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Resumen

El presente Trabajo de Tesis aborda la investigacion y desarrollo de nuevos profarmacos
de Zidovudina (AZT), con el objetivo de optimizar diversas propiedades biofarmacéuticas
suboOptimas que presenta dicho principio activo. Se plantea como la continuacion de esfuerzos
previos realizados en el grupo de investigacion, centrados en la sintesis y evaluacion de las
propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de otros profarmacos de AZT. Estd enmarcado
dentro del area de la Quimica Medicinal, la cual apunta a la sintesis, identificacion y el
desarrollo de nuevas moléculas con utilidad terapéutica. Esta, es una ciencia interdisciplinaria
que combina la quimica organica, la bioquimica, la quimica computacional, la farmacologia, la
farmacognosia, la biologia molecular, la estadistica, la quimica analitica y la quimica fisica.

Asi, en el Capitulo 1 se presenta una breve introduccién de los aspectos teodricos
relacionados con la problematica que presenta la utilizacion de AZT en pacientes infectados con
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), como asi también las bases que fundamentan el
desarrollo de profarmacos para optimizar las propiedades biofarmacéuticas.

En una primera etapa, se desarrollaron 3 derivados de AZT que responden a la estructura
denominada AZT-Espaciador (Capitulo 2), los cuales han sido sintetizados, caracterizados, y
posteriormente evaluados en términos de su estabilidad quimica, comportamiento en plasma
humano y permeabilidad intestinal. Sobre la base de los resultados obtenidos, se inici6 una
segunda etapa de sintesis, en la cual se conjugaron los derivados obtenidos en el Capitulo 2, con
aminoacidos-O-met (Aa-O-met), sintetizandose 4 nuevos profarmacos de AZT denominados
AZT-Espaciador-Aa-O-met (Capitulo 3). Estos, ademas de ser debidamente caracterizados,
fueron evaluados en términos de sus perfiles biofarmacéuticos, aplicando las metodologias
homologas a las empleadas en el Capitulo 2.

Teniendo en cuenta que la determinacion de la estabilidad quimica y plasmatica son
esenciales durante el desarrollo preclinico de profarmacos, éstos se estudiaron como parte de los
Capitulos 2 y 3 del presente trabajo. Asimismo, uno de los aspectos criticos que presenta la
utilizacion de AZT en farmacoterapia es su limitada biodistribucion, razon por la cual es de
particular interés la determinacion de la fraccion de profarmacos de AZT unida a proteinas

plasmaticas, las cuales se encargan de la biodistribucion de xenobioticos en el organismo. Dichos

\
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estudios son también presentados como parte de la caracterizacion biofarmaceutica de los nuevos
derivados de AZT en los Capitulos 2 y 3.

Un requisito fundamental para que un farmaco ejerza su efecto terapéutico, es que el
mismo llegue a su sitio blanco o sitio de accion luego de su administracion. Considerando a la
via oral, como la mas frecuentemente utilizada por los pacientes, se evalud la permeacion
intestinal de los derivados y profarmacos obtenidos, ya que esta propiedad biofarmacéutica
constituye un aspecto de gran relevancia. Los resultados se compararon con el principio activo,
proponiendo potenciales mecanismos de absorcion y fendmenos de eflujo que suceden a nivel
intestinal.

Atento a la necesidad de obtener resultados confiables y reproducibles, los métodos
analiticos y bioanaliticos utilizados en el presente trabajo, fueron exhaustivamente desarrollados
(Capitulo 4). Para dicho propdsito se utilizaron lineamientos internacionales detallados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) y por la Conferencia Internacional sobre Armonizacion de requisitos técnicos para el
registro de productos farmacéuticos para uso humano (ICH, por sus siglas en inglés).

Sobre la base de los resultados, se resumen las conclusiones generales del trabajo
realizado (Capitulo 5), focalizando sobre las posibles mejoras en las propiedades
biofarmacéuticas halladas para los nuevos profarmacos. Finalmente, se plantean una serie de
proyecciones en el contexto de la continuidad del desarrollo preclinico de los nuevos

profarmacos de AZT descriptos.
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Obijetivos general y especifico

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral, se centra en la obtencién y

evaluacion biofarmacéutica de profarmacos de Zidovudina (AZT), en vistas al desarrollo de

alternativas terapéuticas méas eficaces y seguras para el tratamiento del sindrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Objetivos especificos

. Sintesis, purificacion y caracterizacion de los derivados con estructura

AZT-Espaciador.

. Evaluacion biofarmacéutica de los derivados AZT-Espaciador, estudiando la

estabilidad quimica, el comportamiento plasmatico y la permeabilidad intestinal de

los mismos.

. Sintesis, purificacion y caracterizacion de los profarmacos con estructura

AZT-Espaciador-Aa-O-met.

Evaluacion biofarmacéutica de los profarmacos AZT-Espaciador-Aa-O-met
estudiando la estabilidad quimica, el comportamiento plasmatico y la permeabilidad
intestinal.

Comparacién de los resultados obtenidos para estos profarmacos con los

antecedentes previamente reportados para AZT-Oxa y AZT-Oxa-Aa.
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1. Introduccion

Capitulo 1: Introduccion

1.1 Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)

El sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA), es la pandemia mas
importante de los tiempos modernos. El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el
agente causal del SIDA vy presenta una tasa de letalidad elevada: desde su aparicion en 1981 ha
causado la muerte de méas de 30 millones de personas. Las ultimas estimaciones de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y del Programa Conjunto de las Naciones Unidas
sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) indican que en la actualidad hay 37 millones de personas
infectadas’~. Esta pandemia no afecta a todas las regiones geograficas por igual, sino que lo
hace en mayor proporcion en los paises pobres o emergentes (Figura 1.1). La zona mas afectada
es el Africa oriental y meridional (conocida como Africa negra), representando el 68 % del total
de personas infectadas del mundo. Algunos de los paises en que mas incide esta epidemia son:

Etiopia, Nigeria, Sudafrica, Zambia y Zimbawe*.

Personas que viven con VIH en 2016

Africa Asiayel  Buropaoccidental
occidental y mar Pacifico Y central.y
central Norteamérica

Américalatina  Europa del

Africa oriental ;
ycentral  EsteyAsia

y meridional

194millones 6,1 millones 5,1millones 2,1 millones 2,1 millones 1,6 millones

itifin feednd 0060 | deed  #hd
Figura 1.1. Prevalencia del SIDA en 20162,

Cada afo se producen 2 millones de nuevas infecciones y fallece mas de un millon de
personas en todo el mundo®. En mas de 30 afios de lucha contra el SIDA se han producido
grandes avances cientificos, los cuales se han trasladado de una forma ejemplar a la vida real y
han permitido que la infeccion por el VIH sea ahora una enfermedad crénica controlable. Un hito
cientifico importante fue la identificacion del VIH en 1983, solo 2 afios después de declararse los

primeros casos de SIDA en Estados Unidos. Poco después pudo conocerse con detalle la



1. Introduccion

organizacion genética del virus y se demostro que la principal diana del VIH son los linfocitos T-
CD4(+)>®.

Se sabe que suelen infectar los linfocitos T-CD4(+) activados, en ellos se inicia la
transcripcion del genoma del VIH y en pocas horas se produce una replicacion viral masiva con
destruccion de la célula infectada’®. Con el paso del tiempo, la destruccion celular progresiva
conduce a una linfopenia T-CD4(+), con dafio en los ganglios linfaticos y otros tejidos linfoides,
provocando una desregulacién general de la funcién inmune. En aproximadamente 10 afios el
enfermo desarrolla una inmunodeficiencia grave® .

Desde la identificacion del agente causal, se han desarrollado farmacos antivirales cada
vez mas eficaces y se ha documentado un descenso continuado de la mortalidad global por
SIDA. Actualmente, los tratamientos antivirales denominados Highly Active Antiretroviral
Therapy (HAART, por sus siglas en inglés), pueden lograr la supresion viroldgica (definida como
la incapacidad para detectar virus en la sangre mediante técnicas moleculares muy sensibles) en
casi el 90% de los casos™?, lo que se ha traducido en un elevado porcentaje de pacientes que estan
controlados virolégicamente, en quienes el virus se encuentra en un estado de latencia o sin
replicacion®?, Ademas, gracias al uso generalizado de profilaxis con antivirales durante el
embarazo, se ha logrado practicamente eliminar la transmisién vertical de la infeccion madre-
hijo en los paises desarrollados 3.

La administracion prolongada de los farmacos antivirales presenta muchos
inconvenientes y no erradica la infeccion'*1°, Se sabe que en pacientes que se mantienen en una
situacion de supresion virolégica con el HAART, siguen manteniendo ADN proviral con
capacidad replicativa. Se ha demostrado que la suspension del tratamiento en estos pacientes,
presenta como consecuencia un repunte de la carga y replicacion viral debido a la existencia de
reservorios virales en los ganglios linfaticos, el tejido linfoide asociado al intestino y a nivel del
sistema nervioso central'®’.

La transmision del VIH se produce por el intercambio de sangre o fluidos corporales que
contienen el virus, habiéndose descripto como principales vias de transmision el contacto sexual,
la inoculacion parenteral y el paso del virus desde las madres infectadas a sus hijos. La
transmision sexual es el modo de infeccion predominante en todo el mundo, siendo la
responsable de més del 75 % de los casos de contagio del VVIH. Por otra parte, se ha descripto la
transmision por via parenteral del VIH en tres grupos de personas: consumidores de drogas de
abuso por via endovenosa, hemofilicos y receptores de transfusiones sanguineas, siendo los

primeros el grupo mas numeroso.



1. Introduccion

1.1.1 Ciclo replicativo del VIH

El VIH es un virus que contiene como material genético un acido ribonucleico (ARN),
por lo cual pertenece a la familia Retroviridae, concretamente a la subfamilia lentivirus'®. Posee
una estructura esférica de 100 nm de diametro. Como parte de la maquinaria sintética del VIH es
posible encontrar a enzimas propias del virus, como la transcriptasa reversa (TR), la integrasa
(IN) y la proteasa (PR) (Figura 1.2).

Gp120 Membrana

Proteasa
Matriz

Acido nucleico:

Capside ARN

Integrasa "
g Transcriptasa

reversa

Figura 1.2. Estructura del VIH

Como se ha mencionado anteriormente, el VIH infecta de manera selectiva a los
linfocitos T CD4(+), fendbmeno que ocurre siguiendo diversos pasos secuenciales muy
especificos. En particular, el ciclo replicativo del VIH se divide en las siguientes etapas (Figura
1_3)19,20:

1-Entrada del virus en la célula: ElI VIH se une a los linfocitos CD4+, a través de su
glicoproteina de superficie gp120, produciendo un cambio conformacional que permite la
interaccion con un correceptor, conocido como C-C quimiocina receptora tipo 5 (CCR5). Esta
interaccion provoca un cambio en la glicoproteina transmembrana gp41, que forma parte de la
capside viral, e induce la fusién con la membrana de la célula infectada. Este reconocimiento es
fundamental para que el virus pueda penetrar en la célula huésped y asi continuar con el proceso
de replicacion.

2- Transcripcion inversa e integracion: Tras la fusion e ingreso del virus al linfocito, se
produce la liberacion del genoma viral y se inicia el proceso de retrotranscripcion. La TR es la
enzima encargada de convertir el ARN viral en una doble hebra de ADN, conocido como ADN

proviral. Este, una vez sintetizado, se acopla a distintos factores celulares y virales formando el
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“complejo de preintegracion”. Este complejo se desplaza al nicleo celular para integrarse en el

genoma de la célula huésped, fendmeno que es catalizado por intervencion de la enzima IN.
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Figura 1.3. Ciclo de replicacién del VIH.

3- Periodo de latencia: Tras la integracién, el VIH puede permanecer latente, replicarse
de forma controlada o sufrir una replicacién masiva que resulta en un efecto letal para la célula
infectada. En la mayoria de los linfocitos el virus permanece en forma latente. La reactivacion de
la replicacion viral depende de factores celulares, como el factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), el cual es inducido en procesos de
activaciéon inmunoldégica. Tras dicha activacion, la replicacion viral se vuelve rapida y agresiva.

4- Transcripcion del ADN viral: Producida la activacién de la replicacion viral,
continua el proceso de transcripcién, el cual da como resultado la sintesis del correspondiente
ARN mensajero (ARNm). Dicho ARNm es complejo y se encuentra constituido por una
sucesion de intrones (partes no informativas) y exones (partes informativas), razén por la cual
debe ser procesado por “cortes” y “reempalmes” antes de que la informacién que contiene pueda
utilizarse para sintetizar las proteinas virales correspondientes. Una vez procesado, el ARNm
puede salir del nucleo a través de los poros nucleares e iniciar la etapa siguiente del ciclo viral.

5- Traduccién: Una vez en el citoplasma, el ARNm proporciona la informacién para la

traduccion, es decir, la sintesis de proteinas virales, la cual se realiza empleando la maquinaria
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molecular de la célula infectada, siendo los ribosomas una parte fundamental. Como resultado de
dicho proceso no se obtienen proteinas directamente funcionales, sino que constituyen una serie
de poliproteinas de alto peso molecular que ain deben ser seccionadas en los correspondientes
fragmentos funcionales. Dicho procesamiento es llevado a cabo por accion de las proteasas,
enzimas especificas del VIH, originando las diversas cadenas polipeptidicas requeridas para
formar una nueva particula viral funcional. Finalmente, las proteinas virales sintetizadas se
ensamblan, junto con copias de ARN provirales, para formar los componentes internos de la
estructura del virion.

6- Gemacion: Este es el ultimo paso y tiene lugar cuando los nucleoides virales se
aproximan a la membrana plasmatica y son envueltos por la misma como una vesicula que
termina por desprenderse de la célula infectada, formando un nuevo virion o particula viral
infectiva que es liberada al entorno. De acuerdo al ciclo viral descripto, en cada célula infectada
pueden ensamblarse varios miles de nuevos viriones, aunque muchos son incompletos y no
pueden infectar nuevos linfocitos. La alta tasa de desgaste metabdlico que ello significa, implica
la lisis de linfocito T CD4+ infectado, originando la inmunosupresion que caracteriza a la

evolucion clinica del VIH.

1.2 Terapia anti-VIH

La terapia anti-VIH, ha modificado la probleméatica sanitaria de la infeccion,
convirtiéndola en una patologia crénica y reduciendo la tasa de mortalidad de los pacientes. El
uso combinado de diferentes farmacos antivirales ha permitido controlar la replicacién viral,
disminuir la aparicion de cepas resistentes, preservar y/o restaurar el sistema inmune en un alto
porcentaje de pacientes, aproximando la esperanza de vida de portadores del VIH cada vez mas a
la de la poblacidn general. No obstante, la terapia combinada no erradica los reservorios virales,
por lo cual los pacientes deben mantener el tratamiento antiviral de por vida. Por otro lado, la
complejidad de algunos esquemas de dosificacién y sus efectos adversos dificultan el
cumplimiento del tratamiento por parte del paciente, conllevando no solo a fallas terapéuticas
sino también aumentando el riesgo de desarrollo de resistencias a los antivirales'?2?,

En la actualidad se dispone de diversos farmacos que han sido aprobados por la Food
and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés), para el tratamiento de la infeccion por
VIH. De acuerdo a la etapa que interrumpe el ciclo de replicacién del virus, se los puede
clasificar en 6 familias: a) Inhibidores Nucleosidicos de la Transcriptasa Reversa (INTR), b)
Inhibidores no Nucleosidicos de la Transcriptasa Reversa (INNTR), c) Inhibidores de la Proteasa
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(IP), d) Inhibidores de la Fusion (IF), e) Inhibidores de la Integrasa (INIs) e f) Inhibidores de
CCR5%,

Si bien llevan ya mas de 30 afios de utilizacion en clinica, el desarrollo de INTR continda
siendo un area de interés cientifico significativo, fundamentalmente orientado a la bisqueda y

optimizacion de farmacos antivirales mas seguros y eficaces.

1.2.1 Inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa reversa (INTR)

Los INTR fueron los primeros farmacos anti-VIH utilizados en terapia humana. Estos
compuestos son inactivos como tales y requieren de una activacion intracelular para ejercer su
accion farmacoldgica. En la Figura 1.4 se muestran las estructuras quimicas de los INTR
utilizados actualmente en la terapia anti-VIH: a) zidovudina (AZT), b) didanosina (DDI), c)
zalcitabina (DDC), d) lamivudina (3TC), e) emtricitabina (FTC) y f) abacavir (ABC).
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Figura 1.4. Inhibidores Nucleosidicos de la Transcriptasa Reversa (INTR) aprobados para
terapia en humanos: a) Zidovudina (AZT), b) Didanosina (DDI), ¢) Zalcitabina (DDC), d)
Lamivudina (3TC), e) Emtricitabina (FTC) y e) Abacavir (ABC).

Como se ha mencionado, los INTR son compuestos farmacologicamente inactivos como
tales, requiriendo de una bioactivacion por trifosforilacion en el interior del citoplasma por la
accion de enzimas quinasas celulares. Por homologia estructural con los nucle6tidos naturales,

los INTR trifosforilados compiten por la incorporacion a la cadena de ADN proviral, proceso
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mediado por la enzima TR. Como se puede observar en la Figura 1.4, los INTR no presentan el
grupo 3’-OH que poseen los nucleotidos naturales (tales como timidina, Figura 1.5.A). La
ausencia de dicho grupo funcional imposibilita que se establezcan los puentes 3’-5 trifosfatos
caracteristicos de las cadenas de ADN, interrumpiendo el proceso de elongacion de la hebra de
ADN proviral que normalmente es sintetizada mediante la enzima TR. Es decir, que los INTR
presentan una actividad antiviral originada en la inhibicion de la sintesis del ADN viral por

competicion con la incorporacion del nucledtido natural, impidiendo la formacion de ADN viral.

