantenida con bano termostatado en la celda

polarogréfica

¢) Determinacién del orden de reaccion

Dentro de los métodos existentes para determinar orden de reaccién se escogié el
método grafico®. Si se grafica la concentracién remanente versus el tiempo vy la
resultante del grafico es una linea recta, se trata de reaccion de orden cero. Si se
grafica el logaritmo natural de la concentracion remanente versus el tiempo y el
resultado es una linea recta, se trata de una reaccion de orden uno. Ahora bien, si se
grafica el inverso de la concentracion remanente versus tiempo y se obtiene una recta,

se trata de una reaccion de orden dos.

d) Determinacion de la vida media
Vida media (t12), es el tiempo necesario para que reaccionen la mitad de las sustancias
iniciales presentes, es decir, el tiempo necesario para que se reduzca a la mitad la

concentracion inicial de las sustancias iniciales®.
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Para una reaccioén de orden cero, la vida media viene dada por ecuacion 1:

., t. = [Col Donde:
Ecuacion 1 127 ko= pendiente de la recta para
0 cinética de orden cero

2.2.3 Desarrollo de la metodologia electroanalitica

A. Polarografia de pulso diferencial

a) Curva de calibracion

A partir de una disolucién stock de PFNB y PNB, de concentracion 1x10° M, se
prepararon 9 soluciones de concentraciones desde 4x10® M hasta 1x10™* M. Alicuotas
de cada disolucion stock de PFNB y PNB fueron transferidas a un matraz de 10 mL,
completando volumen con acetonitrilo/tampén Britton-Robinson (30:70), para el caso
de PFNB y de acetonitrilo/tampén fosfato 0,2 M (50:50) para PNB. Se ajusté el pH para
cada una de las soluciones de trabajo a pH 3,0 y 7,0 para PNB y pH 7,0 para PFNB.

Estas soluciones fueron medidas por polarografia de pulso diferencial.

b) Estudio de repetibilidad®

Se midieron 10 veces consecutivas, por la técnica de polarografia de pulso diferencial,
10 mL de disoluciones de trabajo de 9x10° M, 3x10° M, 6x10° M de PFNB y PNB,
aforando en acetonitrilo/tampdén Britton-Robinson (30:70) a pH 7,00 para PFNB y en
acetonitrilo/tampén fosfato 0,2M a pH 3,00 para PNB. Como parametro estadistico se

considero el coeficiente de variacion de la corriente de pico de la senal obtenida.

c) Estudio de reproducibilidad®
Se midieron 10 veces consecutivas, repitiendo el estudio de repetibilidad, por la técnica

de polarografia de pulso diferencial, variando el dia de medicién y el operador.

d) Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Para la estimacién del limite de deteccion y cuantificacion® se procedié como sigue:
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¢+ A partir de la curva de calibracion se obtuvo el valor de la pendiente de la recta (m).
% Se midid por duplicado cuatro soluciones en el rango inferior de la curva de
calibracién (2x10° M, 3x10° M, 4x10® M, 5x10° M). Para estas cuatro soluciones se
obtuvo los valores promedios de la corriente de pico (Ip) y la desviacién estandar (o).
% Se representod graficamente Ip versus la concentracion de la muestra y se determiné
la ecuacion de la nueva recta. Al extrapolar la respuesta a concentracion cero se
obtuvo la respuesta del blanco (Yy).

%+ Se representoé graficamente o versus la concentracion de muestra y al extrapolar la
respuesta a concentracion cero, se obtuvo el valor de la respuesta de la desviacién
estandar del blanco (o).

El limite de deteccién (LD) (Ecuacion 3) y el limite de cuantificacion (LC) (Ecuacion 4)

se calcularon segun las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 3 LD = (Mj
m Donde,
m= pendiente de curva de calibracién. Parametro
indicativo de la sensibilidad del método analitico.
Y= respuesta del blanco
o= desviacion estandar del blanco
Ecuacion 4 LC= (Ybl +100 b'}
m

e) Estudio de interferentes

i) Disolucion de trabajo

Se transfirieron 1000 uL de disolucién stock de PFNB y PNB a un matraz aforado de 10
mL y se completd volumen con disolucidon acetonitrilo/ Britton-Robinson (30:70),
ajustada a pH 7,0 en el caso de PFNB y acetonitrilo/ tampén fosfato 0,2 M (50:50),

ajustada a pH 3,0 para PNB, resultando una disolucién de concentracion de 1x10™ M.

ii) Condiciones de trabajo

A las disoluciones de trabajo, se adicionaron distintos excipientes (almidén, Avicel
PH101, dioxido de titanio, Explotab, hidroxipropilcelulosa, hidroxiprolpilmetilcelulosa,
lactosa, PEG 400, sorbitol, talco). En este estudio se realizaron 3 mediciones por cada

solucién de trabajo. Antes de agregar el excipiente debia realizarse una medicién a la
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solucion de trabajo pero sin el excipiente y luego una vez agregado este, debia
realizarse una medicion por duplicado.
A todas estas soluciones se les registré su respuesta electroquimica frente a estos

distintos excipientes por polarografia de pulso diferencial.

2.2.4 Caracterizacion espectrofotométrica

A. Preparacion de disoluciones
a) Tampon Britton-Robinson 0,1 M

Se procedid de igual manera que en 2.2.2.2-a)

b) Disolucion stock de los compuestos en estudio

Se procedié de igual manera que en 2.2.2.2-c)

c) Disolucioén blanco
Se realizd con acetonitrilo/ tampodn Britton-Robinson 0,1 M (30:70) para PFNB y con
acetonitrilo/ tampén Britton-Robinson 0,1 M (20:80) para PNB.

B. Determinacion de la constante de disociacion [K,]

A partir de disoluciones 5x10° M de PFNB y PNB se estudié la influencia del pH
sobre su comportamiento espectral en un rango de pH de 2,0 a 7,0, utilizando como
disolvente una disolucion acetonitrilo/tampén Britton-Robinson (30:70) para PFNB y de
pH 2,0 a 8,0, utilizando como disolvente en esta ocasion acetonitrilo/ tampén Britton-
Robinson 0,1 M (20:80) para PNB, a las cuales se les fue incrementando el pH en 0,5
unidades, empleando soluciones concentradas de NaOH o HCI, segun sea necesario,
para ajustar el pH requerido.

Las soluciones preparadas a cada pH fueron medidas en el espectrofotdmetro con
cubetas de cuarzo de 10 mm de paso 6ptico, efectuando un barrido de longitud de

onda entre 200 y 400 nm.
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Los resultados derivados del estudio de la influencia del pH en el comportamiento
espectral de PFNB y PNB permitieron la determinacion del pK, aparente, mediante la

utilizacion de la ecuacion de Henderson - Hasselbach modificada®’:

Ecuacion 5

Donde:

— A Anmax= maxima absorbancia observada en el rango de pH escogido
Anmin = minima absorbancia observada en el rango de pH escogido
A = absorbancia al pH de la disolucién en el rango de pH escogido

A
H=pK, +log| —/™&*—
p PR, 9[ A—A
Haciendo la representacion grafica de pH versus log [(Amax - A)/(A - Anin)] se obtiene

una recta cuyo intercepto es el valor de pK..
2.2.5 Desarrollo de la metodologia espectrofotométrica