1.2.2 Zidovudina

La timidina (Figura 1.5.A) es un nucleésido que forma parte de las bases que constituyen
el ADN. Timidina debe trifosforilarse para ser incorporado por la TR como nucleétido de la
cadena de ADN proviral. La zidovudina (AZT, Figura 1.5.B), es un analogo estructural de la
timidina, el cual posee un grupo azido (Ns) en reemplazo del 3"-OH de la subestructura de
ribosa. Zidovudina fue sintetizada por primera vez en 1964 y se utiliz6 con poco éxito en el
tratamiento de tumores. Tras la aparicion del SIDA, y en un contexto de emergencia sanitaria,
AZT fue aprobado en 1987 por la FDA para el tratamiento de la infeccion por VIH. Como todos
los INTR, AZT debe trifosforilarse en el citoplasma celular por la accion secuencial de enzimas
timidinquinasas celulares para sintetizar la forma mono, di y trifosforilada, siendo esta ultima la

que acttia como inhibidor competitivo de timidina trifosfato.
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Figura 1.5. Estructuras quimicas de A) Timidina. B) Zidovudina.
1.2.2.1 Limitaciones en la terapia antiviral con AZT
AZT esta indicado para el tratamiento de la infeccion por VIH en combinacion con otros

agentes antivirales, asi como también para la prevencion de la transmision materno-fetal del

VIH. También la monoterapia con AZT redujo la transmision del VIH de madre a hijo en un
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69% de los pacientes infectados?3. A pesar de su comprobada eficacia terapéutica, la utilizacion
de AZT se ha asociado a la aparicion de numerosos efectos adversos, tales como cefalea,
malestar general, nauseas, anorexia y vomitos?®. También se han reportado efectos adversos
especificos relacionados con la inhibicion de la DNA polimerasa a nivel mitocondrial por accion
de AZT %2, efecto citotoxico que conlleva a una marcada disminucion en el nimero de
eritrocitos y neutréfilos en circulacion sanguinea. Dichos efectos adversos son particularmente
relevantes como parte de la administracion cronica de AZT?5. Es posible mencionar entonces que
los efectos citotoxicos de AZT se encuentran estrechamente relacionados a su mecanismo de
accion antiviral, es decir la inhibicion de enzimas del tipo DNA polimerasas (TR y DNA
polimerasa mitocondrial).

Por otra parte, los aspectos farmacocinéticos de AZT no son 6ptimos, lo cual conlleva a
la necesidad de administrar dosis altas (600 mg/dia) y frecuentes, aumentando ain mas la
incidencia de los efectos adversos en los pacientes. La biodisponibilidad oral de AZT, es una de
las propiedades subdptimas que presenta mayor relevancia como parte de su perfil
farmacocinético suboptimo. Si bien dicha biodisponiblidad no es excesivamente baja (ronda el
65%), si presenta una variabilidad muy significativa y que puede llegar a comprometer la
eficacia terapéutica. Ello es debido fundamentalmente a problemas de absorcion erratica
mediada por la accion de proteinas de eflujo a nivel intestinal, las cuales disminuyen la fraccién
de farmaco absorbido, provocando una variabilidad en la biodisponibilidad de AZT intra e inter
paciente?®. Sumado a los problemas de eflujo, una vez que AZT es absorbido, se observa una
elevada tasa de metabolismo de primer paso hepatico como consecuencia de una rapida y
eficiente glucuronidacion sobre la posicion 5’0OH del farmaco, originando a 5'-glucuronil-
zidovudina(G-AZT). Dicha accion es catalizada por la enzima hepatica UDP-
glucuroniltransferasa, originando un metabolito que presenta el 5"-OH bloqueado, generando asi
un compuesto inactivo frente a la TR dado que no es capaz de sufrir trifosforilacion. Finalmente,
el G-AZT es excretado de manera muy eficiente principalmente por orina?2%2°,

La escasa fraccion de AZT que llega a circulacion sistémica una vez administrado por via
oral presenta una pobre distribucién a nivel de los fluidos extravasculares, debido a la baja unién
que presenta a proteinas plasmaticas, las cuales son las encargadas de transportar los farmacos en
el organismo?’. De manera simultanea, dicho fendmeno deja también expuesto al principio
activo para que sea metabolizado rapidamente a nivel plasmatico, originando un tiempo de vida
media (ti2) plasmatico de aproximadamente 1 h. Como consecuencia de ello, el AZT que es

capaz de absorberse a nivel intestinal presenta una rapida disminucion de la concentracion
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plasmatica, llegando a niveles por debajo de la concentracion efectiva minima requerida para
inhibir la replicacion viral?®.

Otra caracteristica farmacocinética suboptima que presenta AZT y que se encuentra
asociada a su limitada biodistribucion, es la baja concentracion que alcanza en el sistema
nervioso central (SNC), ain luego de periodos prolongados y sostenidos de terapia antiviral. Se
ha reportado que dicho problema no depende de la capacidad de llegada del farmaco al SNC, ya
que la molécula de AZT presenta una lipofilicidad que permite el paso a través de la barrera
hematoencefélica (BHE), sino que se encuentra originado en el eflujo activo que sufre y que es
mediado por proteinas de eflujo presentes en dicha barrera®®, Este aspecto, lleva a la generacion
de reservorios de particulas virales en el SNC, a partir de los cuales se puede producir un rebrote
de la replicacion viral sistémica si el paciente suspende el tratamiento?®?°. Los fendmenos de
eflujo también se observan en los linfocitos, en los cuales provocan una disminucién rapida de la
concentracion del antiviral en el interior de la célula blanco®32,

En la Figura 1.6, se resumen las principales propiedades farmacocinéticas subdptimas que

presenta AZT y las consecuencias biofarmacéuticas de las mismas.
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Figura 1.6. Esquema del proceso de absorcion, distribucién y metabolismo de AZT.

“ASH: Albumina sérica humana; t1/2: tiempo de vida media

En este contexto, AZT como muchos otros farmacos, se encuentra enmarcado en un
escenario en donde las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas no estan conectadas
entre si 3. Es decir, que a la potencia anti-VIH del AZT no la acompafia propiedades
farmacocinéticas optimas, en lo referido a su absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion
(ADME).
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De acuerdo a lo planteado, y a pesar de los serios efectos adversos y aspectos
farmacocinéticos suboptimos relacionados a su utilizacion clinica, AZT sigue siendo uno de los
farmacos de eleccion como INTR, que forman parte de los cdcteles antiretrovirales usados
actualmente para el tratamiento del SIDA. Ello es debido a su demostrada eficacia clinica, y
relativa alta potencia antiviral, argumentos que motivan al desarrollo de estrategias que permitan
optimizar sus propiedades farmacocinéticas para adecuarlas a la utilizacion segura por parte de
pacientes. Entre dichas estrategias, es posible mencionar el disefio de profarmacos por
derivatizacién del 5 -OH, la que tienen como objetivo disminuir la tasa de metabolismo hepatico
que sufre AZT luego de ser absorbido a nivel intestinal, optimizar la biodisponibilidad oral y
aumentar la afinidad por las proteinas plasmaticas, conllevando asi a un aumento en el tiempo de
permanencia de AZT en el plasma. Logrados dichos objetivos, seria posible reducir
significativamente las dosis administradas a los pacientes y por consecuencia una disminucion de

la incidencia de los efectos secundarios asociados a la terapia®.

1.3 Profarmacos

Un farmaco ideal es aquel que es activo, facil de formular, con buena absorcion por via
oral, con un perfil farmacocinético adecuado, que es eliminado por rifion o transformado en
metabolitos no toxicos y excretado por orina. Sin embargo, no siempre se obtiene un farmaco
que cumpla todos estos requisitos. El descubrimiento y desarrollo de un nuevo farmaco es un
proceso largo, complejo e incierto que requiere entre 12 y 24 afios desde que se inicia el proyecto
hasta que eventualmente se logra la comercializacion®*. Una de las principales causas por las que
un potencial farmaco puede fracasar en su desarrollo como molécula con uso terapéutico, es que
presente propiedades farmacocinéticas desfavorables en la absorcion, distribucion, metabolismo
o eliminacion 33, Con el objetivo de superar estas propiedades no deseadas que presentan
algunas moléculas y que limitan su desarrollo hacia un farmaco con utilidad terapéutica, se
pueden llevar a cabo variaciones en la formulacién del farmaco, la sintesis de analogos del
compuesto o el desarrollo de profarmacos. Esto ultimo, presenta la ventaja de modificar de
forma temporal las propiedades del farmaco activo.

La accion de los farmacos estd gobernada por las fases farmacéutica, farmacocinética y
farmacodinamica, las cuales se encuentran interconectadas entre si®"®, La fase farmacéutica esta
enmarcada en el tipo de formulacion que se administra al paciente, mientras que la fase
farmacocinética esta dada por los eventos ADME vy la fase farmacodinamica por la interaccion
farmaco-receptor. El disefio de profarmacos obedece a un intento de optimizar las propiedades

10
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farmacocinéticas de un principio activo, ya que modificando algunas de estas propiedades
también se pueden producir cambios en la fase farmacéutica y/o en la farmacodinamica,
confiriendo asi una mayor complejidad al proceso de disefio de un profarmaco. La mayoria de
los profarmacos comercializados o que se encuentran en fase de desarrollo clinico, han sido
disefiados principalmente con dos objetivos: mejorar la biodisponibilidad del farmaco y lograr su
accion en lugares especificos como drganos o tejidos®. Es decir que los profarmacos pueden
mejorar las propiedades farmacocinéticas de un principio activo conectandolas con las
propiedades farmacodinamicas del mismo.

Los profarmacos son compuestos inactivos como tales, que requieren de proceso de
bioactivacion in vivo, regenerando el farmaco activo original (Figura 1.7). En este sentido, los
profarmacos pueden considerarse como compuestos que contienen un complemento molecular
transitorios, que no resultan tdxicos y que optimizan o eliminan propiedades desfavorables del
principio activo, principalmente del tipo farmacocinético®.

Los profarmacos se pueden clasificar esencialmente en dos clases: a) profarmacos unidos
a un complemento molecular y b) bioprecursores. Estos altimos, resultan de la modificacion de
la estructura molecular del farmaco y necesitan una activacion metabdlica en el organismo
mediante un proceso inverso al de las reacciones metabolicas del tipo I (ej. oxidacion, reduccién,
fosforilacion) para regenerar el principio activo®. Ya se ha mencionado que los INTR requieren
de una trifosforilacién para exhibir actividad bioldgica, razon por la cual pueden ser
considerados como bioprecursores. Por otra parte, en los profarmacos unidos a complemento
molecular, el fairmaco se une a una estructura quimica de manera transitoria mediante un enlace
covalente temporal. Los tipos de enlace mas comlUnmente utilizados para obtenerlos son el
enlace éster, amida, carbamato, carbonato, éter, imina o fosfato (Figura 1.7). La escision del
complemento molecular regenera al farmaco activo y al menos un producto secundario: el
complemento molecular. En el disefio de este tipo de profarmacos se deben cumplir los

siguientes requisitos®:

La union entre los fragmentos debe ser covalente.
El profarmaco debe ser inactivo.
El enlace debe ser clivado in vivo.

El profarmaco y el complemento molecular no deben ser toxicos.

NN X X X

La regeneracién del farmaco debe ser rapida e idealmente en el lugar de accion.

11
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Figura 1.7. Bioactivacion in vivo de profarmacos mediante transformaciones enzimaticas y/o

quimicas.

En el organismo, la hidrolisis de ésteres, amidas y algunos tioésteres, es catalizada
principalmente por enzimas del tipo esterasas, las cuales se encuentran ampliamente distribuidas
por todo el organismo. Las carboxilesterasas (CES) son las esterasas mas importantes en
humanos y por su homologia estructural se las clasifican en diversas subfamilias. Entre ellas, la
subfamilia CESh1 presente principalmente en higado, y las CESh2 expresadas en mayor medida
a nivel intestinal “°. Las CESh1 y CESh2 se consideran significativamente diferentes, ya que las
primeras hidrolizan preferentemente sustratos con un grupo alquilo pequefio y un grupo acilo
mas grande, en cambio CESh2 lo hace de manera inversa*’. Debido a la elevada presencia de
estas enzimas en el organismo, los enlaces tipo éster entre el principio activo y el complemento
molecular han demostrado ser muy Utiles para la preparacion de profarmacos, fundamentalmente
debido a que presentan una susceptibilidad adecuada a la hidrélisis*.

Existen diferentes tipos de complementos moleculares (Figura 1.8) que se utilizan para
generar profarmacos que mejoren las propiedades desfavorables de los principios activos. La
seleccién del complemento depende del propdsito para el cual se disefia el profarmaco, el tipo de
grupos funcionales que es posible derivatizar en el principio activo, los mecanismos de
conversion quimica y enziméatica del profarmaco al farmaco, la biocompatibilidad del
complemento molecular y su disponibilidad en el mercado. En este sentido, los aminoacidos
como complementos moleculares ofrecen varias ventajas, como por ejemplo su demostrada

seguridad, amplia diversidad estructural y disponibilidad comercial*3#4,
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Figura 1.8. Tipos de complementos moleculares utilizados en el disefio de profarmacos.

La union entre el farmaco y el complemento molecular puede ser directa o a través de un
grupo espaciador. A éste ultimo tipo se los conoce como “profarmacos mdaltiples™, en los cuales
el grupo espaciador puede modificar propiedades de lipofilicidad, velocidad de regeneracion del

principio activo, permeabilidad, etc. del profarmaco conteniendo el complemento molecular®®.

1.3.1 Profarmacos de zidovudina (AZT)

Existen diversos reportes en los cuales se emplean una gran diversidad de estrategias para
generar profarmacos de AZT. En la gran mayoria de ellos se opta por derivatizar la posicion
5°-0OH,2846-0 ya que como se ha comentado previamente la modificacion quimica de dicha
posicién impide la trifosforilacién (y activacion) del farmaco. Entre los reportes mas relevantes
puede mencionarse la generacion de ésteres de AZT con &cido retinoico®, &cido 1,4-
dihidronicotinico®?, esteroides acidos®?, lipidos> y glucosidos lipofilicos >*.

Los aportes del grupo de investigacion al tema son diversos “4°°% incluyendo el estudio
exhaustivo respecto de la obtencién de profarmacos de AZT por combinacion con aminoacidos
esenciales empleando 4cido oxalico como grupo “espaciador” 8 (Figura 1.9). Algunos de estos
profarmacos han demostrado presentar propiedades fisicoquimicas optimizadas respecto del
farmaco original, y dado que son capaces de regenerar al AZT pueden mantener la potencia
antiviral del mismo., También se ha observado una reducida citotoxicidad celular para algunos
de derivados *°. A pesar de esto, ninguno de los profarmacos disefiados previamente en el grupo
de trabajo, ha exhibido beneficios significativos en lo referido a su performance biofarmacéutica
in vitro, estudiada empleando tejidos de animales de experimentacion. Ello se debe a la limitada

estabilidad en matrices bioldgicas (plasma y homogenato de tejidos) que presentan dichos
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1. Introduccion

profarmacos °°8, Por este motivo, la motivacion para el redisefio y optimizacion de estos

aspectos ha dado origen a las actividades e hipétesis propuestas para el presente trabajo de tesis.

0 0
Ty r
0 N~ 0 R O N~ 0
o)
0 o T 0
Ng N,
AZT-Oxa AZT-Oxa-Aa
Profarmaco Aminoéacido (Aa)
AZT-Oxa-Leu I-leucina
AZT-Oxa-lLeu I-isoleucina
AZT-Oxa-Val I-valina
AZT-Oxa-Fen I-fenilalanina
AZT-Oxa-Pro I-prolina
AZT-Oxa-Trip I-triptéfano
AZT-Oxa-Tir I-tirosina

Figura 1.9. Estructura quimica de AZT-Oxa y AZT-Oxa-Aa.

1.4 Obijetivos general y especificos

Teniendo en cuenta la problemaética actual del SIDA y de los farmacos aprobados para su
tratamiento, se plantea como objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral, la obtencion y
evaluacion biofarmacéutica de nuevos profarmacos de AZT obtenidos por combinacion con
aminoacidos esenciales, en vistas al desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas mas eficaces y
seguras para el tratamiento del SIDA.

Basandose en los antecedentes presentados, se plantea obtener en una primera etapa
derivados de AZT por combinacion de &cidos dicarboxilicos como grupos espaciadores
(Capitulo 2), que luego en una segunda etapa serdn combinados con aminoacidos esenciales
(Capitulo 3). La utilizacion de acidos dicarboxilicos tiene como objetivo evaluar si la separacién
entre los grupos carbonilos permite mejorar la estabilidad quimica del profarmaco. Asimismo, se

evaluard la posibilidad de obtener profarmacos que presenten mdaltiples etapas de degradacion
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1. Introduccion

con el fin de aumentar la permanencia del profarmaco en el organismo y por consecuencia una

regeneracion modulada de AZT.

Sobre la base de lo expuesto, se plantean los objetivos especificos, los cuéles se pueden

organizar segun las etapas previstas para el desarrollo del proyecto:

. Sintesis, purificacién y caracterizacion fisicoquimica de derivados con estructura

AZT-Espaciador (Capitulo 2).

. Evaluacion biofarmacéutica de los derivados AZT-Espaciador, estudiando la

estabilidad quimica, el comportamiento plasmatico y la permeabilidad intestinal de

los mismos (Capitulo 2).

. Sintesis, purificacion y caracterizacion fisicoquimica de los profarmacos con

estructura AZT-Espaciador-Aa-O-met (Capitulo 3).

Evaluacion biofarmacéutica de AZT-Espaciador-Aa-O-met, estudiando la
estabilidad quimica, el comportamiento plasmatico y la permeabilidad intestinal de
los mismos (Capitulo 3).

Comparacion de los resultados obtenidos para los nuevos profarmacos con los

antecedentes existente para AZT-Oxa.
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2. Sintesis y evaluacién biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador

Capitulo 2: Sintesis y evaluacion biofarmacéutica de
derivados “AZT-Espaciador”

AZT es uno de los numerosos farmacos que a pesar de su demostrada eficacia
terapéutica, presenta propiedades biofarmacéuticas desfavorables, tales como absorcion
intestinal erratica, alto metabolismo de primer paso hepatico y corta vida media plasmatica?®,
entre otras. Estas propiedades suboptimas, conllevan a la administracién de dosis altas y
repetidas del principio activo para mantener su concentracion plasmatica efectiva, acentuando
aun mas los efectos toxicos que presenta. Como se describid anteriormente, una de las estrategias
utilizadas para conectar las propiedades farmacocinéticas con las farmacodinamicas es la
generacion de profarmacos. Los mismos, son moléculas farmacologicamente inactivas que en el
organismo regeneran el principio activo, a través de procesos de biotransformacion.

El objetivo planteado para esta etapa del Trabajo de Tesis, es la sintesis y evaluacion
biofarmacéutica de nuevos derivados de AZT, denominados “AZT-Espaciador ”, los cuéles son
obtenidos a partir de la conjugacion de AZT con diversos &cidos dicarboxilicos de cadena
carbonada lineal. Estos profarmacos seran utilizados para la sintesis de los profarmacos de AZT
conteniendo aminoacidos esenciales. Debido a que los derivados AZT-Espaciador sintetizados
pueden ser regenerados en el organismo, se evaluara si los mismos presentan propiedades
biofarmacéuticas optimizadas con respecto al principio activo.

Para alcanzar el objetivo propuesto se plantean las siguientes etapas de trabajo:

1) Sintesis de nuevos derivados
2) Estudios de estabilidad quimica
3) Estudios en plasma humano

4) Estudios de permeabilidad intestinal
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2. Sintesis y evaluacién biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador

2.1 Sintesis de derivados “AZT-Espaciador”

2.1.1 Introduccién

En esta primera etapa del Trabajo de Tesis, se planteo la obtencion de ésteres de AZT por
conjugacion con &cidos dicarboxilicos (Figura 2.1). Entre las metodologias de esterificacion
comunmente utilizadas, se pueden encontrar reacciones realizadas sin catalizador y a altas
temperaturas, empleando catalizadores como los acidos de Bronsted o Lewis, que emplean como

agentes acoplantes a carbodiimidas®® !, o bien, utilizando enzimas®?,

o

O
)k " — > )J\ Re H,0
Ri OH R,——OH R o + 2

Figura 2.1. Reaccion general para obtener ésteres.

Existen diversos reportes, en los cuales se generan derivados de AZT por conjugacion
con &cidos dicarboxilicos, a partir de la utilizacion de anhidridos de &cidos 4%, Esta estrategia
de sintesis, posibilita obtener productos con buenos rendimientos sin presencia de subproductos,
pero tiene como limitante la escasa disponibilidad comercial e inestabilidad de los di&cidos en su
forma de anhidrido ciclico®®.Otra estrategia para la obtencion de ésteres es el método de
esterificacion de Steglich®’, mediante el cual se pueden generar ésteres a partir de un acido
carboxilico y un alcohol, en presencia de N’,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 4-
(N,N"dimetilamino) piridina (DMAP). La utilizacion de la DCC como activador del grupo
carboxilico, permite llevar a cabo reacciones en condiciones suaves, empleando una gran
diversidad de reactivos conteniendo diversos grupos funcionales®:6¢-70

El mecanismo de esterificaciébn mediada por DCC involucra varios pasos, los cuales se

describen en la Figura 2.2™:
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2. Sintesis y evaluacién biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador

o > QL oU!
K
S )K( O ' g Y
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R o~ + C R o HN” \O)J\R — = %o
Il _—
N
\O / @ O-acilurea (j N-acilurea
Z R_ _O R._O
E/H o) Y Y
C N N
Aol Ny — -
W S0 SR N )TN hid @
/ -DHU | N
DMAP + -
PANS No
R\(O // _______________________
DMAP :
N 0 . : o] o
N :
D _H
R 0 R o R
1) .
e Anhidrido de 4cido

éster

Figura 2.2. Mecanismo de reaccion para la obtencion de ésteres

1) Inicialmente, la DCC actla como base abstrayendo el proton del acido carboxilico, el
cual en su forma ionizada realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono cuaternario de la
DCC, formandose una O-acilurea como intermediario reactivo (Figura 2.2, Etapa 1).

2) En una préxima etapa la DMAP, reacciona con la O-acilurea formando una amida
reactiva y diciclohexilurea (DHU) (Figura 2.2, Etapa 2).

3) La amida reactiva, reacciona con otra molécula de acido carboxilico para generar “in
situ” el correspondiente anhidrido de acido (Figura 2.2, Etapa 3).

4) El alcohol se adiciona a uno de los carbonilos activados del anhidrido generado a través
de un ataque nucleofilico, obteniéndose el correspondiente éster (Figura 2.2, Etapa 4).

La adicion de DMAP es fundamental para la formacion eficiente del éster, ya que sin la
presencia de este catalizador, la O-acilurea se reordena desplazando la reaccion hacia la

formacion de una N-acilurea no reactiva, la cual imposibilita la formacion del éster
correspondiente’?"3(Figura 2.2, Etapa 1).
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2. Sintesis y evaluacién biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador
2.1.2 Objetivos

El objetivo de esta etapa de trabajo, es obtener nuevos derivados de AZT por
esterificacion del 5°-OH con &cidos dicarboxilicos de cadena carbonada lineal, especificamente
con el acido succinico, glutérico y adipico. Estos diacidos son considerados grupos Espaciadores
en la estructura general de los profarmacos multiples que se desarrollan en el presente Trabajo de
Tesis. El método sintético seleccionado fue la esterificacion de Steglich®’. Los nuevos derivados

presentan la siguiente estructura general (Figura 2.3):

AZT — ESPACIADOR

Figura 2.3. Estructuras generales de los derivados de AZT desarrollados en el capitulo 2.
2.1.3 Resultados y discusiones
Los derivados planteados que son objeto de sintesis son: AZT-Succinico (AZT-Suc, 1),

AZT-Glutarico (AZT-Glu, 2) y AZT-Adipico (AZT-Adi, 3), los cuales se representan en la
Figura 2.4 y Anexo 1.

o Compuesto n
NH

/& 1; AZT-Suc 2
N 6]
HO\ﬂ/(CHZ)nTO o 2; AZT-Glu 3
o} o .
N 3; AZT-Adi 4
3

Figura 2.4. Estructuras de los derivados AZT-Espaciador.
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2. Sintesis y evaluacién biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador
2.1.3.1 Condiciones de reaccion

La reaccion de esterificacion, se puede representar como se muestra en la Figura 2.5.

(o}

o
\fJ\NH \fJ\NH
l N/go N/go
o AZT/O\H/(CHZ
+ o)

HO. HO.__(CHy),__O O
AZT
0 . HO\H/(CHz)n \H/OH DCC/DMAP jof To]/ To(
e
Nj ° © CH,Cl, anh. Ns
Ac. Succinicon =2 _ Bimero
Ac. Glutarico n=3 Mn=2
Ac. Adipico n=4 Producto g; n= 3
n=

*DCC: Dimetilaminopiridina. DMAP: N,N'-diciclohexilcarbodiimida

Figura 2.5. Esquema de sintesis de los derivados AZT-Espaciador.

Basandose en el mecanismo de reaccion planteado en la Figura 2.2, la sintesis de los
nuevos profarmacos se realizd en dos etapas consecutivas. En la primera, se formo el anhidrido
correspondiente por accion de DCC y DMAP, y luego en la segunda etapa de realizé la
formacion del éster correspondiente mediante el agregado de AZT al medio de reaccion. Es muy
importante destacar que, debido a la presencia de dos grupos reactivos en la molécula del
espaciador (acidos dicarboxilicos), es posible la formacion de dimeros (Figura 2.5), originados
por el ataque nucleofilico de dos moléculas de AZT al anhidrido de &cido. Dichos dimeros
constituyen subproductos de reaccion que disminuyen el rendimiento del producto deseado.
Modificando la relacion estequiométrica entre el diacido y la DCC, manteniendo constante los
equivalentes de AZT y DMAP, se favorece la formacion del producto deseado, razén por la cual

se ensayaron condiciones de reaccion, segin se muestra en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Condiciones de reaccion ensayadas para la obtencion
del derivado AZT-Suc (1).2

Condicion AZT Diacido DCC DMAP Producto

(eq) (eq) (eq) (eq) Producto  Dimero

I 1 1 1,5 0,12 + +++
I 1 2,5 1,5 0,12 +++ +
1 1 3 1,5 0,12 +++ +

a5mL de CH-Cly; 1 mmol de AZT.
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2. Sintesis y evaluacién biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador

Como primera condicion se utiliz6 una relacion estequiométrica 1:1,5 (diacido:DCC) y se
observo como producto principal de la reaccion al dimero correspondiente, debido a que el
exceso de DCC en relacion al diacido presente en el medio de reaccidon conduce a la activacion
de ambos grupos carboxilos en la molécula espaciadora, los cuales posteriormente se conjugan
de manera simultanea con el grupo hidroxilo de AZT, y forman asi el dimero de estructura,
AZT-Suc-AZT (Condicion |, Tabla 2.1). En una segunda etapa, se aumentd la cantidad de
diacido con el fin de desfavorecer la activacion de ambos grupos carbonilos, para lo cual se
utilizé una relacion estequiométrica 2,5:1,5 (diacido:DCC), observandose como producto
principal de reaccion el AZT-Suc (1) (Condicion 1l Tabla 2.1 y Figura 2.6) y una pequefia
proporcion de dimero. Como Ultima condicién, se aumentd nuevamente la cantidad de diacido
hasta obtener una relacion 3:1,5 (diacido: DCC). Empleando esta condicidn de reaccion no se
observo una mejora en el rendimiento de la reaccion (Condicion 111, Tabla 2.1). Sobre la base de
los resultados obtenidos, para los estudios posteriores se utilizé sisteméaticamente la condicién Il,
con el fin de minimizar la formacién del dimero y favorecer la obtencion del producto deseado
en el crudo de la reaccion. Las condiciones de reaccion fueron monitoreadas mediante HPLC-
UV. En la Figura 2.6 se muestra un cromatograma a modo de ejemplo de la condicién Il para la
sintesis de AZT-Suc.

MWD1 A, Sig=267 8 Refo ff FREDYVANO-2013\PRUEB158\003-0101 D)

e AZT-Suc

254 Dimero

Figura 2.6. Cromatograma correspondiente a la condicion 11 de reaccion,

para la sintesis AZT-Suc.

Asimismo, cuando se compararon los resultados obtenidos para la misma condicion de
reaccion empleando acido glutarico y adipico, se observo que la formacion del dimero es mas
factible cuanto mayor es el largo de la cadena carbonada del diacido. Esto se podria deber a que
la activacion de ambos grupos carboxilicos se ve favorecida al disminuir el impedimento estérico
cuando se aumenta el largo de la cadena carbonada del espaciador. Es decir, que cuando se
utiliza el &cido succinico la formacion del dimero es menor, mientras que su formacion se ve mas
favorecida cuando se utiliza el acido adipico.
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2. Sintesis y evaluacién biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador

Finalmente, el producto deseado se aislo del crudo de reaccion realizando primero una
filtracion para eliminar la DHU producida durante la reaccion y luego una serie de extracciones
liquido-liquido con cambio de pH que posibilité aislar el producto de reaccion debido a las
diferentes caracteristicas acido base entre éste y el subproducto (dimero). Por ultimo, se evaporo
a sequedad el solvente organico conteniendo el producto, el cual fue obtenido como un sélido

blanco.

2.1.3.2 Caracterizacion de AZT-Suc (1), AZT-Glu (2) y AZT-Adi (3)

Una vez purificados y aislados, los derivados AZT-Suc, AZT-Glu, y AZT-Adi, fueron
caracterizados para confirmar la identidad de los productos obtenidos. Entre las metodologias
utilizadas a tal fin, se encuentran la espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS por sus
siglas en ingles) y la resonancia magnética nuclear de protones (H-RMN), de carbono-13 (C*3-
RMN) y sus variantes en dos dimensiones.

Se utilizé la técnica de HRMS empleando condiciones previamente desarrolladas en
nuestro grupo de investigacion para AZT, obteniéndose en todos los casos el ion molecular
correspondiente a la pérdida de un protdon (M-1) (Anexo Il), confirmandose asi la presencia de
cada uno de los compuestos sintetizados.

Se realizaron los espectros de RMN de protones (*H-RMN) y de carbonos (**C-RMN)
(Anexo I1). Posteriormente, se emplearon las técnicas bidimensionales, entre las cuales se
encuentran Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) y Heteronuclear Multiple Bond
Correlation (HMBC). La primera (HSQC), correlaciona el desplazamiento quimico de cada
proton con el desplazamiento quimico del carbono (o nitrégeno) al cual estd directamente unido.
En cambio, HMBC correlaciona protones y carbonos que estan a dos o tres enlaces de
distancia’. La técnica de RMN se utiliza habitualmente para la identificacion de estructuras
quimicas, constituyendo una herramienta imprescindible para la caracterizacion estructural de
sustancias desconocidas, ya que es un método no destructivo que aporta informacion sobre los
nucleos activos presentes en las moléculas estudiadas.

En los espectros de 'H-RMN se identificaron las sefiales caracteristicas de los grupos
metileno de los espaciadores entre 2,5-2,6 ppm, complementadas con las sefales tipicas
correspondientes a AZT. En los espectros de 3C-RMN se identificaron las sefiales de los grupos
carbonilos de la cadena lateral a 172 — 173 ppm, como asi también las correspondiente a AZT.
La asignacion de cada sefial se complementd con los espectros en dos dimensiones, confirmando

la identidad de cada producto de sintesis.
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A continuacion, se detallan los resultados obtenidos que confirman las estructuras
quimicas de 1-3, mientras que en el Anexo 1 se encuentran los espectros correspondientes de
RMN y de HRMS. Para facilitar la identificacion de las sefiales correspondiente en los *H-RMN

yBC-RMN, se numeraron los atomos de cada derivado tal como se muestra en la Figura 2.7.

0 O

5

AZT-Suc (1)

AZT-Adi (3)

Figura 2.7. Numeracion de los compuestos sintetizados, para su interpretacién por métodos

espectroscopicos.

3"-Azido-3’-deoxy-5"-O-succiniltimidina acido (1; AZT-Suc): Se obtuvo utilizando acido
succinico, con un rendimiento aislado del 58%. Punto de fusién: 59-60 °C. H-RMN (400
MHz, Acetona-de): & [ppm] = 1,87 [d, 3H, J = 1,2 Hz, 7H], 2,52 [dm, 2H, J = 26,2 Hz, 2’H], 2,69
[m, 4H, J =252, 2 "H y 3" 'H], 4,11 [c, 1H, J = 13,4 Hz, 4"H], 4,40 [dd, 2H, J = 16,6Hz, 5H],
4,51 [dt, 1H, J = 18,0 Hz, 3'H], 6,24 [t, 1H, J = 13,1 Hz, 1'H], 7,54 [d, 1H, J = 1,2 Hz, 6H]. 3C-
RMN (100,63 MHz, Acetona-de): & [ppm] = 11,59 [C7], 28,30 [C3"'], 28,36 [C2"'], 36,53 [C27],
60,67 [C3], 63,27 [C5 ], 81,55 [C47], 84,50 [C17], 110,36 [C5], 135,73 [C6], 150,36 [C2],
163,46 [C4], 171,92 [C1>’], 172,98 [C4”’]. HRMS (ESI) m/z C14H1sNsO7; [M-H] calculado:
366,1055; experimental 366,1001.
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3"-Azido -3"-deoxy-5"-O-glutariltimidina acido (2; AZT-Glu): Se obtuvo utilizando acido
glutarico, con un rendimiento del 60%. Punto de fusiéon: 56-57 °C. 'H-RMN (400 MHz,
Acetona-ds): & [ppm] = 1,87 [d, 3H, J = 1,2 Hz, 7H], 1,93 [c, 2H, J = 14,72 Hz, 3"'H], 2,41 [t,
2H, J =7,24Hz, 2°H], 2,53 [m, 4H, J =71,4, 2""H y 4""H), 4,13 [c, 1H, J =13,9Hz, 4H], 4,39 [dc,
2H, J =16,8Hz, 5'H], 4,53 [dt, 1H, J =18,0Hz, 3'H], 6,23 [t, 1H, J =13,1 Hz, 1'H], 7,51 [d, 1H, J
= 1,2 Hz, 6H].1*C-RMN (100,63 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 11,61 [C7], 20,00 [C3"],
32,23 [C47], 32,69 [C27], 36,51 [C27], 60,90 [C37], 63,31 [C57], 81,50 [C47], 84,70 [C1],
110,30 [C5], 135,70 [C6], 150,31 [C2], 163,35 [C4], 172,22 [C1""], 173,34 [C5""]. HRMS (ESI)
m/z C15H1sNsO7” [M-H]': calculado: 380,1212; experimental 380,1244.

3’-Azido -3"-deoxy-5"-O-adipitimidina acido (3; AZT-Adi): Se obtuvo utilizando, &cido
adipico, con un rendimiento del 52%. Punto de fusion: 48-49 °C. 'H-RMN (400 MHz,
Acetona-ds): 6 [ppm] = 1,68 [m, 4H, J = 37,7 Hz, 3H y 4"H), 1,87 [d, 3H, J = 1,3 Hz, 7H],
2,34 [m, 2H, J = 28,1 Hz, 2'H], 2,53 [m, 4H, J = 28,1 Hz, 2"H y 5""H], 4,12 [q, 1H, J = 13,9 Hz,
4"H], 4,40 [dc, 2H, J = 16,8 Hz, 5"H], 4,52 [dt, 1H, J = 18,1 Hz,3'H], 6,22 [t, 1H, J = 13,1 Hz,
1"H], 7,52 [d, 1H, J = 1,2 Hz, 6H]. 13C-RMN (100,63 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] =
11,64 [CT7], 24.15 [C3"" y C4], 32,94 [C57"], 33,31 [C6™"], 36,52 [C27], 60,90 [C3], 63,27
[C57, 81,52 [C47], 84,74 [C1], 110,30 [C5], 135,81 [C6] 150,36 [C2], 163,50 [C4], 172,43
[C17], 173,78 [C67]. HRMS (ESI) m/z CisH2NsO7 [M-H]: calculado: 394,1368;
experimental 394,1415.

2.1.4 Conclusiones parciales

Los derivados 1-3, se obtuvieron por esterificacion del 5-OH de AZT con é&cido
succinico, glutéarico y adipico, a través de la esterificacion de Steglich. Esta estrategia permitio
generar in situ los anhidridos de acido correspondientes, los cuales luego reaccionaron
eficientemente con el grupo hidroxilo de AZT, para formar los ésteres correspondientes. De esta
forma, manejando la relacion estequiométrica entre la DCC y el acido dicarboxilico, se pudo
desarrollar una metodologia que permite ampliar el espacio quimico para la generacion de
ésteres de AZT por conjugacion con acidos dicarboxilicos lineales. De esta forma, la obtencion
de este tipo de profarmacos no se encuentra limitada a la utilizacion de los anhidridos ciclicos de

acido disponibles en el mercado.
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Los compuestos AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi, se obtuvieron con buenos
rendimientos de reaccion. Se purificaron utilizando técnicas simples y se caracterizaron de forma

exitosa por RMN y HRMS, confirmando la estructura de los tres derivados sintetizados.

2.1.5 Materiales y métodos

El farmaco antiviral AZT, fue donado por Laboratorios Filaxis® (Buenos Aires,
Argentina). Los reactivos utilizados fueron adquiridos en Sigma Aldrich® (99,9 % de pureza).
La sintesis y la purificacion se realizaron con solventes de grado analitico (Sintorgan®). Se

utiliz6 agua Milli-Q en todos los experimentos.

2.1.5.1 Procedimiento general para la sintesis de 1 -3

Para la sintesis de 1-3, se disolvieron en 5 mL de CHCl, (DCM) anhidro, 1,5 mmol de
DCC; 0,12 mmol de DMAP y 2,5 mmol del diacido correspondiente. La mezcla de reaccion se
agitd en un bafio de hielo por 15 min y posteriormente a temperatura ambiente por 24 hs para
generar in situ el anhidrido. En una segunda etapa, se adicion6 1 mmol de AZT y se agito el
medio de reaccion por 48 h a temperatura ambiente. El crudo de reaccion resultante se filtrd para
eliminar la DHU formada y luego se extrajo la DMAP presente con 3 x 10 mL de HCI (1 M). En
una segunda etapa, se tratd la fase organica resultante con una solucion de HCOsNa 5% (3 x 10
mL). La fase acuosa bésica que contiene el producto, se acidifico hasta pH 1,0 y se extrajo con 3
x 10 mL DCM. La fase organica resultante se secéd con sulfato de sodio anhidro (Na2SQas), se
filtrd y se evapor6 a sequedad, obteniéndose un sélido blanco con un rendimiento de reaccién
entre el 50 y el 60% segun el dicido utilizado.