A. Espectroscopia UV- Vis

a) Curva de calibracién

A partir de una disolucién stock de PFNB y PNB de concentracion 1x10° M, se
prepararon 9 soluciones de concentraciones desde 1x10° M hasta 1x10™* M. Alicuotas
de la disolucion stock de PFNB y PNB fueron transferidas a un matraz de 5 mL,
completando volumen con acetonitrilo/tampén Britton-Robinson (30:70) para PFNB vy
con acetonitrilo/ tampdn Britton-Robinson 0,1 M (20:80) para PNB. Se ajust6 el pH para
cada una de las disoluciones de trabajo de PFNB y PNB a pH 4,0 y pH 2,5,
respectivamente. Las mediciones espectrofotométricas se realizaron a 237 nm y 263

nm para PFNB y PNB, respectivamente.

b) Estudio de repetibilidad

Se procedio de igual forma que en 2.2.3 A.b, pero en este caso las concentraciones
fueron 8x10° M, 5x10° M y 1.5x10° M. Como parametro estadistico se considerd el
coeficiente de variacion de la sefial obtenida experimentalmente a 237 nm y 263 nm

para PFNB y PNB, respectivamente.
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¢) Estudio de reproducibilidad
Se repite estudio de repetibilidad, por la técnica de UV-Vis, variando el dia de medicién

y el operador.

d) Limite de deteccion y limite de cuantificacion
Para la estimacion del limite de deteccion y limite de cuantificacion se siguio

metodologia descrita en el punto 2.2.3 A.d

2.2.6 Caracterizacién cromatografica

A. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

a) Disolucién stock
Se procedié de igual forma que en 2.2.2 A.b)

B. Determinacioén del coeficiente de particion [P]%®*°

Para la determinacién de este parametro se realizé una curva de calibracion de log P
versus log k' (k’= factor de capacidad). Para tal efecto se seleccionaron seis sustancias
de referencia de coeficiente de particion octanol/agua conocidos, cercanos al
coeficiente de particién estimado para PFNB y PNB (obtenidos en HyperChem 6.01,
basado en el método de Ghose, Pritvchett y Crippen).

Se prepararon disoluciones de las sustancias de referencia, PFNB y PNB en una
mezcla de metanol/agua (75:25), quedando de una concentracion final de
aproximadamente 1x10™ M. Para finalizar a la disolucién resultante se agregé 0,0080 g
de KNOj, como sustancia que no se retiene en la columna, con el fin de poder calcular
posteriormente los parametros de interés.

Las soluciones resultantes se monitorearon en las siguientes condiciones

experimentales del método cromatografico:

s Fase Movil : metanol/ agua (75:25)
+ Flujo 21,0 mL/min.

% Volumen de inyeccién 120 pLb

s*Temperatura : 25°C
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Posteriormente se calculé el factor de capacidad para cada compuesto y se realizé la

curva de calibracion log P,,, versus log k.

2.2.7 Desarrollo de la metodologia cromatografica

A. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

a) Estudios de estabilidad acelerada

i) Hidrdlisis acida

Se tomaron 3,0 mL de disolucion stock de PFNB y PNB por separado y se llevaron a
volumen final de 5,0 mL con HCI 36,5% en un matraz aforado. Luego se transfirié a un
balén de destilacion de 25 mL, conectado a un tubo refrigerante y se calenté a reflujo

por una hora.

ii) Hidrélisis basica

Se tomaron 3,0 mL de disolucién stock de PFNB y PNB por separado y se llevaron
volumen final de 10 mL con NaOH 1N en un matraz aforado. Luego se transfirié a un
balén de destilacion de 25 mL, conectado a un tubo refrigerante y se calenté a reflujo

por una hora.

iii) Fotdlisis

Para realizar la fotolisis de los farmacos se procedid de la siguiente manera: se
tomaron las dos disoluciones a fotolizar (soluciones stock), luego fueron colocadas en
un lugar al alcance de la luz, en un matraz transparente y fueron mantenidas ahi por el

lapso de 2 semanas.

b) Ensayo de aptitud del sistema®

Se prepararon 10 mL de una disolucién en la que contenia PNB y los productos de
estudio de estabilidad acelerada (fotolisis, hidrolisis acida e hidrdlisis basica) y
precursor(es) de sintesis. Para finalizar, a la disolucién resultante se adiciond 0,0080 g
de KNO3; como sustancia que no se retiene en la columna, a fin de poder calcular los

parametros de interés.
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Posteriormente se monitored la disolucion resultante por HPLC, ensayandose distintas
proporciones de acetonitrilo/agua, metanol/agua, acetonitrilo/tampén fosfato 50 mM, pH
4.5, donde se fue aumentando la proporcién de fase organica en la fase movil desde
una proporcion 20/80 a 80/20 (acetonitrilo/agua y/o tampon fosfato pH 4,50, metanol/
agua y/o tampén fosfato pH 4.5), a fin de encontrar las condiciones experimentales
Optimas de trabajo.

En cada condicion cromatografica se procedié a obtener los valores de resolucion (R),
factor de capacidad (k’) y selectividad (o). Finalmente, luego del desarrollo de este
estudio y el analisis de los diferentes parametros, se obtuvieron las condiciones

Optimas experimentales para el método cromatografico.

¢) Curva de calibracién

A partir de una disolucién stock de PFNB y PNB, de concentracion 1x10° M, se
prepararon 9 soluciones de concentraciones desde 5x10® M hasta 1x10™* M. Alicuotas
de la disolucion stock de PFNB y PNB fueron transferidas a un matraz de 2 mL,

completando volumen con acetonitrilo.

d) Estudio de repetibilidad
Se procedid de igual forma que en 2.2.3.A-b). Como parametro estadistico se
considero el coeficiente de variacion de la senal obtenida experimentalmente a 236 nm

y 262 nm para PFNB y PNB, respectivamente.

e) Estudio de reproducibilidad
Se repite estudio de repetibilidad, por la técnica cromatografia liquida de alta eficiencia,

variando el dia de medicion y el operador.
f) Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Para la estimacién del limite de deteccion y limite de cuantificacién se siguid

metodologia descrita en el punto 2.2.3.A-d).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sintesis

Los productos finales formados se obtuvieron en buen rendimiento, con la excepcién
del producto 4-d, que se formé en un bajisimo rendimiento (Tabla 1). Al estudiar las
variables que condujeron a este resultado inicialmente pensamos que seria por
problemas de formacion del haluro de aroilo, sin embargo la cromatografia en placas
indicaba que si se formaba plenamente. Mas aun, el haluro formado reacciona
completamente con el nitrobenzimidazol, como se pudo ver por placa cromatografica.
Esto nos llevd a postular que el producto experimenta una hidrdlisis en su fase
terminal, al momento de solubilizar las sales inorganicas es probable que trazas de
acido fueran los responsables de una catalisis, generando un centro carbonilico de

mayor electrofilia para el ataque del agua.

3.2 Caracterizacion electroquimica

3.2.1 Caracterizacion de PNB

Para el caso de este compuesto se debié realizar en primer lugar un estudio de
condiciones 6ptimas, ya que al poseer dos grupos nitro, presentd dos sefales
principales, las cuales no se resolvieron de buena manera en el polarograma, asi que
se debid realizar un estudio de disolventes y pH (figuras 1A- E). En este estudio
también se realizaron mediciones a distintos tiempos, entre los cuales la muestra se
mantuvo en una celda polarografica aislada de la luz y con corriente de nitrogeno, para

poder pesquisar una posible degradacion en funcién del tiempo y del pH.
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i pH3 (5 min.)
-3.0 pH3 (165 min.)

T pH7 (85 min.)
"2:5 pH7 (110 min.)

i/ A

Figura 1.A: Polarogramas de PNB 1x10* M en acetonitrilo/tampén Britton-Robinson 0,1M
(20:80), apHs 3y 7.

2.5 -
-2.0 pH?2
pH3
< 1.5 pH7
=1
1.0
-0.5
0.0 y T T T T T T T T T T 1
0.0 -0.2 -0.4 -0.6 -0.8 1.0 1.2

E/V
Figura 1.B: Polarogramas de PNB 1x10* M en acetonitrilo/tampén Britton-Robinson 0,1M
(50:50)apHs 2,3y 7.
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3.0 1
T pH3 (5 min.)
2.5 - pH3 (165 min.)
i pH7 (5 min.)
20 pH7 (165 min.)
< ]
= 154
1.0 -
0.5 -
0.0 T T T T T T T fa" T T 1
0.0 -0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2

E/V

Figura 1.C: Polarogramas de PNB 1x10* M a pH 3 y 7 a distintos tiempos de medicion.
Acetonitrilo/ tampon fosfato 0,2M (20:80)

-3.0
-2.5
-2.0 —

-1.5

i/ LA

——pH3
—pH7

-1.0

-0.5

0.0 . , . : : : . , . : : |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 -1.0 1.2

E/V

Figura 1.D: Polarogramas de PNB 1x10* M a pH 3 y 7 en Acetonitrilo/ Britton-Robinson 0,1M
(30:70)
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-2.5

pH3 (5 min.)
—pH3 (165 min.)
pH7 (5 min.)
—pH7 (165 min.)

-2.0 H

i/ LA

-0.5 H

Figura 1.E: Polarogramas de PNB 1x10” M a pH 3 y 7, y a distintos tiempos de medicion.
Mezcla acetonitrilo/ tampon fosfato 0,2M (50:50)

En las figuras 1.A y 1.C se puede observar que existe un corrimiento de
potencial y una disminucion en la intensidad de corriente de las sefales en funcién del
tiempo y el pH, debida probablemente a una degradacion por efecto del medio de
trabajo. Por otra parte, en la figura 1.B se puede apreciar que la mezcla de disolventes
no es la adecuada para la resolucién de las sefiales, ya que existe demasiado
solapamiento entre ellas. Si bien la figura 1D presenta una buena resolucién, tampoco
es la adecuada ya que también presenta problemas de estabilidad. Finalmente, a partir
de las distintas condiciones ensayadas, se selecciond la mezcla acetonitrilo/tampén
fosfato 0,2 M (50:50) como condicion optima para realizar el estudio polarografico de
PNB (figura 1.E). De las dos condiciones de pH mostradas en dicha figura, la sefial a
pH 3 es la mas adecuada, ya que a pH 7 y como podra verse mas adelante en la
grafica que relaciona corriente vs. pH (Fig. 4A y 4B), la corriente presenta mayor

estabilidad en medio acido (alrededor de pH 3) vs. la zona neutra.
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3.2.2 Polarografia de pulso diferencial (PPD)

PNB y PFNB en sus respectivas disoluciones (acetonitrilo/tampén fosfato 0,2 M
y acetonitrilo/tampén Britton-Robinson 0,1M), presentan sefiales de reduccion sobre el
electrodo de goteo de mercurio (EGM), exhibiendo una respuesta catédica bien
definida en el intervalo de pH 3-8 para PNB y pH 3-9 para PFNB (Figuras 2.A y 2.B).

En los intervalos de pH estudiados se observan tres sefiales de reduccion para
PNB y dos para PFNB. Para el caso de PNB; dos de estas senales (sefales 1 y 2)
corresponderian a las reducciones de los dos grupos nitro presentes en la molécula y
una sefial de menor intensidad (sefal 3), probablemente correspondiente a la
reduccién del enlace azometino*'. Dichas sefiales son pH dependientes,
desplazandose progresivamente hacia potenciales mas negativos mientras mas
alcalino es el pH. Cabe destacar también que a medida que el pH alcanza valores mas

alcalinos, las dos sefales correspondientes a los grupos nitro de PNB se van

separando.
3,5 4 A
3,0 4
Sefnal 1
2,5 \
< 2,04

Sefal3

0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -1,2
E/V
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i/ pA

Senal 2

Figura 2: Polarogramas de pulso diferencial de: (A) PNB 1x10™ M en acetonitrilo/tampén fosfato
0,2 M. (50:50) y (B) PFNB 1x10™* M en acetonitrilo/tampoén Britton-Robinson 0,1 M,
(30:70) a distintos pH.

Debido a que los estudios polarograficos no pudieron ser realizados en la
misma mezcla de solventes para ambos compuestos, por los problemas de resolucion
y estabilidad, no es posible saber que grupo nitro se reduce primero en PNB con los
polarogramas de las figuras 2a y 2b. Para hacer esta determinaciéon es necesario
realizar una comparacion entra las figuras 1D y 2B, ya que estas estan hechas en el
mismo medio (figura 2C). Aqui se puede apreciar de manera clara que el grupo nitro
presente en el sustituyente de la posicién 1 (p-NO.) es el primero en reducirse y que el

de la posicion 2 (0-NOy), lo hace a continuacion.

Respecto a lo que ocurre con la resolucién de las sefiales 1 y 2 en el
polarograma de PNB, en el cual se aprecia claramente que a medida que el pH
aumenta ambas sefales se van separando, podriamos decir que este fenémeno se
debe a que el par de grupos nitro presentes en esta molécula estan estabilizados de
diferente manera, siendo la reduccion del grupo presente en el sustituyente en posicion
2 la menos favorecida. En este caso la densidad electrénica sobre este grupo seria
afectada directamente por la protonacion-desprotonacion del nitrégeno perteneciente al

enlace azometino, debido a que cuando este grupo se protona atraeria la nube
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electrénica del anillo, dejando al grupo nitro mas susceptible a sufrir una reduccion,

razon por la cual las senales se solapan a pH acido y se separan a pH alcalino.

Segunda reduccidn (sefial 2)

-3,0
-2,5
-2,0
<3. g Primera reduccién (sefial 1)
=15
1,0 PNB a pH 3
— PNB a pH7
——PFNB a pH 3
0,5 — PFNB apH 7

08% 02 —0.4 0.6 0.8 0

Figura 2c: Polarogramas comparativos entre PNB y PFNB a una concentracion de 1x10™ M en
acetonitrilo/tampoén Britton-Robinson 0,1 M, (30:70)a pH3y 7.

La evolucion de los potenciales de pico (Ep) con el pH del medio de ambos
compuestos (Figuras 3A y 3B), presentan puntos de quiebre a pH 4,0, lo cual tendria
directa relacién con la protonacién—desprotonacion del nitrégeno ubicado en posicion 3

del anillo imidazodlico.
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E/V

-0,60

-0,55

-0,50

E/V

-0,40

-0,35

-0,30

pH

Figura 3a — b: Graficas de Ep vs pH para una concentracion 1x10* M de PNB (Fig. 3A), en
mezcla acetonitrilo/tampon fosfato 0,2M (50:50) y de PFNB (Fig. 3B) en mezcla
acetonitrilo/tampén Britton Robinson 0,1M (30:70).