2.1.5.2 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

El curso de la reaccion fue monitoreado por HPLC-UV, utilizando un equipo Agilent
S1100®. La fase movil utilizada fue una mezcla de MeOH: acido fosférico pH 2 (0,1 M) 50:50.
Se empled una columna analitica Phenomenex Synergi Fusion C18® (4 x 250 mm, 5 mm tamario
de particula) equipada con una precolumna Phenomenex Segurity Guard Fusion RP® (4 x 30
mm) termostatizada a 40 °C. La longitud de onda seleccionada para la cuantificacion de las

muestras fue 267 nm.
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Las condiciones cromatograficas, permitieron detectar tanto a los compuestos, como a

AZT y a los dimeros correspondientes. Los tiempos de retencién (t;) se presentan en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2: Tiempos de retencion (tr),
para AZT, AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi y subproductos de reaccion.

Compuestos tr (min) Compuestos tr (min)
AZT 4,63

AZT-Suc (1) 5,75 AZT-Suc-AZT 16,01

AZT-Glu (2) 6,92 AZT-Glu-AZT 19,83

AZT-Adi (3) 7,61 AZT-AdI-AZT 21,23

2.1.5.3 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de RMN fueron obtenidos usando un espectrometro Brucker Avance 11 400
de alta resolucion, equipado con resolucién digital, sonda de deteccion inversa y unidad de
temperatura variable. El equipo oper6 a 400,16 MHz para *H y a 100,63 para **C. Se utilizaron
tubos de 5 mm de diametro marca Merck®. Todos los experimentos se desarrollaron empleando
como solvente acetona deuterada (CDsCOCDs3;, 99,99%, Sigma Aldrich®) y utilizando
trimetilsilano como estandar interno. La concentracion de las muestras fue de 50 mM en todos

los casos. Los corrimientos quimicos se expresan en ppm.

2.1.5.4 Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS)

El peso molecular de los compuestos obtenidos, se determind por HRMS, utilizando un
equipo Bruker Daltonics micro TOF QII®, del Instituto Superior de Investigacion, Desarrollo y
Servicios en Alimentos (ISIDSA). Los ensayos se realizaron empleando una interface de
electrospray (ESI) configurada en modo negativo, abarcando un rango de deteccion de 257 a 400

m/z,
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2.2 Estabilidad Quimica

2.2.1 Introduccién

Un aspecto fundamental para el disefio de un nuevo profarmaco, es lograr una
regeneracion del principio activo con una velocidad y extension adecuadas. La velocidad de
regeneracion debe ser rapida e idealmente completa, para no disminuir la biodisponibilidad del
principio activo. El proceso de regeneracion in vivo es el resultado de la hidrdlisis quimica o
enzimatica del enlace covalente entre el farmaco y el complemento molecular.

Particularmente, los ésteres se hidrolizan en medios acuosos a traves de catélisis acida o

bésica, obteniéndose el &cido carboxilico y alcohol correspondiente (Figura 2.8).

O (0]
)J\ R, H/OH" )J\
+ H,0
R1 o/ 2 > R1 OH + R2 —OH
éster Ac. carboxilico Alcohol

Figura 2.8. Hidrdlisis de ésteres en medio acuoso.

2.2.2  Objetivos

Teniendo en cuenta la necesidad de conocer la estabilidad quimica de los derivados con
estructura AZT-Espaciador, surge como objetivo el estudio de esta propiedad para AZT-Suc
(1), AZT-Glu (2) y AZT-Adi (3), en soluciones acusas de diferentes pH. Dichos estudios
permitirdn conocer los parametros cinéticos involucrados, identificando ademas los productos
de degradacion correspondiente y serdn comparados con otro derivado de AZT sintetizado con

anterioridad, conocido como AZT-Oxa (Figura 1.9).
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2.2.3 Resultados y discusiones

2.2.3.1 Estudios de estabilidad quimicaapH 2y 7,4

Se realizaron los estudios de estabilidad por 48 h a 37°C en buffer fosfato 0,1 MapH 2y
7,4 de AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi. En esas condiciones, no se observaron cambios en la
concentracion de los profarmacos AZT-Espaciador (1-3) evaluados, ni se detecto la aparicion
del principio activo como producto de degradacion (Figura 2.9), demostrando que son estables
en las condiciones evaluadas. En cambio, si se observé degradacion de AZT-Oxa en medio
acido y neutro, con un ty, de 19 (£3) h'y 12 (x2) h, respectivamente (Figura 2.9y Ecs 2.1y 2.2).

10 4 A B
11 !‘13‘;':::::::::::1::1;1555555EEEEEEEE{"“‘: " ii*ﬁ::::::iiii BT T P
Yow
12 4 *"‘!~i 12 o -
-
o ¥ &) S
= = vy
3 13 5 34 .
® AZT-Suc » AZT-Suc ey
* AZT-Glu :
144 4 AZT-AdI qe| % AZIGl
v AZT-Oxa 4 AZT-Adi
v AZT-Oxa
" ! ! ! J ' ! ! ! ! -15 T T T T T T T T T
0 6 12 8 24 30 36 42 48 0 B 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 2.9. Ln concentracion vs tiempo. Perfiles de hidrdlisis de los profarmacos AZT-Suc,
AZT-Glu, AZT-Adi y AZT-Oxa. A) pH 2y 37°C.y B) pH 7,4y 37°C.

Ln [AZT-Oxa] (pH 2) = -0,035(+ 0,001) tiempo (h) -10,89 (+ 0,03)  Ec2.1
n=11;r?=0,985; sd = 0,05; F = 704.61

Ln [AZT-Oxa] (pH 7,4) = -0,059(% 0,001) tiempo (h) -10,83 (+ 0,03) Ec 2.2
n=11:;r?=0,994: ds= 0,07; F = 1605,6
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Tabla 2.3. Constantes de velocidad de degradacién observadas (Kobs) Y
tiempos de vida media (t:;) para AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en pH 2y 7,4; 48h.

Derivado pH 2 pH 7,4

Kobs (h™%) tw. () Kobs (h™1) tw. ()
AZT-Oxa 0,04 (x0,01) 190(x3,00 0,06(x0,01) 12,0(x2,0)
AZT-Suc Estable Estable Estable Estable
AZT-Glu Estable Estable Estable Estable
AZT-Adi Estable Estable Estable Estable

Comparando los resultados obtenidos para los derivados 1-3 con los de AZT-Oxa, se
observo que el comportamiento a esta evidencia que la separacion de los grupos carboxilicos
empleando grupos metilenos en el “Espaciador” es beneficioso en cuanto a una mayor

resistencia a la hidrolisis quimica de los derivados 1-3.

2.2.3.2 Estudios de estabilidad quimica a pH 10

Ademas, se realizaron estudios de estabilidad en condiciones basicas (pH 10), tomandose
muestras durante 24 h. En estos ensayos se observo que los derivados 1-3 se degradan siguiendo
una cinética de pseudo-primer orden (Figura 2.10 y Ecs. 2.3-2.6), presentando los siguientes
valores de tx: 13,2 (+ 0,4) h, 7,4 (= 0,3) h, y 5,7 (= 0,5) h, para AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi,
respectivamente (Tabla 2.4). Como se puede observar a este pH, a medida que aumenta la
longitud de la cadena carbonada de los derivados AZT-Espaciador 1-3 disminuyen los tu.
También se evalud la estabilidad de AZT-Oxa a pH 10 por 24 h, obteniéndose un valor de t:. de
0,21 (% 0,01) h, el cual es significativamente inferior a los determinados para 1-3 (Figura 2.10,
Ec. 2.6 y Tabla 2.4). Estos estudios demuestran que los derivados 1-3 se hidrolizan regenerando
AZT, lo cual es esencial para que cumplan el rol de profarmacos, y que a su vez presentan ty,
mayores que AZT-Oxa, lo cual podria traducirse en un mejor perfil biofarmacéutico al

comparar entre estos derivados.
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Figura 2.10. Ln concentracion vs tiempo. Perfiles de hidrolisis a pH 10 y 37°C.

Derivados AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi.

Ln [AZT-Suc] =-0,053 (£ 0,002) tiempo (h) -11,12 (+ 0,02) Ec 2.3
n==6:r=0,993: ds =0,04: F = 689,83

Ln [AZT-Glu] =-0,093(£ 0,005) tiempo (h) -10,89 (+ 0,06) Ec2.4
n=6; r?=0,984; ds = 0,09; F = 308,84

Ln [AZT-Adi] = -0,109(+ 0,003) tiempo (h) -11,15 ( 0,03) Ec2.5
n=6; r2 =0,996; ds = 0,06; F =1399,33

Ln [AZT-Oxa] = -3,94(z 0,03) tiempo (h) -10,73 (+ 0,02) Ec2.6
n=11; r>=0,999; ds = 0,04; F = 11292,73

Tabla 2.4. Constantes de velocidad de degradacidn observadas (Kobs) Y tiempos de vida media
(t2) para AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en pH 10, a 37 °C, 24h.

Derivado pH 10

Kobs (h™1) tw. (h)
AZT-Oxa 3,9(x0,2) 0,21 (x0,01)
AZT-Suc 0,053 (+ 0,002) 13,2 (x0,4)
AZT-Glu 0,093 (+ 0,003) 7,4 (£0,3)
AZT-Adi 0,109 (+ 0,004) 5,7 (£ 0,5)
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Con el fin de elucidar las razones de estas diferencias respecto a la estabilidad de estos
compuestos (Tabla 2.4), se realizaron estudios computacionales, empleando metodologias en
mecanica cuantica, en colaboracion con el Dr. S. Ribone’™, del Departamento de Ciencias
Farmacéuticas, FCQ-UNC, los cuales no se analizan exhaustivamente debido a que no forman
parte de los objetivos de este Trabajo de Tesis. Para ello, se modelaron las coordenadas de
reaccién involucradas en la hidrolisis de los derivados AZT-Espaciador; las que corresponden al
ataque del i6n oxidrilo sobre el carbono carbonilico del grupo éster correspondiente (Anexo I11).

En estos estudios se puedo observar que el primer estado de transicion correspondiente a
la proximidad del oxidrilo al carbono carbonilico del éster (TS1; Anexo Ill), es el paso limitante
en la reaccion de hidrolisis de los profarmacos estudiados, siendo AZT-Oxa el que presenta la
energia de su TS1 como la més baja, siendo el mismo el mas inestable de la serie. La diferencia
de energias entre los profarmacos 1-3 y AZT-Oxa se debe a que, este Ultimo, posee el grupo
carboxilo adyacente al carbonilo del éster que sufre el ataque por el i6n hidréxido, con lo cual
atrae una mayor densidad de moléculas de agua alrededor del centro hidrolitico (Anexo I1l). La
presencia de dichas moléculas de agua estabiliza por medio de una red de puentes de hidrdégeno
el TS1 de la reaccion, lo cual produce una notoria disminucion en la Ea de la misma, y por

consiguiente una menor estabilidad de AZT-Oxa

2.2.4 Conclusiones parciales

Los estudios de estabilidad quimica demostraron que AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi
pueden regenerar AZT en condiciones béasicas y que a pH neutros o acidos presentan una
significativa estabilidad, exhibiendo asi un perfil de estabilidad quimica optimizado respecto del
profarmaco AZT-Oxa, que forma parte de los esfuerzos cientificos previos realizados en el
grupo de trabajo. Combinando los estudios tedricos con los experimentales, se concluye que
AZT-Oxa presenta un grupo carboxilo terminal que se encuentra solvatado y contiguo al carbono
carbonilico del éster correspondiente, siendo dichas moléculas de agua las que asisten la
hidrolisis de la union éster entre el AZT y el complemento molecular. Dicha situacion no ocurre
para los nuevos profarmacos de AZT sintetizados como parte de este Trabajo de Tesis,
justificando sus estabilidades quimicas optimizadas.

Sobre la base de los resultados presentados, es posible decir que los derivados AZT-Suc,
AZT-Glu y AZT-Adi presentan un perfil de estabilidad quimica que justifican la continuidad de

los estudios biofarmaceuticos, entre ellos, los estudios de estabilidad en matrices bioldgicas.
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2.25 Materiales y Métodos

2.2.5.1 Soluciones de trabajo y soluciones buffer

Las soluciones madres de los compuestos (AZT-Oxa y 1-4), se pesaron 10 mg de cada
uno y se disolvieron en 10 mL de una mezcla ACN : MeOH (80:20), obteniéndose asi una
concentracion de 1 mg/mL. A partir de ellos, se hicieron soluciones de AZT-Suc y AZT-Glu en
ACN de concentracién 0,15 mg/mL, para ser empleadas como estandar interno (EIl), de acuerdo
al compuesto a cuantificar por HPLC-UV (Seccion 2.2.5.2).

Para los ensayos de estabilidad a diferentes pH, se utilizaron soluciones de buffer fosfato
(0,1 M) de pH 2 (H3PO4 85% 0,003 mg/mL), pH 7,4 (8,63 mg/mL NaH2PO4; 4,70 mg/mL
Na;HPO.) y pH 10 (8,63 mg/mL NaH2PO.). Las cuales, se prepararon con reactivos para analisis
(Anedra®) en agua Milli-Q el mismo dia de los ensayos. El pH de las soluciones se midi6 con un
pHmetro GLP21 (Crison Instruments®), equipado con un electrodo de Ag/AgCl, el cual se

calibro con soluciones estandar de buffer pH 7,00 (+ 0,01) y 4,00 (+ 0,01) marca Crison®.

2.2.5.2 Ensayos de estabilidad

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de los compuestos, AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-
Adi y AZT-Oxa, se prepararon soluciones de trabajo cuyas concentraciones fueron de 1,4 x 10™
M, en buffer fosfato (0,1 M) pHs 2; 7,4 y 10,0. Para llevar a cabo los ensayos, las soluciones de
trabajo se fraccionaron en alicuotas de 2 mL cada una y se incubaron a 37°C en un bafio
termostatizado con agitacion. Se tomaron muestras a diferentes tiempos a las cuales se les
adicion6 80 pL de HCI 2 M y 50 pL del correspondiente EIl para la cuantificacién por HPLC-
UV. Se emple6 como ElI AZT-Glu 0,15 mg/mL para la cuantificacion de AZT, AZT-Suc y
AZT-Adi, mientras que para la cuantificacion de AZT-Glu se utiliz6 AZT-Suc 0,15 mg/mL.

Los estudios realizados a pH 2 y 7,4 se prolongaron durante 48 h y se tomaron muestras a
los siguientes tiempos: 120, 270, 1170, 1290, 1410, 1530, 1650, 2610, 2730, 2880 min; mientras
que a pH 10 se tomaron muestras a 5, 120, 240, 360, 480,1320, 1380,1440 min durante 24 h.

Los ensayos de estabilidad se realizaron por triplicado a temperatura controlada a 37 °C y
con agitacién continua para asegurar la homogeneidad de las muestras. Se emple6 un bafio
termostatizado Vicking Masson D® con una precision de + 0,1 °C, con agitacion controlada. Las
muestras fueron cuantificadas por HPLC-UV, utilizando los métodos validados descriptos en el

Capitulo 4.
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2.2.5.3 Preparacion y cuantificacion de las muestras

Las muestras se prepararon mediante un proceso de extraccion en fase sélida (SPE, por
sus siglas en inglés). Se utilizaron cartuchos de extraccion Strata-X 30 mg, Phenomenex® y una
celda de vacio Phenomenex®. La técnica consiste en el lavado de los cartuchos con 2 mL de
MeOH, seguido de una etapa en la cual se equilibra la fase estacionaria con 2 mL de buffer
fosfato (0,1 M) pH 2, carga de la muestra, lavado con 8 mL de una mezcla de buffer fosfato (0,1
M) pH 2: MeOH (90:10), secado por vacio durante 1 min y por Gltimo elucion con 1 mL de
ACN. Finalmente, se evaporo0 el solvente a sequedad utilizando un concentrador Techne Sample
Concentrator, Dri-Block® DB-3A. Las muestras asi procesadas se almacenaron a -10°C hasta el

momento del andlisis por HPLC-UV.
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2.3 Estudios en plasma humano

2.3.1 Introduccién

La administracion de un farmaco puede llevarse a cabo por diversas vias, entre las mas
importantes se encuentran, a) la via endovenosa, en la cual el farmaco ingresa directamente a
circulacion sistémica y se distribuye por todo el organismo; o b) la via oral, en la cual el
principio activo llega a la circulacion sistémica a través del proceso de absorcion intestinal. En
ambos casos, la biodistribucién se produce a través del fluido circulatorio, el cual conforma el
compartimento central en el organismo, y a partir de éste se suceden los procesos de
biotransformacién, metabolismo y excrecion. Finalmente, tienen lugar los fenGmenos asociados
a la eliminacion del farmaco del organismo y la consiguiente finalizacién de la actividad
biolégica®.

La accion terapéutica de un principio activo, es ejercida por la fraccion de farmaco libre,
es decir aquella que no se encuentra unida a proteinas plasmaticas, ya que esta ultima no puede
unirse a su blanco terapéutico y por consiguiente no puede ejercer su accion farmacoldgica®®. A
su vez, los complejos entre el farmaco y las proteinas de transporte sirven como reserva para
mantener la concentracion plasmatica del principio activo, la cual va disminuyendo por procesos
de biotransformacion, y por lo tanto prolongan la permanencia de farmaco en el organismo.

El plasma es la fraccion acelular de la sangre, que contiene diversas proteinas. Entre ellas
la albimina sérica humana (ASH), la alfa-1-glicoproteina acida (¢ AGP), diversas globulinas y
lipoproteinas®®. La principal proteina es la ASH, cuya concentracion es de 600 pM vy es la
responsable de transportar sustancias de caréacter acidas y neutras®’. En contrapartida, la cAGP es
capaz de unir compuestos de caracter basico y complementa la funcionalidad de ASH en el
transporte de sustancias exdgenas. Otras proteinas que estan presentes en una concentracion mas
baja en el plasma, tienen una significancia mucho menor en términos del impacto en la
farmacocinética de farmacos®.

La ASH es una proteina compuesta por 585 aminoacidos (PM = 66 kDa), que puede unir,
solubilizar y transportar sustancias endogenas y exdgenas. Entre las primeras se encuentran los

acidos grasos (AG), bilirrubina, hormonas y aminoacidos, mientras que entre las sustancias
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exOgenas se encuentran una gran diversidad de farmacos, principalmente con caracteristicas
4cidas®. El fenémeno de union a la ASH estd gobernado por equilibrios de multiples
interacciones intermoleculares no covalentes de diversa naturaleza (fuerzas electrostaticas,
hidrofobicas y Van der Waals). Sobre la base de la estructura general de la ASH, se describieron
varios sitios de union de farmacos, los cuales se los conoce con el nombre de sitios de Sudlow,
en honor a G. Sudlow, quien fue el primero en proponerlos en el afio 1975%,. En la actualidad se
sabe que existen 4 sitios principales de union, siendo los sitios 1 y Il los que presentan mayor

relevancia desde el punto de vista clinico (Figura 2.11) %

A) Albumina sérica humana (ASH).