Graficando la evolucion de las corrientes de pico (Ip) con el pH (Figuras 4A y
4B), se puede observar que la sefial 1 de PNB (Fig. 4A) exhibe un comportamiento
absolutamente cambiante, ya que entre pH 3 y 4 aumenta, entre pH 4 y 6 disminuye
para luego volver a mostrar un comportamiento creciente hasta pH 8, pero sin embargo
el comportamiento de la corriente en el rango de pH comprendido entre 3 y 6 se
mantiene entre valores proximos. Para el caso de la sefal 2, la grafica muestra un

comportamiento lineal, practicamente sin variacion en todo el rango de pH. Esto se
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podria explicar, como en el caso anterior, por la protonacion-desprotonacion de los
nitrégenos en el anillo imidazdlico. Para el caso de PFNB se observa un incremento de
Ip lineal desde pH 3,0 hasta pH 6,5; desde este pH hasta pH 7,5 la corriente se
estabiliza para luego decaer. Al igual que en el caso anterior, estos incrementos y
decrementos de la Ip podrian tener una relacién con la protonacion-desprotonacion en
el anillo imidazdlico. Desde pH 8 en adelante no se puede realizar el seguimiento

debido a la inestabilidad en soluciones alcalinas de ambos compuestos.

w
2]

3.4 A
3,2
3,0
2,8
2,6
2.4
2,2
<§L 2,0
E_ 1,8 /\
1,4
1,2
1,0
0,8 ~
06 —m=—sefial 1
0,4 —e —sefal 2
0,2
0.0 3 7 5 5 7 3
pH
1,9 B
1,8 -
-/ ™
1,7 / \ -
- . _/

ip/uA
£ [6,]

' —m—sefial 1
1,1

3 4 5 6 7 8 9
pH

Figuras 4 A-B: Curvas de Ip v/s pH para una concentracion 1x10* M de PNB (Fig. 4A) en
mezcla acetonitrilo/tampon fosfato 0,2M (50:50) y de PFNB (Fig. 4B) en mezcla
acetonitrilo/tampdn Britton-Robinson 0,1M (30:70).
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3.2.3 Polarografia tast (PTAST)

El estudio de la influencia del pH sobre la reduccion de PNB realizado por
PTAST, presenta una respuesta catddica bien definida en un intervalo corto de pH (3-
7) (Figura 5). Se pueden apreciar tres ondas polarograficas, las dos primeras ondas
(sefales 1 y 2) bien definidas en el rango de pH estudiado, mientras que la tercera
onda (sefal 3) no se define completamente en todos los pH. Lo mismo ocurre en el
caso de PFNB, ya que en esta grafica se aprecian dos ondas (sefales 1y 2), siendo la
primera bien definida en el rango de pH estudiado. La segunda al igual que en el caso
de la sefial tres de PNB no se define de buena manera en todos los pH. Ademas se

puede apreciar que las ondas son pH dependientes, de igual forma que en PPD.

i/ uA

—pH3
——pH4
-1 T —pH5

s ——pH6
sefal 1 ——pH7

T — T T T T — : : : . r r
00 -02 -04 -06 -08 -10 -12 -14 -16 (00 -02 -04 -06 -08 -10 -12 -14 -1.6
E/V E/V

Figura 5: Polarogramas tast de PNB (A) y PFNB (B) a distintos pH.

La evolucion del potencial de media onda (Es.) para PFNB respecto a las
variaciones de pH (Figura 6), muestra un comportamiento lineal con el pH,

presentando un quiebre a pH 5,5. Como se explicé anteriormente, este quiebre se
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deberia al equilibrio de protonacion-desprotonacion del nitrégeno ubicado en el anillo
imidazodlico en la posicion 3. Para PNB no fue posible obtener estos datos ya que la

resolucion de las figuras no es buena, lo cual dificulta la medicion.

La respuesta de la corriente limite (l;m) con el pH para PNB no pudo ser
obtenida debido a la inadecuada resolucion, pero lo que si se puede determinar al
apreciar la figura 5A, es que la intensidad de corriente en ambas ondas es la misma,
lo cual indica que se transfiere la misma cantidad de electrones. Por ora parte, para
PFNB (Figura 7) se observa que la corriente limite se mantiene practicamente

constante en el intervalo de pH estudiado.

—0,60—-
-0,55—-
-0,50—-
-0,45—-

20,40 o

A%

12

-0,35 -
-0,30 -
-0,25 o

-0,20 o

pH

Figura 6: Dependencia del potencial de media onda (Ei;) vs pH para PFNB 1x10* M en
mezcla acetonitrilo/tampoén Britton-Robinson 0,1M (30:70).
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-0,8
0,6 -
< - - . mmmm—m
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504
0,2
0.0 Z 5 5 7 8 9
pH

Figura 7: Dependencia de la corriente limite (l;,) vs pH para PFNB 1x10* M en mezcla
acetonitrilo/ tampén Britton-Robinson 0,1M (30:70).

3.2.4 Desarrollo de metodologias analiticas electroquimicas

Con los resultados obtenidos anteriormente descritos, se procedié al desarrollo
de la metodologia analitica para la obtenciéon de parametros analiticos necesarios para
la caracterizaciéon de los compuestos.

Luego de conocido el pH adecuado para la caracterizacién, se realizdé un

estudio de concentracion para PNB y PFNB (Figuras 8, 9 y 10).
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Figura 8: Polarogramas de la curva de calibracion por PPD para PNB (4><10'6 M- 1x10™ M) en
acetonitrilo/tampén fosfato 0,2 M (50:50) a pH 3,0.

i/ pA

Figura 9: Polarogramas de la curva de calibracién por PPD para PNB (4x10° M - 1x10™ M) en
acetonitrilo/tampon fosfato 0,2 M (50:50) a pH 7,0.
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-2,0

— 4 uM
— 6 uM
— 8 uM
— 10 uM
— 20 uM
— 30 uM
—— 50 uM
— 70 uM
— 90 uM
100 uM

i/ A

Figura 10: Polarogramas de la curva de calibracién por PPD para PFNB (4><10'6 M - 1x10™ M)
en acetonitrilo/Britton-Robinson 0,1 M (30:70) a pH 7,0.

A continuacion se procedidé a construir las curvas de calibracién para ambos
compuestos. En el caso de PNB se obtuvieron 6 curvas de calibracion en un rango de
concentracion de 4x10° M hasta 1x10™ M. Las curvas se construyeron a pH 3, tanto
para la sefial 1 como para la sefal 2 (Figuras 11A y 11B), repitiéndose este estudio a
pH 7 (Figuras 11C y 11D), luego se realizo la construccion de 2 curvas que buscaban
relacionar el area bajo la curva (ABC) vs el pH (Figuras 11E y 11F). En 5 de las 6
curvas construidas puede apreciarse claramente que las concentraciones eran lineales
en dos rangos.

Para PFNB la curva de calibracion se construyé a pH 7 (Figura 12), que
presenté una variacién de la corriente de pico (Ip) a un potencial de -519 mV. Aqui
también pudo apreciarse el mismo fenébmeno de la linealidad en dos tramos de

concentracion.
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Ip/uA

m 4x10°M - 1x10°M
e 2x10°M -9x10° M

T T T T T T
2x10° 4x10° 6x10° 8x10° 1x10™
concentracion/M

Figura 11A: Curva de calibracion para PNB en mezcla acetonitrilo/tampon fosfato 0,2 M (50:50)
a pH 3,0. (Sefal 1 a -223 mV).

(A) Ip = 0,01503 [UA/M]XC [M] +1,7198x10° [uA]  (4x10°M-1x10"°M, r = 0,99999, n = 4)
(B) Ip = 0,02338 [UA/M]XC [M] — 7,8222x10® p [A] (2x10°M-9x10°M,r = 0,99941, n = 5)

-1,6
1,5
.1’4_-
_1,3_-
_1_2_-
1,14
_1_0_-
_0’9_-
-0,8—-
20,7
—0,6—-
20,5
_0_4_-
03]
.0’2_-
-0,1 ]

Ip/uA

B

m 4x10°M -3x10° M
e 5x10°M -1x10* M

0

T T T T T T T T T
2x107° 4x107° 6x107° 8x107° 1x10™
concentraciéon/M

Figura 11B: Curva de calibracion para PNB en mezcla acetonitrilo/tampon fosfato 0,2 M (50:50)
a pH 3,0. (Sefal 2 a -326 mV).

(A) 1> = 0,01983 [UA/M] x C [M] — 2,078x10 [UA] (4x10°M-3x10"°M, r = 0,99964, n = 6)
(B) 1> = 0,01178 [WA/M] x C [M] +3,401x10 [UA]  (5x10°M-1x10M, r = 0,99889, n = 4)
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-0,8
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0,0 . . . . . . . . .
0 2x107° 4x10°° 6x107° 8x107° 1x10™
Concentracion / M

Ip/uA

Figura 11C: Curva de calibracién para para PNB a pH 7,0 en mezcla acetonitrilo/tampén fosfato
0,2M (50:50), para la sefal 1 (-543 mV).

(A) I> = 0,02508 [UA/M] x C [M] — 1,0993x10°® [UA] (4x10° M-3x10"°M, r = 0,99997, n = 5)
(B) Ip = 0,01137 [UA/M] x C [M] + 6,1574x107 [UA] (5x10° M-1x10"*M, r = 0,99787, n = 4)

-13-{ D

Ip/uA

o5 ] = 4x10°M -5x10° M
02 ] e 7x10°M -1x10*M™

T T T T T T T T T T
0 2x10° 4x10° 6x107° 8x107° 1x107*
Concentracion / M

Figura 11D: Curva de calibracion para PNB a pH 7,0 en mezcla acetonitrilo/ftampén fosfato
0,2M (50:50) para la sefial 2 (-652 mV).

(A) s = 0,0163 [UA/M] x C [M] + 5,09662x10°[uA] (4x10°M-5x10"M, r = 0,99978, n = 6)
(B) Ip = 0,00725 [UA/M] x C [M] + 6,01x107 [UA]  (7x10°M-1x10*M, r = 0,99971, n = 3)
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ABC x 'IO7 pW

0.5 1 m 4x10°M - 3x10°M
0.6 ] e 5x10°M -1x10*M

T T T T T T T T T T
0 2x10° 4x10° 6x107° 8x10° 1x10™*

Concentracion / M

Figura 11E: Curva de calibracion para PNB en mezcla acetonitrilo/tampon fosfato 0,2 M (50:50)
a pH 3.0, en ella se relaciona la concentracidon molar con el area bajo la curva de
las sefiales 1y 2.

(A) ABC [uW] = 0,00346 x C [M] + 5,56772x10°  (4x10®M-3x10"M, r = 0,99997, n = 6)
(B) ABC [uW] = 0,00255 x C [M] + 4,36034x10®  (5x10°M-1x10*M, r = 0,99901, n = 4)

3,0

2,5

N
o

7

ABCx 10 uW
>

_\
o

m 4x10°M - 1x107*M

0,5

0,0

0 2x107 4x10° 6x107 8x10° 1x107
concentracion/molar

Figura 11F: Curva de calibracion para PNB a pH 7,0 en mezcla acetonitrilo/tampdn fosfato
(50:50), relacionando la concentracién molar con el area bajo la curva de las
sefales 1y 2.

ABC [uW] = 0,00247 x C [M] + 1,25481x10°® (r=0.99588, n=9)

48



Ip / pA
5

-0,8

-0,6

m 4x10°M -2x10° M

0.4 3x10°M -1x10“ M

0. .___/' .

2x107° 4x10° 6x107°
Concentracion/ M

8x10° 1x107

Figura 12: Curva de calibracién para PFNB a pH 7,0 en mezcla acetonitrilo/Britton (30/70). El
potencial de pico fue a -519 mV.

(A) Ip = 1,5845x10" [uA/M] x C [M] + 14,1040 [uA] (4x10°M-2x10"°M, r = 0,99983, n = 5)
(B) Ip = 2,0622x10” [uA/M]XC [M] — 110,4463 [uA] (3x10*M-1x10*M, r = 0,99891, n = 5)
En la tabla 2 se presenta un resumen de todos los parametros analiticos

obtenidos en la técnica electroquimica para PNB y PFNB.

Tabla 2. Parametros analiticos para la determinacion de PNB y PFNB por PPD

PFNB PNB apH 3 PNBapH7
Potencial de -519 mV -223 mV pico 1 -543 mV pico 1
deteccion -326 mV pico 2 -652 mV pico2
Repetibilidad 0,42 (90 uM) 0,59 (90 uM) 3,7 (90 uM)
CV(%) 0,9 (30 uM) 0,59 (30 uM) 1,64 (30 uM)

1,71 (6 uM) 1,3 (6 uM) 5,1 (6 uM)

Reproducibilidad 1,12 (90 uM) 0,49 (90 uM) 4,1 (90 uM)
CV(%) 1,23 (30 uM) 0,67 (30 pM) 3,4 (30 uM)

1,35 (6 uM) 1,8 (6 uM) 4,5 (6 pM)
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Rango de [ ] 4uMa 20uM tramo A 4uM a 30uM tramo A 4 uyM a 100 uM
30uMa 100uM tramo B | 50uM a 100uM tramo B
Sensibilidad Tramo A Tramo A
Senal 1 0,0150 Senal 1 0,0250
Tramo A | 1,58 x 10 ! Tramo B Tramo B
0,0233 0,0114
Tramo A Tramo A
Senal 2 0,0198 Sefal 2 0,0163
Tramo B Tramo B
0,01178 0,0072
TramoB | 2,06 x 10" Tramo A
ABC 0,0035 ABC 0,0024
Tramo B
0,0026
LD 2,792x10°M 2,4x10° M 5,37x10° M
LQ 6,509x10° M 3,6x10°M 1,74x10° M
Condiciones CH3CN/ tampon B.R. | CH3CN/ tampodn fosfato [CH3;CN/ tampén fosfato
experimentales 0,1M (3070) pH 7 0,2M (5050) pH 3 0,2 M (5050) pH 7

Al analizar esta tabla, se puede determinar que las condiciones Optimas para el
estudio analitico de PNB son las que corresponden al las realizadas a pH 3 ya que en
este caso los coeficientes de variacién para la repetibilidad, nos ofrecen menor error y

las sensibilidades son mayores.

3.3 Espectroscopia UV- Vis.

Con el objetivo de profundizar en el comportamiento quimico de PFNB y PNB,
se realizé el estudio de la influencia de pH en tampdn Britton-Robinson por

espectroscopia UV-Visible (Figura 13 Ay B).

La Figura 13A presenta los espectros obtenidos para PFNB en un rango de pH
de 2,0 a 7,0. Los espectros presentan un maximo de absorcién importante a pH acido
en 236 nm y un maximo constante en toda la escala de pH en 254 nm. A medida que
aumenta la alcalinidad del medio, se genera un efecto hipocrémico de la banda
presente a 236 nm, mientras que sobre la banda que aparece 254 nm se aprecia una

independencia de la absorbancia con respecto al aumento del pH.
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En la Figura 13B se presentan los espectros obtenidos para PNB en un rango
de pH de 1,5 a 8,0. Los espectros presentan maximos de absorcién en medio acido a
230 y un maximo constante en todo el rango de pH en 263 nm. A medida que aumenta
la alcalinidad del medio, se genera un efecto hipocrémico de la banda a 230 nm,
mientras que a 263 nm, al igual que en el caso de PFNB se puede apreciar una

independencia de la absorbancia con el aumento del pH.