Q Sitio Il

Y ' Sitiol

Figura 2.11. (A) Estructura tridimensional de la albumina sérica humana (ASH).
(B) Vista 3D del sitio de unién I. (C) Vista 3D del sitio de unién II.

El Sitio I (Figura 2.11. A y B), es una cavidad grande y flexible, de caracter
principalmente apolar con algunas regiones polares, como por ejemplo Tyrl50, His242 y
Arg257°1%_ Entre los ligandos que tienen selectividad por este sitio cominmente se encuentran
el acido salicilico (SAL), la warfarina, la indometacina y AZT%. Se ha descripto a SAL como
uno de los marcadores utilizados como referencia de este sitio de union de la ASH, debido a que
presenta una constante de afinidad elevada (Ka=1,9 x 10% M1)%1.9495,

EL Sitio Il (Figura 2.11. A y C), también presenta caracteristica principalmente
apolar con regiones polares. En contraste con el sitio I, la entrada al sitio Il esta expuesta al
solvente y su cavidad interna es mas pequefia, poco flexible y estereoselectiva (I-triptéfano
muestra una afinidad 100 veces mayor que el enantiomero d-tript6fano)®. Las moléculas que se
unen al sitio Il son comUnmente acidos carboxilicos aromaticos, por ejemplo, los

antinflamatorios no esteroideos, entre ellos el ibuprofeno y el naproxeno. Uno de los marcadores
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reconocidos de este sitio es el diazepam (DZP), el cual presentan una elevada afinidad por este
sitio (Ka=3,8x10° M1)%,

La union a ASH es un proceso reversible, en el cual el farmaco libre [F] se une a la
proteina [P] a traves de un proceso de equilibrio gobernado por una constante de union (Ka), para
generar el complejo farmaco-proteina [F-P]%®, como se muestra en la Figura 2.12

K

Figura 2.12. Equilibrio complejo Farmaco proteina
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Existen diferentes formas de cuantificar la afinidad por las proteinas plasmaticas. Las dos

mas utilizadas se describen a continuacion:

Dialisis de equilibrio, el plasma o suero enriguecido con farmaco se coloca en
un compartimento donor, separado por una membrana semipermeable de un segundo
compartimento receptor, el cual habitualmente contiene buffer pH 7,4. La membrana empleada
tiene un corte molecular (cut-off) que no permite el paso de las macromoléculas y, por lo tanto,
del farmaco unido a las mismas. El principio activo libre difunde por gradiente de concentracion
al compartimento receptor a través de la membrana hasta que las concentraciones en ambos
compartimentos se equilibran (Figura 2.13). Las condiciones estandares utilizadas para lograr tal
equilibrio son de 6 h a 37 °C. Esta metodologia presenta como principales desventajas el tiempo
de incubacion requerido, debido a que durante el mismo pueden tener lugar inestabilidades
quimicas y/o enzimaticas. Por otra parte, también es necesario utilizar buffer con la misma fuerza

osmotica que en el compartimento donor para lograr condiciones de equilibrio adecuadas®.

Membrana
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Plasma con

farmaco Buffer

Muestra de Muestra de
N J plasma N 71 buffer
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. : o io
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LYY e J
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Figura 2.13. Proceso de dialisis de equilibrio.
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Ultrafiltracion: el método se basa en la separacion del farmaco libre del
farmaco unido a proteinas, mediante el ultrafiltrado de una solucion preincubada, empleando una
membrana semipermeable como parte de un dispositivo de ultrafiltracion que es sometido a
fuerza centrifuga. EI método experimental consiste en agregar el farmaco a una solucion que
contiene plasma e incubarla por un tiempo determinado para alcanzar condiciones de equilibrio
de unién. Luego, la solucion de estudio se coloca en un dispositivo de ultrafiltracion que
contiene una membrana semipermeable y se centrifuga a 1000-2000 g (Figura 2.14). Las
condiciones aplicadas durante la centrifugacion (tiempo, velocidad, temperatura, etc.) se tienen
en cuenta, de manera tal de obtener una pequefia fraccion de ultrafiltrado, la cual no debe
modificar el equilibrio de union del analito a la proteina. Normalmente, el Vuitafiirado NO debe ser
mayor al 20% del volumen incubado. Esta metodologia presenta como ventaja, que es rapida,
simple y eficiente, y con un tiempo de separacion que minimiza el porcentaje de farmaco
degradado. La principal desventaja es la aplicacién de una fuerza centrifuga para lograr la
separacion, la cual puede provocar un desplazamiento de las condiciones de equilibrio, si no se

realiza una adecuada validacion del procedimiento aplicado®.

Plasma con
farmaco Plasma con
farmaco
Membrana

semipermeable

Tubo
de
ultracentrifugacion

v

Tubo de
recoleccion -

Ultrafiltrado

Vo A

Centrifugacion

Figura 2.14. Proceso de ultrafiltracion.

La fraccién de farmaco libre es susceptible a sufrir procesos degradativos por las
esterasas presentes en el plasma humano, entre ellas la butilcolinesterasa (BChE) y la
paraoxonasa (PON), como asi también la esterasa presente en la ASH %, Las carboxilesterasas
(CES), no se encuentran en el plasma humano, debido que a nivel sanguineo se localizan en los
eritrocitos y leucocitos®. La actividad hidrolitica de la ASH y de PON, son significativamente
mas bajas que la de las esterasas (BChE y CES). La expresion de las enzimas hidroliticas o
degradativas es muy variable segun la especie animal, por lo cual es muy importante la correcta
seleccion de la especie a utilizar cuando se desarrolla un estudio biofarmacéutico. Algunos
autores, sugieren la utilizacion de plasma humano o de perros debido a su similitud en la

expresion y cantidad de enzimas hidroliticas. Por el contrario, el patron de expresion en rata,
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raton y conejos, es muy diferentes al de los humanos, por lo cual no se aconseja su utilizacion si
se estudian moléculas con potencial interés en terapéutica humana®.

Desde el punto de vista de los profarmacos, es muy importante que éstos puedan ser
hidrolizados por alguna de estas enzimas para regenerar el farmaco activo. Igualmente, dicha
hidrélisis no debe ser excesivamente rapida, ya que no se traduciria en una optimizacion de las
propiedades biofarmacéuticas del principio activo.

Como se ha presentado en secciones anteriores, una de las principales desventajas
biofarmacéuticas que presenta AZT, es una baja union a ASH 2’. Esto provoca una tasa de
metabolismo alta, debido a la elevada fraccion de farmaco libre!®, y una deficiente
concentracion del principio activo en los diversos organos o tejido y por consiguiente en el
blanco terapéutico. Sobre la base de lo expuesto, el objetivo de la presente seccion es evaluar la
estabilidad plasmatica de los profarmacos de AZT en desarrollo, como asi también evaluar su
afinidad por las proteinas plasmaticas. Ambos aspectos constituyen elementos esenciales para
caracterizar de manera muy general el comportamiento in vivo de los profarmacos en

desarrollo®1101,

2.3.2 Objetivos

Teniendo en cuenta la relevancia de estudiar el comportamiento en plasma humano de los
derivados AZT-Espaciador, se presenta como objetivo de esta seccion el estudio de la
estabilidad plasmatica y la union por las proteinas presentes en este fluido de 1, 2y 3 y AZT-
Oxa. Ello permitird conocer determinados parametros cinéticos, la posibilidad de regeneracion
de AZT a nivel plasmatico, y si estos derivados presentarian una biodistribucion optimizada con

respecto a AZT.

2.3.3 Resultados y discusiones

2.3.3.1 Estabilidad en plasma humano

Los estudios de estabilidad plasmatica se desarrollaron para AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-
Adi y AZT-Oxa. Se encontré que 1-3 sufren un pequefio porcentaje de hidrélisis plasmatica, que
corresponde a 1,17; 3,72 y 6,51 %, respectivamente (Figura 2.15 y Tabla 2.5). Los derivados
AZT-Espaciador 1-3 presentaron los siguientes tw.: 138,6 (x1,6), 25,6 (£ 0,7) y 43,3 (+ 0,4) h,
respectivamente (Tabla 2.5). Es necesario destacar que dichos tv. son estimados, debido a que el
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estudio de estabilidad plasmaética no pudo extenderse por mas de 24 h, ya que, superado ese
tiempo, se puede producir perdida de la actividad enzimatica y/o crecimiento microbiano en el
plasma incubado. Para el profarmaco AZT-Oxa (Figura 2.15 y Tabla 2.5), se determiné un t». 5,1
(£ 0,5) h, evidenciando que los profarmacos 1-3 presentan una mayor resistencia a la hidrolisis
mediada por esterasas plasmaéticas. Dicho comportamiento puede deberse a un aumento del

porcentaje de union a las proteinas plasmaticas y/o a una accion diferencial de las enzimas

degradativas presentes en el mismo.
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Figura 2.15. Perfiles de Concentracidn en plasma humano vs tiempo a 37°C,

Ln [AZT-Suc] =-0,0049 (x 0,0003) Tiempo (h) -10,39 (+ 0,01)
n=8:r2=0,974: ds =0,01;: F = 231,08

Ln [AZT-Glu] = -0,027 (£ 0,001) Tiempo (h) -10,62 (+ 0,01)
n==6;r2=0,989: ds= 0,03: F = 569,26

Ln [AZT-Adi] =-0,016 (£ 0,001) Tiempo (h) -10,38 (x 0,01)
n=7:r2=0,982: ds = 0,02;: F =285,41

40

para AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi y AZT-Oxa.

Ec2.7

Ec2.8

Ec2.9



2. Sintesis y evaluacién biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador

Ln [AZT-Oxa] =-0,135(£ 0,009) Tiempo (h) -10,31 (x 0,03) Ec2.10
n=28;r>=0,997: ds = 0,07; F = 3374,21

Tabla 2.5. Constantes de velocidad observadas (kobs) y tiempos de vida media (t.), para
AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en plasma humano 37°C; 24 h.

Derivado Plasma humano
Kobs (h™) ty, ()
AZT-Oxa 0,135 (+ 0,009) 5,1 (+0,5)
AZT-Suc 0,005 (+ 0,001)* 138,6 (+1,6)*
AZT-Glu 0,027 (+ 0,001)® 25,6 (+0,7)?
AZT-Adi 0,016 (+ 0,002)* 43,3 (+0,4)

@Valores estimados. kqps: constante de velocidad observada y ty: tiempo de vida media

2.3.3.2 Union a proteinas plasmaticas

Se realizaron los estudios de unién a proteinas plasmaticas totales de los profarmacos

AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi y AZT-Oxa, en los cuales se observd que 1-3 presentan una
mayor afinidad por las proteinas transportadoras que el farmaco original. En cambio, AZT-Oxa

presentd una menor afinidad al compararlo con AZT. Los resultados correspondientes se

presentan en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6. Porcentaje de union de AZT, AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi por las

proteinas totales (PP) y con la presencia de acido salicilico (PP + SAL).

Derivado PP (%) PP + SAL (%)
AZT 13,1(+1,3) 2,5 (+1,8)
AZT-Oxa 8,0(+1,4) 1,3(+1,1)
AZT-Suc 33,2 (+1,8) 8,1(+2,6)
AZT-Glu 26,8(+0,5) 1,8(%£1,3)
AZT-Adi 34,1(+1,5) 4,8(+2,2)
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Para determinar si estos profarmacos se unen a la ASH se realizaron ensayos de
incubacion, especificamente SAL como marcador por excelencia del sitio | 419 (SAL+PP,
Tabla 2.6). En todos los casos se observé una disminucién significativa en el porcentaje de union
de AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi. Este comportamiento, indica que los
profarmacos en estudio y AZT se unen a la ASH y lo hacen en el sitio | de la misma. Es de
esperar que los derivados 1-3 al tener un grupo ionizable, requieran estabilizar la carga negativa
presente en la molécula. Esta estabilizacion de la carga podria ser el motivo en las diferencias de
afinidad entre los profarmacos estudiados.

Con el fin de esclarecer a nivel molecular el modo de union de AZT-Suc, AZT-Glu y
AZT-Adi al sitio | de la ASH, se utilizaron técnicas y metodologias computacionales. Estos
estudios fueron realizados en colaboracion con el Dr. S Ribone!®,

A partir de los resultados obtenidos, se observé que 1-3 se unen de manera homéloga al
sitio 1, interaccionando con los residuos Tyr150, Ser192, Lys195, GIn196, Lys199, Val241,
Cys245, Arg257, Ser287, His288 y Ala291 (Figura 2.16. A-C). Dichos residuos forman parte de
la subcavidad de unién para AZT, que es principalmente una region de caracter hidrofilico®
(Figura 2.16.E). Por otra parte, SAL también ocupa el sitio de union | de la ASH, e interactla
con los residuos Leu219, Phe223, Leu238, Val241, Arg257, Leu260, 1le264, Ser287, 11e290 y
Ala291 (Figura 2.16.D). En la Figura 2.16 se puede observar que 1-3 establecen interacciones
electrostaticas fuertes con Arg257, y que a su vez mejoran su afinidad en comparacion con AZT.
Las interacciones electrostaticas con Arg257 resultan cruciales para la union de los AZT-
Espaciador a ASH, de igual modo que SAL. Ademaés, 1y 2 establecen interacciones con His288,
lo cual no se observa para SAL. Los residuos Arg257 e His288, son los responsables de

estabilizar la carga negativa presente en los AZT-Espaciadores 1-3.
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A) AZT-Suc B) AZT-Glu

C) AZT-Adi

e

Figura 2.16. Patron de interacciones de los compuestos (A) AZT-Suc, (B) AZT-Glu, (C) AZT-
Adi, (D) SALy (E) AZT, en el sitio | de union de la ASH.

Los valores de AGsum presentados en la Tabla 2.7 se correlacionan con las fracciones
unidas determinadas experimentalmente en la Tabla 2.6, observandose la mayor energia de
interaccion para 1 (-20,75 kcal/mol) y 3 (-20,28 kcal/mol) en comparacion con 2 (-18,10

kcal/mol).
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Tabla 2.7. Analisis de descomposicién energética (kcal/mol) por Molecular mechanics
Generlized Born surface area (MMGBSA) AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi y SAL sobre el sitio | de
unién de la ASH.

Residuos AZT AZT-Suc AZT-Glu AZT-Adi Residuos SAL
Tyrl50 -1,35 -1,81 -1.10 -0,87 Leu219 -0,40
Ser192 -0,14 -0,22 -0,50 -0,65 Phe223 -0,21
Lys195 -1,17 -0,86 2,45 0,85 Leu238 -1,27
GIn196 0,51 -1,23 -1,04 -1,79 Val241 -1,07
Lys199 -0,13 -0,85 -0,60 -0,87 Arg257 -13,45
Val241 -0,50 -0,70 -0,69 -0,76 Leu260 -1,78
Cys245 -0,61 -0,07 -0,32 -0,51 lle264 -0,22
Arg257 1,15 -8,62 -13,23 -14,04 Ser287 -2,18
Ser287 -0,14 -0,41 -0,51 -0,20 11e290 -1,81
His288 -0,10 -5,33 -1,49 -0,20 Ala291 -1,76
Ala291 -0,24 -0,65 -1,16 -1,32

AGsym? -2,72 -20,75 -18,10 -20,28 -24,15

2Suma total de las energias de interaccién.

Es de importancia resaltar que en ensayos previos para el derivado AZT-Oxa, se observo
que dicho derivado no puede estabilizar la carga negativa con la Arg257 debido a que presenta
una repulsion electrostatica con un acido graso que estabiliza la carga negativa en dicho residuo,
compitiendo asi por el mismo sitio de interaccion?’. Dicho fendmeno explica la observacion
experimental de que AZT-Oxa presente menor afinidad por ASH (8,0 £ 1,4 %) que el propio

AZT, y los AZT-Espaciadores 1-3, los cuales si pueden estabilizar la carga negativa.

2.3.4 Conclusiones parciales

Mediante el desarrollo de los estudios de estabilidad plasmatica y de unién a proteinas
totales de los AZT-Espaciador, se pudo determinar que AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi,
presentan un perfil de estabilidad plasmatica mejorado con respecto a AZT-Oxa, con valores de
tu2 que posibilitarian mayor tiempo de permanencia del farmaco en el organismo.

En cuanto a los estudios de union a proteinas plasmaticas totales, los derivados 1-3

presentan una mayor fraccion de farmaco unido, comparado con AZT y AZT-Oxa, por lo que la
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elongacién de la cadena favorece la union a la proteina transportadora. Ademas, estos nuevos
derivados, son desplazados por la presencia de SAL, lo cual indica que se unen al sitio | de la
ASH. Estos resultados fueron consistentes con obtenidos mediante técnicas computacionales de
union a ASH, en las cuales se observo que 1-3 presentan un patron de interaccién en el sitio | de
la ASH similar a SAL, y que el aumento en el porcentaje de unidn esté relacionado directamente

con la posibilidad de estabilizar la carga negativa por interaccion con el residuo Arg257.

2.3.5 Materiales y métodos

2.3.5.1 Soluciones de trabajo y soluciones buffer

Se prepararon soluciones madres de cada uno de los compuestos (AZT-Oxa, AZT-Suc,
AZT-Glu y AZT-Adi), de 10 mg/mL y 1 mg/mL en DMSO. A partir de estas ultimas, se
hicieron soluciones de AZT-Suc y AZT-Glu en ACN de concentracion 0,15 mg/mL, para ser
empleadas como estandar interno (EIl), de acuerdo al compuesto a cuantificar por HPLC-UV. El
plasma humano fue generosamente donado por el Instituto de Hematologia, Hemoterapia y
Banco de Sangre, de la Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina y almacenado a -80 °C.
Para su utilizacion fue descongelado en bafio de agua fria y luego filtrado por gravedad sobre
lana de vidrio para eliminar las posibles proteinas desnaturalizadas e impurezas producidas
durante los procedimientos de almacenamiento y descongelacion. Previo a los ensayos, se
determind la concentracion de proteinas totales y de ASH utilizando el kit comercial Proti 2,
Weiner lab®, Boston, MA. El rango de concentracion de proteinas totales para todas las muestras
utilizadas fue de 55 -58 g/L y para la ASH de 36-41g/L. Estos valores fueron determinados
durante el desarrollo de los procedimientos y verificados en todos los lotes de plasma humano
empleados. Se utiliz6 SAL como marcador del sitio de unién | de la ASH, para lo cual se prepar6
una solucion en DMSO de concentracion de 1 mg/mL.