A

Absorbancia

A/l nm

Figura 13a: Efecto del pH sobre el espectro de absorcion de PFNB a una concentracion 1x10™
M, en una mezcla de acetonitrilo/ tampén Britton-Robinson 0.1 M (30:70)

1.4 o
| B
1.2 4 —— pH 1,5
— pH 2,0
B —— pH 2,5
1.0  pH 3.0
© — pH 3,5
s 0.8 4 — pH 4,0
|5 ——— pH 4,5
‘g 0.6 - —— pH 5,0
2 — pH 5,5
< — pH 6,0
0.4 —— pH 7,0
pH 8,0
0.2
0.0 r I v T T T T T T T
200 250 300 350 400 450

A/ nm

Figura 13b: Efecto del pH sobre el espectro de absorcién de PNB a una concentracion 1x10*
M, en una mezcla de acetonitrilo/ tampoén Britton-Robinson 0,1 M (20:80)
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3.3.1 Desarrollo de metodologia analitica en espectroscopia UV- Vis.

A continuacién se muestran los espectros obtenidos por efecto de la

concentracién para PFNB y PNB (Figuras 14a y 14b).

1.8 4 A — 100 puM

. M
uM
uM
uM
uM
uM
uM
uM
uM

Absorbancia

T
450

A/ nm

Figura 14A: Efecto de la concentracion sobre PFNB, en una mezcla de acetonitrilo/ tampdn
Britton-Robinson 0,1 M (30:70) a pH 4.

1,4

B

1,2
1,0

0,8

Absorbancia

Figura 14B: Efecto de la concentracién sobre PNB, en una mezcla de acetonitrilo/ tampdn
Britton-Robinson 0,1 M (20:80) a pH 2,5.
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Una vez realizados los estudios de concentracion se procedid a extraer los

datos para la construccion de las curvas de calibracion (Figuras 15A — 15B) y la

obtencion de los parametros analiticos. Estas curvas se realizaron para PFNB a una a

longitud de onda de 236 nm y 263 nm para PNB.

A, 236nm

0.8—-
0.6—-
0.4—-
0.2—-

0.0

0

T T T T T T T T T
2x10° 4x10° 6x107° 8x107° 1x10™
concentracion / M

Figura 15A: Curva de calibracion para PFNB, realizada en una mezcla de acetonitrilo/ tampon
Britton-Robinson 0,1 M (30:70) a pH 4.
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A, 263 nm

0.4

0.2+
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T T T T T T T T T
1x10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10°
Concentracion / M

Figura 15B: Curva de calibracién para PNB, obtenida en una mezcla de acetonitrilo/ tampdn
Britton-Robinson 0,1 M (20:80) a pH 2,5.



Una vez construidas las gréficas, las ecuaciones para cada curva de calibracién

serian las siguientes:
PFNB = A =1,69x10*[M"] x C [M] + 0.01742 (r=0,99991, n=10)
PNB = A =2,5x10* [M™"] x C [M] -0.01246 (r=0,99975, n=11)
Ademas, a partir de estos datos es posible obtener los valores de absorbilidad
molar, los cuales fueron 16900 (236 nm, medio acuoso acido) para PFBN y 25000 (263

nm, medio acuoso acido) para PNB.

A continuacion se presenta una tabla resumen (tabla 3) con los parametros de

analisis obtenidos en la técnica de UV-Vis para PNB y PFNB.

Tabla 3. Parametros analiticos para la determinacion espectrofotométrica de PNB Y PFNB

PFNB PNB
Condiciones CH3;CN/ tampén B.R. 0,14 M | CH3;CN/ tampén B.R. 0,1 M
Experimentales (30:70) pH 4 — A 236 (20:80) pH 2.5 — A 263
Rangos de [] 10 uM hasta 100 uM 7 UM hasta 50 yM
Repetibilidad CV (%) 0,31 (80 uM) 1,93 (30 pM)
0,97 (50 pM) 0,79 (20 yM)
1.84 (15 uM) 1,12 (10 uM)
Reproducibilidad CV (%) 1,15 (80 uM) 0,71 (30 uM)
1,84 (50 pM) 0,6 (20 uM)
1,02 (15 uM) 0,5 (10 uM)
Sensibilidad 1,69x10° 2,50x10*
LD 3,2x10°M 4,148x10° M
LQ 9,04x10° M 5,84x10° M
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3.4 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

En esta fase del estudio, para el andlisis y caracterizacion de ambos
compuestos mediante esta técnica, se llevo a cabo el ensayo de aptitud del sistema de
acuerdo a lo establecido en la USP XXVII* para el estudio de PNB. En cada condicion
cromatografica se procedié a obtener los valores de resolucién (R), factor de capacidad
(k’) y selectividad (a), obteniéndose como condiciones Optimas de selectividad para el

método:

Para N-(4-nitro-benzoil)-2-(2-nitrofenil)-benzimidazol (PNB)

% Programa : Isocratico

s Fase movil : acetonitrilo / agua (60:40)
¢ Flujo : 1,0 mL/min.

¢ Tiempo de desarrollo de cromatégrama : 10 minutos

< Temperatura :25°C

+¢ Detector de arreglo de fotodiodos :A=262nm

En el caso de PFNB se realizaron inyecciones del compuesto utilizando en la
elucion de cada una de ellas distintas proporciones de la mezcla de solventes

acetonitrilo / agua, obteniéndose las siguientes condiciones experimentales:

Para N-(4-fluor-benzoil)-2-(o-nitrofenil)-benzimidazol (PFNB)

+ Programa : Isocratico

% Fase movil : acetonitrilo / agua (60:40)
% Flujo 1,0 mL/min.

+ Tiempo de desarrollo del cromatograma : 10 minutos

< Temperatura :25°C

¢ Detector de arreglo de fotodiodos :A=254 nm

En estas condiciones, PNB (Figura 16) exhibié los siguientes parametros

cromatograficos (Tabla 4):
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Tabla 4: Parametros cromatograficos para PNB

Compuesto tr R k’ o
PNB 6,184 6,626 7,11 2,972
0,35-
| 3
0,30 -
0,25-
€
c
30,20 4
AN
<fo,15-
D -
0,10
0,05-
0,00
0 5 : é 1I0
t/min

Figura 16: Cromatograma del ensayo de selectividad para PNB en condiciones 6ptimas: (1)
PNB, (2) y (3) productos de hidrdlisis. La concentracién de la solucién de PNB

utilizada fue de 1x10™ M.

A continuacién se puede apreciar el cromatograma obtenido para PFNB (Figura

17) después de obtener sus condiciones 6ptimas, la sefal presenté un tiempo de

retencién (tr) de 6,772 min.
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Figura 17: Cromatograma para PFNB (1), la solucién utilizada en este estudio fue 1x10™ M.

Una vez logradas las condiciones experimentales, se procedio a la obtencién de

los parametros analiticos, comenzando por la construccion de las curvas de calibracién

(Figura 18).

-5

ABC x 10

- - - N
N B [} oo

-
o

PO (N Y (NN SN NN VN NN Y [T SO [N T NN WO S |

o

T M T M T
2x10° 4x10° 6x10°
Conentracion / M

57

T
8x107°

T
1x10™



3O-B
25 4
20 +

15 4

ABC x 10°

10

1 1 1 1 1
0 2x10° 4x10° 6x10° 8x10° 1x10™
Concentracién / M

Figura 18: Curvas de calibracion con sus respectivos rangos de concentracion. (A) PFNB,
(B) PNB

Una vez construidas las gréficas, las ecuaciones para cada curva de calibracién

serian las siguientes:

PFNB = ABC =1,62x10" [M"] x C [M] + 3073,4 (r = 0,99997, n = 10)

PNB = ABC = 2,79x10"°[M"] x C [M] — 697,82 (r=0,99978, n = 7)

A continuacién se expone un cuadro resumen (tabla 5) con los parametros
analiticos obtenidos.
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Tabla 5. Parametros analiticos para la determinacion de PNB y PFNB por HPLC

PFNB PNB
Condiciones Acetonitrilo / agua (60:40) Acetonitrilo / agua (60:40)
Experimentales A 254 A 262
Rangos de concentracién 5 uM hasta 100 pM 5 uM hasta 100 pM
Repetibilidad CV (%) 2,76 (100 pM) 2,35 (100 pM)
4,2 (25 uM) 1,11 (9 uM)
0,77 (6 uM) 0,75 (5 uM)
Reproducibilidad CV (%) 4,05 (100 pM) 1,66 (100 uM)
3,09 (25 uM) 2,99 (9 uM)
3,07 (6 uM) 0,67 (5 uM)
Sensibilidad 1,62x 10" 2,79x 10"
LD 3,07x10° M 7,22x10" M
LQ 1x10° M 9,84x10" M

3.5 Aplicaciones

3.5.1 Estudio de excipientes por polarografia de pulso diferencial

El estudio de interferentes fue realizado para PFNB y PNB, en disoluciones a
las cuales se adicionaron distintos excipientes clasicos de formulaciones
farmacéuticas, para apreciar el impacto que puedan tener sobre la respuesta
electroquimica.