2.3.5.2 Estabilidad en plasma humano
La estabilidad plasmatica se evalué incubando soluciones de concentracion 5,5 x 104 M
del compuesto en estudio en 2 mL de plasma humano, termostatizada a 37 °C durante 24 h en un

bafio de agua con agitacion continua. Se tomaron muestras a diferentes tiempos y luego se

cuantifico por HPLC-UV. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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2.3.5.3 Unidn a proteinas plasméticas

La union a proteinas plasmaticas se evalud utilizando la técnica de ultrafiltracion para
separar el farmaco libre del unido a proteinas. A partir de las soluciones madres de cada uno de
los derivados (1 mg/mL), se prepararon soluciones stock en buffer fosfato (0,1 M) pH 7,4 para
obtener una concentracion de trabajo de 0,01 mg/mL. De esta tltima solucién, se tomaron 600
ML y se adiciond 600 pL de plasma (solucion de trabajo) o 600 pL de buffer fosfato (0,1 M) pH
7,4 para referencia (muestra 100 %). Las soluciones resultantes se incubaron a 37°C durantel0
min en un bafio termostatizado con agitacién. Luego se tomé 1 mL de cada muestra y se lo
coloc en el dispositivo de ultrafiltracion (Centrifree®UF, Millipore) equipado con una
membrana Ultracel YM-T (cut-off 30000 Da) y se lo sometio a centrifugacion a 2000 RPM por 5
min.

Para el desarrollo de esta técnica, se estudiaron diversos factores que pueden afectar el
resultado tales como: la adsorcion de los derivados sobre la membrana de filtracion, el tiempo y
la velocidad de centrifugacion y la densidad de la muestra a utilizar. El tiempo y la velocidad de
centrifugacion son dos factores relevantes para no provocar un desplazamiento del equilibrio de
union farmaco-proteina, al intentar separar la fraccion libre de farmaco de la fraccion unida a las
mismas. Las condiciones experimentales finales involucraron una relacion (1:1), plasma humano
: buffer fosfato (0,1 M) pH 7,4, centrifugado a 2000 rpm por 5 min, obteniéndose asi 200 pL del
ultrafiltrado para su posterior cuantificacion por HPLC, sin provocar un desplazamiento del
equilibrio de unién.

Las fracciones unidas (fu) para cada derivado se calculan como porcentaje, utilizando la
Ec. 2.11

fu= 100 — ((Ay/ A100%) * 100)) Ec2.11

en donde, Awm corresponde al area de la muestra, Aioo% al area muestra 100% y fu a la fraccion
unida.

Los ensayos de union a proteinas se realizaron por duplicado para cada uno de los
compuestos. Cada ensayo consta de 1 muestra de 100% y 3 muestras de union a PP, preparadas a
partir de la misma solucion stock del derivado y tratadas en forma paralela. De todos los ensayos
se calcula el promedio (n = 6) de los resultados con su correspondiente desviacion estandar. Para
determinar el sitio de union de los derivados a la ASH, se utiliz6 como marcador al SAL, el cual

se conoce que se une al sitio | de la ASH con una elevada afinidad®®.
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2.3.5.4 Estudios computacionales de unién a ASH

Para analizar el modo de union de los profarmacos de AZT a la ASH se realizaron
estudios computacionales en colaboraciéon con el Dr. Sergio R. Ribone, investigador de
UNITEFA-CONICET, en el Departamento de Ciencias Farmaceuticas, de la Facultad de
Ciencias Quimicas, UNC.

Para determinar el modo de union de todos los compuestos estudiados en el sitio 1, se
sometieron a un protocolo de docking molecular utilizando la estructura cristalografica de ASH
complejada con AZT y acido miristico (Myr) como proteina blanco (cédigo PDB: 3B9L)%. El
acido salicilico (SAL) fue sometido al mismo protocolo de docking molecular, pero utilizando el
complejo cristalografico de ASH y Myr conteniendo SAL (codigo PDB: 2130)1%,

Los procedimientos de docking molecular se realizaron utilizando software desarrollado
por OpenEye Scientific Software!®. Para la realizacion de los estudios se empled una estrategia
de docking rigido exhaustivo, el cual se ejecut6 a partir de dos etapas secuenciales: 1) una etapa
de generacion de librerias de conformeros de los ligandos, que se realiz6 usando una barrera
energética de 10 kcal/mol y utilizando el software OMEGA2.4.31% y 2) los ensayos de docking
se realizaron utilizando el método rigido y exhaustivo implementado por el software FRED’.
En este caso, se utilizé la funcion de puntuacion ChemGauss3 para evaluar y clasificar las
posiciones de docking. Para conocer los potenciales modos de unién de los profarmacos a la
ASH, se seleccionaron las posiciones de docking de menor energia.

El célculo de la energia de interaccion se realizé utilizando la técnica Molecular
Mechanics Poisson-Boltzmann surface area (MM-PBSA)%® implementada en Amber17%. Para
parametrizar a la ASH y a los ligandos, se utilizaron los campos de fuerza ff14SB y GAFF,
respectivamente. La energia de union se calculé tomando en cuenta las energias de solvatacion
de las moléculas interactuantes, ademas de las energias de mecanica molecular (MM). La
contribucion de las energias de solvatacién polar se calculdé mediante el modelo de solvente
implicito generalizado de Born (GB), mientras que la contribucién no polar de la energia de
solvatacion dependio del éarea superficial accesible al solvente (SASA)!!. Las interacciones
intermoleculares se identificaron y representaron usando software VMD v.1.9.3. y LigPlot +
v.1.4.512113 Se seleccionaron aquellos residuos que presentan una mayor interaccion al realizar
la descomposicion energética. La suma de las energias de interaccion con los residuos
correspondientes, se correlaciond posteriormente con los resultados experimentales de union a

proteinas totales.
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2.4 Estudios de permeabilidad intestinal

2.4.1 Introduccién

La biodisponibilidad es la cantidad de farmaco administrado por via oral que llega a la
circulacion sistémica después de ser absorbido desde la forma farmacéutica. La optimizacion de
esta propiedad es uno de los objetivos mas importantes para la industria farmacéutica, durante la
fase de desarrollo de nuevos farmacos!“,

La cantidad de farmaco biodisponible depende de numerosos factores, entre los cuales se
encuentran las propiedades fisicoquimicas de la molécula (peso molecular, pKa, lipofilicidad), su
solubilidad, su estabilidad, el pH gastrointestinal, el vaciamiento gastrico, el transito intestinal y
su via de absorcion, entre otros. Posterior a su absorcion, el farmaco debe pasar higado, donde
sera susceptible de sufrir lo que se conoce como “metabolismo de primer paso hepatico”,
fenomeno por el cual numerosos farmacos presentan una baja biodisponibilidad®®.

Para optimizar la biodisponibilidad de un farmaco, se requiere el conocimiento de los
procesos fisiologicos y moleculares relacionados con su absorcion, como asi también de las
propiedades fisicoquimicas de las moléculas. De esta manera, es fundamental conocer la
absorcién intestinal del farmaco durante las etapas tempranas de su desarrollo. Para lograrlo, es
necesario contar con modelos experimentales adecuados, los cuales deben ofrecer informacion
cuantitativa sobre los mecanismos de absorcion.

La absorcion intestinal de un farmaco desde el lumen intestinal hacia la circulacion
sistémica, puede llevarse a cabo mediante cinco tipos principales de mecanismos, los cuales se

describen brevemente a continuacion (Figura 2.17),
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Figura 2.17. Procesos mediante los cuales un farmaco puede atravesar el tejido intestinal para
lograr su absorcion. A: Pasaje paracelular; B: Difusion pasiva; C-F: Transporte facilitado;

G: Transcitosis; H: Endocitosis.

A) Pasaje paracelular: En este caso, el farmaco puede atravesar el tejido intestinal
utilizando los poros intercelulares. Transcurre sin gasto energético y es impulsado por el
gradiente de concentracion. Este mecanismo tiene lugar fundamentalmente en la absorcion de
moléculas de bajo peso molecular y baja lipofilicidad, como por ejemplo las que se encuentran
ionizadas al pH del lumen intestinal (Figura 2.17; A).

B) Difusion pasiva: Es la via mas utilizada por las moléculas lipofilicas de bajo
peso molecular. Este mecanismo sigue la ley de Fick, por la cual, la cantidad de farmaco
absorbido es proporcional al gradiente de concentracion y al area de contacto (Figura 2.17; B).

C-F) Transporte facilitado: Este mecanismo involucra la interaccion especifica
entre la molécula y un transportador, constituyendo un mecanismo que es saturable. Incluye dos
tipos de transportes: activo y pasivo. En el primer caso, los farmacos atraviesan el epitelio
intestinal mediante un gasto energético y pueden actuar contra un gradiente de concentracion del
sustrato. En el transporte pasivo, es necesario también un transportador de membrana, aunque
opera sin gasto energético y es impulsado por la concentracion del sustrato o por la presencia de
un cotransportador (Figura 2.17; C-F).

G) Transcitosis: Se puede definir como un determinado conjunto de fenémenos,
que permiten que la sustancia pueda atravesar el citoplasma celular, desde un extremo al otro de
la célula. Este es un doble proceso, en el que es necesario la accion tanto de la endocitosis como

de la exocitosis. Es propio de las células endoteliales (Figura 2.17; G).
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H) Endocitosis: Este es un proceso observable en la mayoria de las células de
mamiferos para la absorcion de macromoléculas. Se requiere gasto metabdlico y la realizan
algunos tipos de células especializadas, por ejemplo, las células del sistema reticulo-endotelial.
Es generalmente un mecanismo de absorcion lenta que resulta de la fusion de vesiculas
endociticas con los lisosomas que contienen altos niveles de actividad enzimatica. La endocitosis
puede involucrar también algunos receptores especificos (Figura 2.17; H).

El enterocito (célula intestinal especializada) presenta diferentes caracteristicas en su cara
basal y apical, tanto en la estructura como en la funcién, por lo cual se las denomina “células
polarizadas” (Figura 2.18). La superficie apical orientada hacia el lumen intestinal se especializa
en la absorcion de sustratos, en cambio, la cara basal media el transporte de nutrientes desde el
interior del enterocito hacia los fluidos circundantes que conducen al torrente sanguineo®!’. En
ambos lados del enterocito se expresan proteinas que intervienen en los procesos de transporte

mencionados, tal como se muestra en la Figura 2.18.

—UEp— —ap—
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Figura 2.18. Distribucion de proteinas de eflujo en el enterocito.

La superficie apical de los enterocitos, presenta numerosas proyecciones en forma de
dedos (100 nm de didmetro) llamadas “microvellosidades”, las cuales aumentan
significativamente el area expuesta de la superficie apical, mejorando asi la capacidad de
absorcion del tejido intestinal'*”118, Sobre las microvellosidades, se encuentra el glicocalix, una
red compuesta de glicoproteinas integrales de membrana, glucolipidos y enzimas que catalizan

las etapas finales en la digestion de carbohidratos y proteinas. La accion de estas enzimas
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produce monosacaridos y aminoacidos, que se transportan a través del epitelio intestinal y
finalmente al torrente sanguineo!’.

Las celulas epiteliales, contienen un conjunto de proteinas conocidas como la familia
ABC (ATP-binding cassette, por sus siglas en inglés), las cuales forman parte del proceso de
transporte facilitado con gasto de energia 11°'2°, Dependiendo de su funcion y ubicacion, pueden
aumentar o disminuir la permeabilidad de un farmaco (Figura 2.18).

Las principales proteinas de esta familia son la glicoproteina P (P-gp) y la proteina
asociada a la resistencia multiple de farmacos tipo 1 (MRP-1, por sus siglas en inglés). Ambas
estan presentes en diversos tejidos del organismo, y son capaces de transportar sustratos con
estructuras muy diversas, exhibiendo la funcion de mediar el eflujo de sustancias desde el
interior celular, muchas de ellas toxicas, y por lo tanto cumplen un rol fisioldgico de proteccién
para la célula. En el intestino P-pg se encuentra en la membrana apical, y expulsa los
xenobidticos desde el interior del enterocito hacia el lumen intestinal. En cambio, MRP-1 esta
presente en la cara basal, y promueve el flujo de sustratos hacia la circulacion enterohepética. La
expresion de los transportadores a lo largo del tracto gastrointestinal es variable. En particular, P-
gp aumenta su expresion hacia los segmentos distales del intestino, mientras que MRP-1
presenta mayor abundancia en el segmento proximal y disminuye hacia los segmentos distales?..

Otro punto a tener en cuenta es la presencia de carboxilesterasas (CES) en la mucosa
intestinal y en el interior del enterocito %22, ya que los profarmacos pueden ser metabolizados
durante el pasaje por el mismo. Este proceso también puede ser beneficioso si mejora algln
aspecto en la absorcion intestinal del farmaco original’?2, Las CES, desempefian un papel
fundamental en la hidrolisis de una variedad de farmacos y profarmacos que presentan una
funcion éster, amida o carbamato*®#!. Las CES son isoenzimas que se pueden clasificar en 5
subfamilias denominadas CESh1-CESh5 de acuerdo con la homologia en su secuencia. La
mayoria de las CES identificadas al momento pertenecen a las subfamilias CESh1 o CESh2. La
primera hidroliza principalmente sustratos con un grupo alquilo més pequefio y un grupo acilo
mas grande, mientras que también se han reportado excepciones en donde su amplia cavidad
catalitica también permite que se reconozcan ésteres de alcoholes mas voluminosos. Por el
contrario, la enzima CESh2 reconoce sustratos con grupos alquilo mas grandes y grupos acilo
mas pequefios*®*L. En el intestino delgado solo se expresa CESh2122,

Particularmente, AZT presenta una biodisponibilidad oral relativamente baja (65 £+ 15%),
pero que esta asociada a una alta variabilidad intra e inter-paciente!?®. A su vez, se ha informado
que AZT es sustrato de proteinas de eflujo presentes en diversas tejidos, tales como en el sistema

nervioso central (SNC), en las células del sistema inmune y en el epitelio intestinal*?*1%°, estando
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éste Gltimo directamente relacionado con sus problemas de biodisponibilidad oral. El eflujo que

sufre AZT a nivel intestinal esta mediado principalmente por la P-gp 8.

2.4.2 Objetivos

Dada la permeabilidad intestinal subdptima que presenta AZT, el objetivo de esta etapa
es estudiar si los nuevos derivados AZT-Espaciadores (AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi)
presentan propiedades de absorcion optimizada respecto de AZT.

2.4.3 Disefio experimental

Teniendo en cuenta la gran variedad de fenémenos que tienen lugar durante el pasaje de
un profarmaco por la membrana intestinal, se seleccioné un modelo ex vivo que emplea
segmentos intestinales completos aislados de rata?®, conocido por el nombre de técnica del saco
intestinal evertido de ratas. Dicha técnica ha sido utilizada con anterioridad en el grupo de
investigacion donde se realizd el presente Trabajo de Tesis®"%®'?7. Este es un modelo
conveniente, ya que se mantienen las caracteristicas estructurales y funcionales del epitelio
intestinal y no presenta la complejidad de realizar un estudio in vivo.

Esta técnica consiste en sumergir un segmento intestinal aislado en una solucion
conteniendo la sustancia a evaluar, posibilitando asi la determinacion de parametros relacionados
a la cinética de permeacion a través del tejido, involucrando tanto a los transportadores de
membrana como a los procesos de difusion pasiva. Otra caracteristica de relevancia que presenta
este disefio experimental, es que permite estudiar el metabolismo durante el pasaje a través del
tejido intestinal, ya sea en el epitelio propiamente dicho o dentro de la célula, otorgando
informacion de gran valor y utilidad?®-13°,

Para que el ensayo sea valido, se debe realizar bajo lo que se conoce como ““condiciones
de sumidero”, por lo cual se requiere una baja cantidad de compuesto para efectuar el estudio, lo
cual es una ventaja ya que la sintesis y purificacion de profarmacos son habitualmente procesos
laboriosos y de costos elevados. Asi, el volumen de solucion en la cual se disuelve el compuesto
a ensayar es mayor que el de otras metodologias existentes, de manera que la solubilidad del
compuesto a evaluar, usualmente no es un factor limitante en la ejecucion del experimento. Esto,
junto con el pequefio volumen de la solucién en la cual se colecta de muestra del ensayo de
permeacion, facilita notablemente el analisis cuantitativo, por lo cual no se requieren limites de

cuantificacion extremadamente bajos. Asimismo, es necesario una minuciosa manipulacion del
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tejido durante el armado del dispositivo, a fin de no dafar la integridad del segmento intestinal
empleado, siendo ésto una de las mayores dificultades.

Para evertir el segmento intestinal, se coloca una varilla de vidrio en un extremo del
tejido aislado para facilitar el proceso de eversion, de manera tal que la mucosa intestinal
responsable de la absorcién quede expuesta hacia el exterior; mientras que la capa serosal se
expone hacia la cara interna del segmento.

En la Figura 2.19 se muestra un esquema del dispositivo de trabajo utilizado en los
estudios de permeabilidad. En el interior del tejido se coloca una canula que permite la
introduccién del medio fresco (solucion serosal) y la toma de muestras desde el interior del
segmento. Posteriormente, el tejido se incuba en la solucion que contiene la sustancia en estudio
(solucion mucosal), la cual difunde hacia el interior del segmento intestinal, desde donde se

recolectan las muestras por medio de la canula y se la prepara para su posterior cuantificacion.

'—D Canula

Enterocito
Solucién Mucosal

Cara apical

® Solucién Serosal
Cara basal

» Segmento Intestinal

Solucién
mucosal

Pesade 10 g

Solucién
Serosal

Figura 2.19 Esquema del dispositivo utilizado para el ensayo de permeacion intestinal
empleando el modelo del saco intestinal evertido.

De acuerdo al disefio experimental, los dispositivos se incuban a 37 °C y se extraen
muestras de la solucion serosal a distintos tiempos, cuantificandose el analito proveniente de la
solucion mucosal por difusion a través del segmento intestinal. A partir de los datos obtenidos, se
grafica la cantidad de analito acumulado en la solucion serosal en funcién del tiempo. Mediante
un analisis de regresion lineal simple, se obtiene una recta cuya pendiente corresponde al flujo de

permeacion (F, pg/min), el cual es una medida directa de la cantidad de farmaco que atraviesa el
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tejido intestinal por unidad de tiempo. A partir del valor de F, es posible calcular el coeficiente

de permeabilidad intestinal aparente (Papp, Cm/min) segun las ecuaciones 2.12 y 2.13.

_ F
app — SuPexp x Cj

SUPexp = 2mrh (Ec. 2.13)

P (Ec. 2.12)

en donde, Supexp €s la superficie del segmento intestinal expuesto a la solucién mucosal,
Ci es la concentracion inicial del farmaco en la solucién mucosal, r es el radio promedio del
segmento intestinal (0,4 cm) y h es el largo del segmento intestinal disponible para la
permeacion (10 cm). El Papp representa una medida directa del grado de permeabilidad del
farmaco y refleja su velocidad de transporte a través del tejido intestinal 58127:131-133

El Papp depende tanto de F como de la Supexp para la absorcion, por lo tanto, para obtener
resultados comparables es indispensable emplear segmentos intestinales de igual tamafio (r = 0,4
cm y h = 10 cm) originando asi, una Supexp = 25,13 cm? (Ec. 2.13), que se mantiene constante
para todas las experiencias.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, haciendo un uso racional de los animales
de experimentacion, los cudles a su vez son manipulados siguiendo las normas de buenas
practicas de uso de animales de laboratorio3*1%¢, Cabe destacar, que los procedimientos
utilizados fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
Quimicas, UNC. (Res. N° 138/07), quienes regulan el uso de animales en protocolos
experimentales. Los valores se informan como la media de las determinaciones con su
correspondiente desviacion estandar. La comparacion entre los valores de Papp calculados, se
realizd mediante un andlisis de ANOVA de una via, mientras que, al comparar mas de un grupo
de resultados, fue necesario la aplicacion del test t de Student. Se consider6 como

estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.
2.4.4 Resultados y discusiones
2.4.4.1 Viabilidad del tejido intestinal y estabilidad quimica en TC199 para 1- 3
Para evaluar la integridad del tejido intestinal durante los estudios de permeabilidad
realizados, se llevaron a cabo ensayos de viabilidad. Estos, consistieron en medir la capacidad

que tienen los segmentos intestinales para concentrar activamente glucosa desde la solucion
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mucosal hacia la solucion serosal**’. Para ello, se cuantificé la cantidad de glucosa presente en la
solucion serosal, siguiendo el procedimiento detallado en la seccion de materiales y métodos.

Los resultados demostraron que los segmentos intestinales utilizados (yeyuno proximal)
durante los ensayos de permeabilidad fueron capaces de concentrar glucosa en la solucién
serosal durante los 60 min que durd el estudio, indicando que el tejido se mantuvo viable y

conserva su integridad (Figura 2.20).

200 4

Glucosa (mg/mL)

T T T T
10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 2.20 Viabilidad del tejido intestinal, Glucosa mg/mL vs tiempo (min).

Previo a los estudios de permeacion intestinal, fue necesario determinar la estabilidad
quimica de AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi, aplicando la misma metodologia desarrollada para
los estudios de permeabilidad, pero sin la presencia del segmento intestinal. Finalmente, se
cuantificaron las muestras observando en todos los casos que los profarmacos 1-3 son estables en

las condiciones experimentales por el tiempo que duré el ensayo (1 h).
2.4.4.2 Estudios de permeabilidad intestinal de AZT

Los ensayos de permeabilidad de AZT se realizaron utilizando dos concentraciones
diferentes de farmaco 0,50 y 1,00 x 10 M. Se evaluaron en yeyuno proximal, debido a que
segln reportes previos, en este segmento AZT presenta una permeabilidad mediada por
mecanismos de transporte saturable y sufre fendmenos de eflujo*3®

Se observo que la cantidad de moles de AZT que atraviesan el tejido intestinal aumenta
hasta los 30 min de iniciado el ensayo (Figura 2.21.A), y luego se mantuvo esencialmente
constante durante todo el experimento. Esto concuerda con el equilibrio de difusion entre la
concentracion de farmaco y el tejido intestinal necesarios para alcanzar un estado estacionario en
el proceso de permeacion. La Figura 2.21.B, muestra los pg acumulados de AZT en la solucion

serosal en funcion del tiempo, como resultado de la permeacion a través del segmento intestinal.
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En la Figura 2.21 se presentan los datos obtenidos para dos concentraciones evaluadas de AZT
(0,5 y 1,0 x10° M), para cada una se realiz el ensayo por triplicado y luego se promedian los

valores de F y del Papp.
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Figura 2.21. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT concentracion 0,5y 1,0 x102 M. A)

Moles permeados en funcion del tiempo. B) ug acumulados de AZT en funcion del tiempo.

ug acum AZT (0,5 x10°M). = 0,78 (+0,02) tiempo (min) — 6,24 (+0,64) Ec.2.14
n=6; r’=0,992; ds = 0,08; F = 641,66

ug acum AZT (1,0 x103 M). = 1,82 (*0,05) tiempo (min) — 15,71 (+2,10) Ec. 2.15
n=6; r’=0,996; ds= 0,21; F = 1176,94

De las pendientes de las rectas se obtuvieron las Ecs 2.14 y 2.15, se determinaron los
valores de F en cada condicién, obteniéndose un valor promedio de 0,9 (+ 0,1) y 1,8 (£ 0,2)
pg/min, para una solucién mucosal de AZT de 0,5y 1,0 x10 M, respectivamente. A partir de
los valores de F y utilizando las Ecs 2.12 y 2.13, se determino el valor del Papp, siendo 2,9 (=
0,3) y 2,7 (¥ 0,3) x10* cm/min para una concentracion de AZT de 0,5 y 1,0 x103 M,
respectivamente. En la Tabla 2.8 se resumen los valores de F y Papp Obtenidos en los ensayos
para AZT, en la cual se observa que al aumentar la concentracion de AZT en la solucién los
valores de Papp son estadisticamente similares, consistente con la intervencion de mecanismos de
difusién pasiva a través del segmento intestinal. Esta conclusion concuerda con los resultados

reportados previamente en nuestro grupo de investigacion®®,
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Tabla 2.8. Valores de F y Papp para las diferentes concentraciones de AZT

Concentracion F Papp
(M) (ng/min) (x10** cm/min)
0,5x10°M 0,9(x0,1) 2,9(x0,3)
AZT
1,0x 103 M 1,8 (+0,2) 2,7 (£0,3)

Debido a que AZT es sustrato de proteinas de eflujo a nivel intestinal 3%, se realizaron
ensayos de permeacion en presencia de verapamilo (VER), el cual es un inhibidor de las
proteinas de eflujo tales como P-gp y MRP-1. Para realizar estos estudios se empled una
concentracion de AZT de 1,0 x 10 M, afiadiendo VER a la solucién mucosal (1,0 x 102 M +
VER). La concentracion de VER empleada fue de 1,0 x 10 M, la cual se seleccioné de acuerdo
a los reportes bibliogréaficos que demuestran que dicha concentracién es capaz de inhibir a la P-
gp Y a su vez no resulta citotoxica para el enterocito®®124139140 De esta manera, se analizo la
influencia de las proteinas de eflujo, observando los moles permeados y los pg acumulados de

AZT en funcion del tiempo, en presencia de VER (Figura 2.22).

X107 M B = 1x10°M
I x10° M + VER 100 4 e 1x10°M+VER

>
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A

Figura 2.22. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT concentracion 1,0 x 10°3My 1,0 x 10°
3M +VER. A) Moles permeados de AZT en funcién del tiempo. B) pg acumulados de AZT en

funcion del tiempo.

pg acum AZT (1,0 x 10° M + VER) = 1,16 (+ 0,04) tiempo (min) — 9,61 (+ 0,37) Ec. 2.15
n=6; r2=0,995; ds= 0,47; F = 1074,09
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Como se puede apreciar en la Figura 2.22.A, la cantidad de moles permeados de AZT en
presencia de VER (1,0 x 10°M +VER), es inferior en todos los tiempos comparado con los
moles permeados en el ensayo sin la presencia del inhibidor (1,0 x 103M). Esto se traduce en un
menor flujo de AZT en los ensayos con VER (Figura 2.22.B). Luego del correspondiente analisis
de regresion lineal (Ec. 2.15), se calcularon los valores de F y de Papp (Tabla 2.9), para AZT en
presencia de VER.

Tabla 2.9. Valores de F y Papp para AZT en presencia de Verapamilo (1,0 x 10°M +VER)

_ Concentracion F Papp
Derivado ] )
(M) (ng/min) (x10** cm/min)
AZT 1,0x 103 M + VER 1,2 (+0,1) 1,7 (£0,2)
1,0 x 103 M 1,8 (x0,2) 2,7 (x£0,3)

En yeyuno proximal, la expresion de MRP-1 es mayoritaria con respecto a P-gp, y se
encuentra a nivel basal, promoviendo el paso de las sustancias a circulacion enterohepatica!?!. Si
un compuesto es sustrato de MRP-1, se espera observar una disminucion en el valor de Papp al
realizar el ensayo de permeabilidad en presencia de VER evidenciando un fenémeno de influjo a
nivel intestinal. A partir de los resultados detallados en la Tabla 2.9, se puede afirmar que se
determind un Papp inferior para AZT en presencia de VER, lo que demuestra que el principio
activo sufre influjo mediado por MRP-1 en yeyuno proximal. Dicho fendmeno es consistente

con lo descripto en diversos trabajos cientificos'?4141142,

2.4.4.3 Estudios de permeabilidad intestinal de AZT-Suc (1)

Los estudios de permeabilidad intestinal para AZT-Suc se realizaron evaluando una
concentracion de 1,0 x 10° M en la solucion mucosal. Durante los ensayos se monitoreo en la
solucién serosal la presencia de AZT-Suc, como asi también la aparicion del AZT regenerado
(AZTreg) como producto de degradacion (Figura 2.23.A).
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Figura 2.23. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Suc 1,0 x 10 M. Moles permeados en
funcion del tiempo para A) AZT-Suc y AZTreg y para B) AZTeq y AZT como tal en la solucién

mucosal.

Como se puede apreciar en la Figura 2.23.A, una fraccion de AZT-Suc puede atravesar el
epitelio intestinal sin ser metabolizado. Asimismo, se observa que, durante el pasaje del derivado
a través del segmento intestinal, una fraccion del mismo es metabolizado por las enzimas
presentes en el tejido, regenerando el principio activo (AZTreg). A partir de los moles de AZT-
Suc y AZTreg detectados en la solucion serosal, se calcularon los moles equivalentes de AZT
(AZTeq) y se observé que los mismos son inferiores en todos los tiempos, con respecto a los
detectados en los estudios realizados para AZT en una concentracion de 1 x 10° M (Figura
2.23.B).

A partir de los moles presentes en la solucion serosal para AZT-Suc y AZTeq, se
calcularon los pg acumulados en funcion del tiempo (Figura 2.24). A partir de ellos, se
obtuvieron las ecuaciones de las rectas correspondientes (Ec. 2.16 y 2.17) y se determinaron los
valores de F para AZT-Suc y AZTeq, de 0,48 (x 0,05) y 0,79 (= 0,06) pg/min, respectivamente
(Tabla 2.10). De estos valores de F, se determinaron los valores de Papp de 0,52 (+ 0,06) y 1,17
(£ 0,02) x 10 cm/min para AZT-Suc y AZTeq, respectivamente (Tabla 2.10).
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Figura 2.24. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Suc. pg acumulados de AZT-Suc y

AZTeq en funcidn del tiempo.

ug acum AZT-Suc (1,0 x10° M). = 0,454 (+0,02) tiempo (min) —2,99 (+0,08) Ec. 2.16
n=6; r>=0,999; ds= 0,07; F = 46745,7

ug acum AZTeq (1,0 x10 M). = 0,795 (+0,01) tiempo (min) —4,54 (+0,26) Ec. 2.17
n=6; r*=0,999; ds= 0,07; F = 1470,15

Tabla 2.10. Valores de F y Papp para AZT-Suc y AZTeq (1 x10° M.)

Especie F (ug/min) Papp (X 10* cm/min)
AZT-Suc 0,48 + 0,05 0,52 + 0,06
AZTeq 0,79 £ 0,06 1,17 £ 0,02

En ambos casos, se observé que el Papp para AZT-Suc y AZTeq es inferior al obtenido
para AZT en solucion mucosal (2,7 (= 0,3) x 10 cm/min), indicando que el derivado 1 presenta
una permeabilidad intrinseca inferior a la del principio activo. Ello podria estar asociado a sus
propiedades fisicoquimicas, como por ejemplo su aumentada hidrofilicidad, como asi también a
la accion de proteinas de eflujo.

Para determinar si AZT-Suc y el correspondiente AZTreg producido durante el proceso
de permeacion son sustratos de proteinas de eflujo, se evalud la permeabilidad del derivado 1

utilizando una concentracion de 1 x 103 M en presencia de VER en la solucion mucosal (Figura
2.25).
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Figura 2.25. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Suc 1,0 x 10° M en ausencia y
presencia de Verapamilo. Moles permeados para A) AZT-Suc y para B) AZTeq en funcién del
tiempo.

Analizando los moles detectados en la solucion serosal en presencia de VER en funcién
del tiempo, se determind que la cantidad de moles de AZT-Suc que atraviesan el epitelio
intestinal en ambos ensayos aumenta en presencia del inhibidor (Figura 2.25.A), sugiriendo la
intervencion de un fendmeno de eflujo. Dicha diferencia no es tan significativa cuando se analiza
el perfil de moles permeados para AZTeq (Figura 2.25.B). Para profundizar se calcularon los
valores de F y Papp para AZT-Suc y AZTeq (Figura 2.26, Ecs 2.18 y 2.19 y Tabla 2.11).

B AZT-Suc (1x10°M)
1004 A AZT-Suc (1 x 10°M+VER)
AZTeq( 1 x 10°M)
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Figura 2.26. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT-Suc 1,0 x 102 M en ausencia y

presencia de Verapamilo. pg acumulados de AZT-Suc y AZTeq en funcién del tiempo.

Mg acum AZT-Suc= 0,36 (+0,01) tiempo (min) —1,60 (+0,02) Ec. 2.18
n=6;r>=0,998; ds= 0,06; F = 3755,9

pg acum. AZTeq= 0,88 (+0,02) tiempo (min) —4,42 (+0,03) Ec.2.19
n=6;r>=0,998; ds= 0,06; F = 2152,5

Tabla 2.11. Valores de F y Pagp 1 x 102 My 1 x 10° M +VER, para AZT-Suc y AZTeq.

. . F Papp
Derivado Concentracion ) )
(1g/min) (cm/min)
1x10°M 0,48 £0,14 0,52 + 0,06
AZT-Suc
1x10°M+VER 0,36 +0,02 0,38 + 0,02
1x10°M 0,79 + 0,06 1,17 £0,02
AZTeq

1x10°M + VER 0,75+0,05 1,12 +0,03
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Al analizar los Papp en ambas condiciones para AZT-Suc, se confirmo que el coeficiente
de permeabilidad es levemente inferior en el ensayo con el inhibidor, confirmando que este
derivado es reconocido por proteinas de eflujo a nivel basal (Tabla 2.11). En contraparte, la
permeabilidad global obtenida para AZTeq no presenta cambios significativos en el Papp al
comparar los ensayos en presencia y ausencia del inhibidor, indicando que las proteinas de eflujo
no modifican la permeabilidad global obtenida a partir de AZT-Suc (Tabla 2.11). Esto podria

traducirse en una potencial optimizacion en la biodisponibilidad del farmaco a nivel intestinal.
A modo de evaluar si los cambios en la concentracion de AZT-Suc en la solucion
mucosal afectan el valor de Papp, Se trabajo con tres concentraciones mas, 0,38; 0,50; 0,70 x 1073

M. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 2.12 y Figura 2.27.

Tabla 2.12. Valores de F y Papp para las diferentes concentraciones de AZT-Suc.

Derivado  Concentracion F Papp
(x 10°M) (ug/min) (x 10"* cm/min)
0,38 0,11 +£0,04 0,29 £ 0,05
0,50 0,17 £0,03 0,33+0,01
AZT-Suc 0,70 025+002 037001
1,00 0,45+ 0,02 0,48 £ 0,02
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Figura 2.27. Representacion del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) de AZT-Suc vs.

concentracion de la solucién mucosal.

Papp AZT-Suc= 0,28 (+ 0,04) x 103 M + 0,18 (+ 0,03)  Ec. 2.20
n=4:r?=0,942; ds = 0,03: F = 49,419

Del anélisis de los valores de Pap Obtenidos con respecto a la variacion de la
concentracion de AZT-Suc en la solucion mucosal, se observa que éstos no son estadisticamente
equivalentes, sino que el Papp aumenta de conforme aumenta la concentracion del profarmaco
(Figura 2.27 y Ec. 2.20), evidenciando un pasaje intestinal mediado por transportadores, ya que
se observa una mayor eficiencia de transporte conforme se aumenta la concentracion del
derivado en la solucién mucosal. Es de destacar que en el rango de concentraciones evaluadas no

se produce una saturacion del sistema de transporte.

2.4.4.4 Estudios de permeabilidad intestinal de AZT-Glu (2)

Se evalud una concentracion de AZT-Glu en la solucion mucosal de 1 x 10° M (Figura
2.28.A). Se detect0 la presencia de AZTreg en la solucion serosal, indicando que AZT-Glu esta
siendo metabolizado durante su pasaje a través del segmento intestinal. Cabe destacar que, la
cantidad de moles de AZT-Glu en la solucion serosal es mayoritaria, indicado que la fraccién de
profarmaco que atraviesa el epitelio intestinal como tal, presenta un menor grado de
metabolismo si se lo compara con AZT-Suc. A partir de los moles de AZT-Glu y AZTreg
detectados en la solucion serosal, se calcularon los moles equivalentes de AZT (AZTeq) y se
observé que los mismos aumenta durante todo el ensayo, pero son inferiores con respecto a los
detectados en los estudios realizados para AZT en una concentracion de 1 x 10° M (Figura

2.28.B).
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Figura 2.28. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT-Glu 1,0 x 103 M. Moles permeados en
funcion del tiempo para A) AZT-Gluy AZTreg y para B) AZTeq y AZT como tal en la solucion

mucosal.

Para comparar el perfil de permeabilidad de este derivado con el de AZT, se
determinaron los valores de F y Papp para AZT-Glu y para los AZTeq (Figura 2.29 y Ec. 2.21y
2.22). determinandose valores de Papp de 1,32 (+ 0,06) y 1,61 (+ 0,02) x 10 cm/min para AZT-
Glu y AZTeq, respectivamente (Tabla 2.13). Tanto AZT-Glu como AZTeq presentaron un
valor de Papp inferior al de AZT (2,7 (x 0,3) x 10 cm/min), demostrando que este derivado logra

atravesar con una menor eficiencia el tejido intestinal.
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Figura 2.29 Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Glu (1,0 x10° M). pg acumulados de
AZT-Glu y AZTeq en funcion del tiempo.

pg acum. AZT-Glu. = 0,75 (x0,03) tiempo (min) -5,40 (£1,15) Ec.2.21
n=6;r2=0,992; ds=1,5; F = 648,7

Kg acum AZTeqg= 1,09 (x£0,06) tiempo (min) —7,67 (x0,70) Ec. 2.22
n=6;r>=0,990; ds= 1,30; F = 622,3
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Tabla 2.13. Valores de F y Papp para de AZT-Glu y AZTeq. Concentracion 1 x 10 M.