Los resultados de este estudio son los expuestos en la Tabla 6, en ella se muestra
para el caso de PFNB, el porcentaje de respuesta que presenta la solucién (mas el
excipiente) en cuanto a la intensidad de la corriente, respecto a la solucién sin

excipiente. Para el caso de PNB, por el hecho de presentar mucha dispersion en la
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sefal de respuesta, se optd por determinar el porcentaje de respuesta respecto al area
bajo la curva de la senal 2.

Como se puede apreciar en la tabla, los excipientes que mas afectan la
respuesta electroquimica para PFNB, disminuyendo la respuesta frente al electrodo,
son la hidroxipropilmetilcelulosa y el PEG 400. En el caso de PNB son los dos
excipientes antes nombrados mas la hidroxipropilcelulosa. Esto puede deberse a un
aumento en la viscosidad de la solucién, razén por la cual se podria ver afectado el

proceso de difusion de los compuestos.

Tabla 6: Estudio de excipientes realizado para ambos compuestos a una concentracion de

1x10™ M.
PFNB PNB (sefial 2)
Excipiente % de respuesta (A) % de respuesta (B)

Almidon 93,6 98,4
Explotab 98,6 100,1

Avicel PH 101 96,4 99.9
Lactosa 101,4 100,4
Hidroxipropilcelulosa 95 82,3
Hidroxipropilmetilcelulosa 26,1 11,4
Sorbitol 102,1 100,3
Diéxido de titanio 102,8 100,3

PEG 400 39,4 70

Talco 101,4 99.1

- A: Ip solo de PFNB = -1,41 pA (correspondiente al 100% de la respuesta)
- B: Potencial solo de PNB =-199,11 nW (correspondiente al 100% de la respuesta)

Una vez realizados estos estudios de excipientes por separado, se procedio a
realizar una nueva medicion por triplicado (Tabla 7) con aquellos excipientes que no
provocaron gran variacion. En el caso de PNB, esta medicion se realizé a dos
concentraciones, cada una perteneciente a los distintos tramos lineales de su curva de

calibracion, esto para ver si hay influencia de la concentracion.

60




Tabla 7: Porcentajes de recuperacién con la mezcla de excipientes

PFNB PNB PNB
9x10° M 8x10° M
Porcentaje de 101,5 99,06 98,76
recuperacion

3.5.2 Determinacién de coeficiente de particiéon (log P,y)

Para la determinacién de este parametro se realizé una curva de calibracion
mediante HPLC, en la cual se grafico log P versus log k (k = factor de capacidad). Para
tal efecto se seleccionaron seis sustancias de referencia** de coeficiente de particion
octanol/agua conocidos (acido benzoico, benzofenona, difenilamina, fenantreno,
naftaleno, timol) (Tabla 8), cercanos al coeficiente de particién estimado para PFNB y
PNB (obtenidos en HyperChem 6.01, basado en el método de Ghose, Pritvchett y
Crippen), los cuales fueron de 4,44 y 4,26, respectivamente. Para realizacion de esta
determinacion se siguié la metodologia descrita, obteniéndose los siguientes valores

de log k descritos en la tabla 8.

Tabla 8: Valores obtenidos de log k y valores de log P, de sustancias de referencia utilizadas

Referencia Log k Log Pow

Ac. benzoico -0,513 1,9
Benzofenona 0,303 3,2
Timol 0,403 3,3
Difenilamina 0,438 3,4
Naftaleno 0,596 3,6

Fenantreno 1,009 4,5

Al graficar los valores obtenidos, se obtuvo la siguiente curva:

logk=-1,59 + 0, 59 log Poy (r=0,995, n =6)

Para PFNB y PNB se obtuvieron valores de log k, de 0,288 y 0,047
respectivamente, al reemplazar estos valores en la ecuacién de la recta se interpolaron

los valores de log P, y se obtuvo para PFNB un valor de log P,y igual a 3,18 y para
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PNB un valor igual a 2,77. Estos valores dan cuenta del alto caracter apolar de los
compuestos en estudio, lo cual los hace buenos candidatos para un paso a través de

membranas bioldgicas por difusion pasiva.

3.5.3 Determinacién de constantes de acidez (pKa)

En el estudio espectrofotométrico realizado anteriormente, las longitudes de
ondas maximas de absorcion fueron a 236 - 254 nm para PFNB y 230 — 263 para PNB.
Posteriormente se construyeron graficas que relacionan el pH con la absorbancia a una
longitud de onda fija, revelando que la absorbancia es independiente de la acidez del
medio, a valores de pH 2,0 — 3,5 y superiores a 6,0 (Figura 19A — 19B). Del
comportamiento de la absorbancia de las senales espectrales a 236 nm para PFNB y a
230 en el caso de PNB, se puede inferir que ambos compuestos presentan solo una
constante de disociacion en el rango de pH estudiado y que esa constante seria similar
para ambos compuestos, ya que ambos estan sustituidos en la misma posicién

ademas de ser similares estructuralmente.
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Figura 19A: Dependencia de la absorbancia de PFNB con el pH (2.0 — 7.0) a A 236 y 254 nm.

62



——e0

-

$1.00 4 —=—3.230
2 —e— ). 263

Figura 19B: Dependencia de la absorbancia de PNB con el pH (2.0 —8.0) a 2 230 y 263 nm.

Los datos obtenidos en este estudio fueron utilizados para calcular los pK, de
NB y BNB, de acuerdo a la ecuacion de Henderson-Hasselbach modificada (Ecuacion
5). Los valores de pK, para NB y BNB fueron calculados por el método de regresion
lineal, donde el pH fue la variable dependiente y el log [(Amax - A)J(A - Anin)] la variable
independiente, como se presenta en la Figura 20. De esta forma, los valores de pK,
obtenidos fueron de 4,86 + 0,06 PFNB y de 4,78 + 0,06 para PNB.

De acuerdo a la literatura®®, el valor de la constante de acidez determinado para
benzimidazol por el sistema predictivo computacional, corresponde a un pK, de 5,41
para el nitrégeno en posicion 3 (-N=C-). Por otra parte, existen descritos valores de
pK, determinados por titulacién potenciométrica** para el nitrégeno en posicién 3 del
anillo benzimidazdlico de 5,47 y 5,69, en tanto que para 2-fenilbenzimidazol se
reportan valores de 5,14 y 5,36. En nuestro caso, a través de la técnica
espectrofométrica, se obtuvieron para PFNB un pK, de 4.86 y para PNB uno de 4,79,
ambos para el nitrdgeno en posicion 3. Estos valores coinciden con los pK, calculados
para los otros compuestos integrantes de la serie, lo que daria cuenta del equilibrio

acido base del nitrégeno en posicidén en 3 (Figura 21). Estos valores son cercanos a
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los reportados en literatura para moléculas con el anillo base benzimidazol, lo cual
concordaria con los valores obtenidos para nuestros compuestos de sintesis. Ademas
en comparacion con el pK, obtenido para el nitrégeno en posicion 3 de 2-(o-nitrofenil)-
benzimidazol (5,69), los valores son menores, lo que estaria de acuerdo a lo que se

esperaria obtener con una sustitucion en la posicidon 1 del anillo benzimidazdlico.

1A

5,6 -

»  A236nm ]
5,4

5,2 1

I
Q

5,0 - "

4,6 H

4,4
4,2
4,0

29
T el T T T T T T T T

‘42 40 08 -06 04 02 00 02 04 06 08
Log ([Amax- Al/ [A - Amin))

6,5

= A230nm
6,0

5,5

pH

5,0

T T T T T T
2 3 4

-4 -3 2 -

Log(EAmax—/?\] / [A-A1min])

Figura 20: Determinacién de pKa por UV-Vis mediante la ecuacion de Henderson-Hasselbach.
(A) PFNB (B) PNB.
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Por otro lado, comparando los pK, calculados para PNB y PFNB con el
comportamiento electroquimico, se puede apreciar que existe una relacion directa
entre los quiebres a pH 4,0 para ambos compuestos en el comportamiento del
potencial de reduccion de estos con el pH (Figuras 3a - ¢).

A <O= ¢ 5 o= /g

Figura 21: (A) Sitio de ionizacion de PNB. (B) Sitio de ionizacion de PFNB.

3.5.4 Estabilidad

Se evalud la estabilidad de PNB por PPD, en acetonitrilo/tampén fosfato 0,2 M
(50:50) a pH 3,0 a temperatura ambiente por 5 horas. Para tal efecto se sigui6 la
disminucion de la sefal 2 de PNB, a aproximadamente -330 mV. En las condiciones

ensayadas se encontré que PBN decae aproximadamente un 14% (Figura 22)
-2.5 4

I/ pA

Figura 22: Evolucion en el tiempo de los polarogramas de PNB en acetonitrilo/tampdn fosfato
0.2 M (50:50) a pH 3, a temperatura ambiente por 5 horas
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Al graficar la evolucién de la intensidad de corriente de la sefial 2 en el tiempo
(Fig. 23), se puede apreciar que esta no sufre grandes cambios durante los primeros
30 minutos, sin embargo luego decae linealmente a medida que transcurre el tiempo.
Al graficar las concentraciones correspondientes en esta zona lineal vs tiempo (Fig.
24), se observa que el decaimiento se ajusta a un seudo orden cero, de acuerdo a la
ecuacion: C (M) =-1,9571x107 t (min)+ 1,36x10™* (r = 0,993).

De esta forma, la constante de degradacion para PNB en estas condiciones
corresponde a 1,9571x107 M/min, con lo cual, una disolucion de PNB de

concentracion 1x10* M presentaria una vida media de alrededor de 4 horas

1.55 —
1504 = n
1.45

1.40

Ip/uA

1.35

1.30 .

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
tiempo/minutos

Figura 23: Evolucion en el tiempo de la corriente de la sefial 2 de PNB en acetonitrilo/tampén
fosfato 0.2 M (50:50) a pH 3, a temperatura ambiente por 5 horas.
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1.30 4

Equation y=a+b*x
Adj. R-Square  0.98597
Value Standard Error
1.25 - - Intercept 1.36318E-4 1.01187E-6
Slope -1.95711E-7 1.04274E-8
1.20
=
?\
o
x 1.15
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1.10 H
1.05 T T T T T T T T T T T T 1
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Figura 24: Grafica de orden cero para la degradaciéon de PNB en acetonitrilo/tampon fosfato 0,2
M (50:50) a pH 3,0 a temperatura ambiente.

También se evaluo la estabilidad de PNB a pHs mas alcalinos (7 y 8,2); encontrandose
una disminucion en la intensidad de corriente de la sefial 2 de un 70% a las 6 horas y
75% a las 4 horas, respectivamente, a 25°C en solucién de acetonitrilo/tampén fosfato
0,2 M (50:50) (Figura 25).

E/V

Figura 25: Evolucion de los polarogramas de PNB en el tiempo a temperatura ambiente. A. pH
7,0, acetonitrilo/tampdn fosfato 0,2 M (50/50). B. pH 8,2, acetonitrilo/tampén fosfato
0,2 M (50/50).
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4. CONCLUSIONES

% PNB y PFNB en sus respectivas mezclas de solventes, fueron electro-activos,
presentando respuesta catddica (con dos sefiales para PFNB y tres para PNB) bien
definidas en los rangos estudiados para cada compuesto, empleando PPD o PTAST,
respectivamente. Ademas las senales de reduccion fueron dependientes del pH,

desplazandose hacia potenciales negativos con el aumento de este.

“ Si bien, las rutas sintéticas para estos compuestos ya estaban descritas, es
importante tener en cuenta para una futura repeticion de estas sintesis, el hecho de
que los compuestos son muy sensibles a la presencia de agua en el medio de reaccién
al momento de realizar la acilacién con el haluro de benzoilo, constituyendo el caso
extremo el compuesto N-(4-metoxi-benzoil)-2-(o-nitrofenil)-benzimidazol, cuyo

rendimiento cayo a un 5,36 %.

s Por UV-Vis ambos compuestos presentaron soélo un maximo de absorcion
dependiente del pH a 236 nm para PFNB y a 263 nm para PNB, los cuales fueron
utilizados para determinar sus constantes de acidez, obteniéndose: pK, = 4,86 para
PFNB y un pK,; = 4,79 para PNB. El pK, para ambos compuestos corresponde al

nitrégeno (-N=C-) ubicado en la posicién 3 del anillo benzimidazol.

s  Se desarrollaron metodologias analiticas por PPD, espectrofotometria UV-Vis y
HPLC, obteniéndose resultados con buena resolucion y selectividad. Las tres técnicas
presentaron valores adecuados de reproducibilidad (CV < 4.5%) y repetibilidad (CV <
4%), presentando linealidad en un amplio rango de concentracién, desde 4,0x10° M

hasta 1,0x10* M, para ambos compuestos.

s En el estudio de excipientes farmacéuticos realizado por la técnica PPD con
vistas a futuras formas farmacéuticas, se puede decir que afectan la sefial de
reduccion frente al electrodo de mercurio, disminuyendo la respuesta en forma
significativa, los interferentes involucrados son hidroxipropilcelulosa,

hidroxipropilmetilcelulosa y PEG 400, para ambos compuestos en estudio.
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< El método empleado para la obtencion de log P, resulté satisfactorio y rapido.
Ademas, de los resultados obtenidos, se puede decir que se estos presentan un alto
valor, debido al elevado caracter apolar que presentan el anillo base y los sustituyentes

en el, presentes.

« Del estudio preliminar de estabilidad realizado para PNB a pH 3,0 y a temperatura
ambiente, se obtuvo un decaimiento que se ajusta a un seudo orden cero, con una vida
media de alrededor de 4 hrs. A pHs mas alcalinos (7,0 y 8,2) hubo una degradacion de
la sefal cercana al 70 y 75%, a las 6 y 4 horas, respectivamente, lo cual indica la

elevada inestabilidad de este compuesto en soluciones acuosas a pHs alcalinos.

% En base a los conocimientos fisicoquimicos logrados para estos integrantes de la
serie, podria existir la factibilidad de incluir cambios en las estructuras moleculares de
los compuestos para asi lograr una mayor estabilidad o un mejor paso a través de

membranas.
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