F (ug/min) Papp (X 10 cm/min)
AZT-Glu 1,23 £ 0,06 1,32 £ 0,06
AZTeq 1,09 = 0,06 1,61 0,02

La influencia de los transportadores de eflujo durante el pasaje a través de la membrana

intestinal, se determind realizando ensayos de permeabilidad en presencia de VER vy utilizando
una concentracion fija de AZT-Glu de 1 x 10°M (Figura 2.30).

X103 M C1x10-3 M
ol A I 1x10-3 M + VER B B 1x10-3 M + VER

moles AZT-Glu ( x10° M)
molesAZTeq (x10°M)

04 il
o] 10 20 30 40 50 60 o]

Tiempo (min)

10 20 30 40 50 60
tiempo(min)

Figura 2.30. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Glu 1,0 x 10° M en ausencia y

presencia de Verapamilo. Moles permeados para A) AZT-Glu y para B) AZTeq en funcion del
tiempo.

Al analizar la Figura 2.30.A, se observa que la cantidad de moles de AZT-Glu que
atraviesan la membrana intestinal en presencia del inhibidor (VER) es mayor que los moles
observados en el ensayo sin el inhibidor, sugiriendo la intervencién de fenémenos de eflujo
durante el pasaje del derivado 2. Dicha tendencia también se observo para los AZTeq (Figura

2.30.B). Para profundizar el analisis, se determinaron los valores de F y Papp (Figura 2.31,
Ecs.2.23y 2.24 y Tabla 2.14)
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Figura 2.31. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Glu 1,0 x 102 M en ausencia y

presencia de Verapamilo. pug acumulados de AZT-Glu y AZTeq en funcion del tiempo.

Mg acum. AZT-Glu = 2,21 (£0,01) tiempo (min) —7,16 (£0,04) Ec. 2.23
n=6;r>=0,999; ds= 0,14; F = 62133,1

pg acum AZTeqg= 1,99 (£0,01) tiempo (min) — 7,93 (x£0,05) Ec.2.24
n=6;r>=0,999; ds= 0,34; F = 19907,1
Al determinar el Papp para AZT-Glu y AZTeq en presencia de VER, se observo que los
mismos son estadisticamente diferentes a los valores determinados en ausencia del inhibidor,

aumentando al doble los valores del coeficiente en presencia de VER (Tabla 2.14).

Tabla 2.14. Valores de F y Papp 1 x10°My 1 x10° M +VER,
para AZT-Glu y AZTeq.

. . F Papp

Derivado Concentracion ) _
(Hg/min) (cm/min)
1x10°M 1,23 + 0,06 1,32 £ 0,06

AZT-Glu
1x10°M + VER 2,21 £0,02 2,41 £ 0,02
1x10°M 1,09 + 0,06 1,61 +0,02
AZTeq

1x10°M + VER 1,99 £ 0,06 2,9£0,02

Estos perfiles de permeabilidad indican que tanto AZT-Glu como el AZTreg son
sustratos de P-gp a nivel apical, debido a que su Papp aumenta al inhibir la funcion de dichas

proteinas.
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Si bien este derivado no presenta una permeabilidad intrinseca superior a la de AZT
como tal y que es sustrato de proteinas de eflujo, es destacable que evidencié un menor grado de

metabolismo durante el pasaje por la membrana intestinal que el profarmaco AZT-Suc.
2.4.4.5 Estudios de permeabilidad intestinal de AZT-Adi (3)

Se evaluaron las propiedades de permeacion de AZT-Adi, a una concentracion de 1 x 10
¥ M (Figura 2.32.A). En la solucion serosal se pudo observar que AZT-Adi, al igual que los otros
profarmacos evaluados, atraviesa el tejido intestinal como tal, y durante este pasaje es
reconocido por esterasas presentes en el tejido que lo metabolizan y producen AZTreg (Figura
2.32.A). A partir de las especies detectadas en la solucion serosal, se calcularon los moles
AZTeq y se observo que los mismos son inferiores con respecto a los detectados en los estudios
realizados para AZT en una concentracion de 1 x 10 M (Figura 2.32.B).

A I AZTreg B
I AZT-Adi I AZTreg
I AZT-Adi

N
L
N
I

moles ( x10° M)
‘

moles ( x10° M)

0 04
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
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Figura 2.32. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT-Adi 1,0 x 10 M. Moles permeados en
funcion del tiempo para A) AZT-Adi y AZTreg y para B) AZTeq y AZT como tal en la solucion

mucosal.
Analizando los ensayos de igual manera que para AZT-Suc y AZT-Glu, se determinaron

los valores de F y Papp para AZT-Adi y para el correspondiente AZTeq (Figura 2.33, Ecs 2.25 y
2.26 y Tabla 2.15).
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Figura 2.33. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Adi (1,0 x10° M). pg acumulados de
AZT-Adi y AZTeq en funcion del tiempo.

ug acum. AZT-Adi (1,0 x10°* M). = 0,19 (+0,01) tiempo (min) — 0,84 (+0,17) Ec. 2.25
n=6;r>=0,997; ds= 0,4; F = 1788,8

ug acum. AZTeq (1,0 X103 M). = 1,09 (+0,06) tiempo (min) —7,67 (x0,70) Ec. 2.26
n=6; r>=0,994; ds=0,4; F =786,9

Tabla 2.15. Valores de F y Papp para de AZT-Adi y AZTeq. Concentracion 1 x10° M.

Especie F (ng/min) Papp (X 10 cm/min)
AZT-Adi 0,19 £ 0,02 0,20 £ 0,01
AZTeq 0,46 £ 0,09 0,68 £ 0,10

A la concentracion evaluada, AZT-Adi present0 un Papp inferior que AZT y que resto de
los derivados evaluados (1 y 2). Esto también se observo al evaluar el Papp para los AZTeq,
indicando que AZT-Adi presenta un grado de permeabilidad intrinseca inferior que el principio
activo.

Para estudiar la influencia de los transportadores de eflujo durante el pasaje por la
membrana intestinal, se realizaron ensayos de permeabilidad en presencia de VER vy utilizando
una concentracion de AZT-Adi de 1 x10°M (Figura 2.34).
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Figura 2.34. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Adi 1,0 x 10° M en ausencia y

presencia de Verapamilo. Moles permeados para A) AZT-Adi y para B) AZTeq en funcién del

tiempo

Al realizar los ensayos de permeabilidad intestinal de AZT-Adi en presencia de VER, se
observo que la cantidad de moles que pueden atravesar el epitelio no son similares a los
determinados sin el inhibidor, determindndose un aumento en la cantidad de moles que logran
atravesar el tejido intestinal después de los 30 min (Figura 2.34.A). Este comportamiento es
similar cuando se analizan los moles de AZTeq presentes en la solucion mucosal en ambos
ensayos (Figura 2.34.B). Para profundizar el se calcularon los valores de F y Papp para AZT-Adi
y AZTeq (Figura 2.35, Ecs 2.27 y 2.28 y Tabla 2.16).
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Figura 2.35. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Adi (1,0 x 10 M) en ausencia y

presencia de Verapamilo. pg acumulados de AZT-Adi y AZTeq en funcion del tiempo.

pg acum. AZT-Adi= 0,35 (+0,02) tiempo (min) — 3,97 (+£0,63) Ec. 2.27
n=6;r>=0,987; ds=0,1; F = 222,43

Mg acum. AZTeq = 0,59 (£0,03) tiempo (min) —6,09 (x0,01) Ec. 2.28

n==6:r°=0,989: ds=0,4; F =451,6
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Tabla 2.16. Valores de F y Papp 1 X102 My 1 x10°M +VER, para AZT-Adi y AZTeq.

. . F Papp
Derivado Concentracion ) _
(Hg/min) (cm/min)
_ 1x10°M 0,19 + 0,02 0,20 £ 0,01
AZT-Adi
1x10°M + VER 0,38 + 0,03 0,39 £ 0,05
1x10°M 0,46 = 0,09 0,68 £ 0,10
AZTeq

1x10°M + VER 0,60 + 0,08 0,89 + 0,06

Para ambas especies (AZT-Adi y AZTeq) se pudo determinar que en presencia del
inhibidor el Papp es superior en ambos casos, evidenciando fendmenos de eflujo a nivel apical
especialmente para AZT-Adi (Tabla 2.16). En consecuencia, se concluye que este derivado esta
siendo reconocidos por transportadores de eflujo presente en el enterocito.

De igual manera que para AZT-Glu, no se pudieron realizar los ensayos de
permeabilidad utilizando una concentracion de AZT-Adi de 0,5 x 10° M debido a que la
fraccion de profarmaco y de principio activo que atraviesan la membrana intestinal caen por
debajo del limite de cuantificacion.

2.4.5 Conclusiones parciales

De los resultados presentados, se concluye que AZT-Suc (1), AZT-Glu (2) y AZT-Adi
(3) exhiben una permeabilidad intrinseca menor que la de AZT como tal, presentado el siguiente
orden 3< 1 <2< AZT. A pesar de su baja permeabilidad, se observo que los nuevos derivados
AZT-Espaciador evaluados son capaces de atravesar la membrana intestinal como tales en una
cantidad cuantificable, evidenciando su capacidad para atravesar el tejido intestinal y llegar a
circulacion enterohepética. En este sentido, la presencia de derivados de AZT con el 5-OH
protegido puede impedir que el principio activo sea metabolizado durante el paso por higado
antes de llegar a circulacion sistémica. Por otro lado, se determind que una fraccion de los
derivados 1-3 son metabolizados durante el pasaje por el segmento intestinal, regenerando el
principio activo (AZTreg), siendo el derivado 2, el que presenta este fendmeno en menor
medida.

Para conocer si los derivados AZT-Espaciadores (y el AZTreg que se produce a partir de
ellos) son o0 no sustratos de proteinas de eflujo, se determind la permeabilidad de los mismos en

presencia de VER. En el caso de AZT-Suc se pudo observar una leve disminucion en el Papp

70



2. Sintesis y evaluacién biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador

indicando la accidon de proteinas de eflujo a nivel basal. En cambio, para AZT-Glu y AZT Adi
se observo eflujo a nivel apical, posiblemente mediado por P-gp.

En el caso particular de AZT-Suc, para el cual se evaluaron diversas concentraciones, se
puede decir que su Papp depende de la concentracion del derivado en la solucion mucosal,
evidenciando una difusion mediada por transportadores que no llega a saturarse en las
concentraciones evaluadas.

Sobre la base de lo discutido, se puede decir que los nuevos derivados AZT-Espaciadores
(1-3) presentan un perfil similar de permeabilidad al descripto para AZT-Oxa, para el cual se
determind una permeabilidad intrinseca inferior a AZT, asociada a una baja tasa de regeneracion
de AZT durante el pasaje por el tejido intestinal®’. A su vez la difusion de AZT-Oxa a través del
tejido intestinal demostrd que el Papp aumenta conforme aumenta la concentracion en la solucion
mucosal®’, evidenciando una difusion facilitada de manera similar al descripto para AZT-Suc.
Asi, es posible decir que las propiedades de permeabilidad intestinal de los derivados AZT-

Espaciadores evaluados y su predecesor AZT-Oxa presentan un comportamiento similar.

2.4.6 Materiales y métodos

2.4.6.1 Preparacion de las soluciones mucosales y serosales

La preparacion de la solucion mucosal de cada profarmaco (AZT-Suc, AZT-Gluy AZT-
Adi), se realizo pesando las cantidades necesarias de cada uno de ellos y disolviéndolas en 50
mL de medio de cultivo TC199 (sigma Aldrich®), para generar soluciones de trabajo, en el rango
de concentracion desde los 0,38 x10° M a 1 x10° M, segun corresponda. El medio de cultivo
TC199, se prepard segun las indicaciones del proveedor, ajustando el pH final a 7,4 y sometido a
burbujeo con gas carbégeno (5:95 CO2: O3), termostatizando la solucion resultante a 37 °C. Las
condiciones descriptas permitieron asegurar la viabilidad del tejido intestinal durante el tiempo
que dura el ensayo.

La solucion de verapamilo (VER), se prepar6é pesando 25 mg, los cuéles fueron
solubilizados en 50 mL de TC199, obteniéndose una concentracion de 1,0 x 10*M. La solucion
serosal utilizada, estaba compuesta de medio de cultivo TC199 termostatizado a 37 °C y saturado

con gas carbdgeno.
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2.4.6.2 Obtencidn de segmentos intestinales

Los estudios se llevaron a cabo utilizando ratas Wistar machos, de 3 meses de edad
pesando entre 300 y 450 g. Los animales se anestesiaron mediante la administracion
intraperitoneal de una solucion de uretano (1000 mg/Kg). Posteriormente, se les realizéd una
incision de 2 cm en la linea de la cavidad abdominal, se aislé el estbmago y se descartaron los
primeros 10 cm de tejido intestinal (duodeno), posibilitando de esta forma la toma de 10 cm de
yeyuno proximal. Luego de la obtencion del tejido, los animales se sacrificaron mediante la
administracion de didxido de carbono.

2.4.6.3 Montaje del dispositivo de permeacion

El segmento de yeyuno proximal aislado se colocé en una varilla de vidrio y se procedio
a evertirlo. Luego, se lo insertd en una canula de vidrio (0,2 cm de diametro) y se sujeto el
segmento en su extremo superior. En el extremo inferior se coloc6 una pesa de 10 g para
mantener estirado el segmento intestinal. Luego se ligd el extremo inferior del tejido a la canula,
quedando expuestos 10 cm de tejido intestinal para el proceso de permeacion. EI segmento
intestinal conteniendo la canula en su interior, fue colocado en medio de cultivo TC199 y
termostatizado a 37 °C, saturando la solucion con gas carbdgeno. En el interior del saco
intestinal se adiciond 1 mL de la solucion serosal y se lo dej6é durante 10 min para equilibrar el
tejido. El mismo se mantuvo en estas condiciones hasta el momento de comenzar el

experimento.

2.4.6.4 Estudios de viabilidad intestinal

Los ensayos de viabilidad se realizaron tomando 20 pL de solucion serosal cada 10 min
durante una 1 h. Se cuantificd la glucosa presente en las muestras, utilizando un kit comercial
(Wiener Lab) para este fin. El protocolo de trabajo empleado consistié en incubar a 37 °C por 10
min, los 20 pL de la muestra con 2 mL de solucion de trabajo, compuesta por 50% de agua
destilada, 5% de 4-aminofenazona 25 mM en buffer TRIS (0,92 M), el 5% de una solucion de
fenol 55 mM vy 0,3% de glucosa oxidasa 1000 U/mL y peroxidasa 120 U/mL. La absorbancia
correspondiente de la muestra se midio utilizando un espectrofotémetro UV-Vis, a una longitud
de onda de 505 nm.
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2.4.6.5 Toma, preparacion y cuantificacion de las muestras

Una vez montado el dispositivo de permeacion, el segmento intestinal, es sumergido en la
solucién mucosal. En el interior del segmento intestinal, se colocé 1 mL de solucién serosal por
medio de una cénula insertada en su interior. Transcurridos 10 min, se retira el volumen
agregado y se lava con 1 mL de solucion serosal, tras lo cual se vuelve a introducir 1 mL de
solucion serosal fresca. De esta manera, la muestra de permeacion estd compuesta por 2 mL
provenientes de la solucion serosal retirados del interior de la canula (muestra de permeacion +
muestra de lavado), a los cuales se le adiciond 80 pL de HClI 2 M y 50 uL de El. La solucion de
El para la cuantificacion de AZT, AZT-Suc y AZT-Adi, fue preparada utilizando AZT-Glu
(0,15 mg/mL), mientras que para AZT-Glu, se utilizo una solucién de AZT-Suc (0,15 mg/mL).
Este procedimiento se repitié cada 10 min durante 60 min. Luego se acondicionaron las muestras
por extraccion en fase sélida y posteriormente se cuantificaron mediante los metodos analiticos

desarrollados y validados para tal fin, los cuéles se describen en el Capitulo 4.
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2.5 Conclusiones parciales

Se sintetizaron 3 nuevos derivados AZT-Espaciadores, denominados AZT-Suc, AZT-
Glu y AZT-Adi, como intermediarios de la sintesis de profarmacos méas complejos, conteniendo
aminoacidos esenciales como complemento molecular (AZT-Espaciadores-Aa-O-met). Debido a
que estos Ultimos pueden ser metabolizados generando como producto los AZT-Espaciadores
correspondiente, se evaluaron propiedades de estabilidad quimica y plasmatica, union a proteinas
plasmatica y propiedades de permeabilidad intestinal, con el objetivo de determinar, si 1-3
presentan propiedades optimizadas con respecto a AZT y su predecesor AZT-Oxa.

Los nuevos derivados, se obtuvieron mediante una estrategia sintética simple que permite
la utilizacion de diacidos de diferente longitud de cadena alquilica lineal, ampliando asi el
espacio quimico disponible de ser explorado para la sintesis de este tipo de profarmacos de AZT.

Se evaluo la estabilidad quimica de los derivados en soluciones de pH 2,0, 7,4 y 10,0
obteniendo buenos y prometedores perfiles de estabilidad. Se determin6 que AZT-Suc, AZT-
Glu y AZT-Adi pueden regenerar AZT en condiciones alcalinas, y que estos presentan un perfil
de estabilidad quimica superior con respecto a AZT-Oxa. Asimismo, los derivados 1-3
demostraron que al aumentar la separacion de los grupos carbonilos disminuye la estabilidad en
soluciones acuosas, probablemente debido a un efecto de catlisis intramolecular que no fue
estudiado en mayor detalle debido a que no forma parte de los objetivos de este Trabajo de Tesis.

Con relacion a los estudios en plasma humano, se pudo observar que los nuevos
derivados también presentan buena estabilidad plasmatica, siendo AZT-Suc el que exhibe el
mayor ti2. En cuanto a la unién a proteinas plasmaticas, los nuevos derivados presentan una
mayor afinidad con respecto a AZT y AZT-Oxa, en el siguiente orden AZT-Oxa < AZT <
AZT-Glu < AZT-Suc = AZT-Adi. Todos los derivados acidos evaluados fueron desplazados
por el marcador del sitio | (SAL) de la ASH, confirmando su afinidad por este sitio. Estos
estudios se complementaron mediante estudios teoricos de unién a ASH, en los cuales se observé
que AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi presentan interacciones similares a SAL, confirmando que
se unen al sitio | de la ASH, estableciendo interacciones del tipo idénico con Arg257, aumentando
asi la afinidad de AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi por la ASH, respecto a AZT.

Por otra parte, se puede decir que 1-3 no presentan permeabilidad intestinal mejorada con
respecto al principio activo original, debido a que sus Papp son inferiores al de AZT. A pesar de

ello, los estudios realizados sugieren que los mismos conducirian a una disminucion en la tasa de
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metabolismo hepatico del AZT debido a que en su forma de profarmaco, no son hidrolizados
completamente durante el pasaje por el segmento intestinal, lo cual inhibiria el metabolismo que
presenta AZT a nivel hepatico.

Para estudiar si 1-3 y el AZTreg que se produce a partir de éstos, son 0 no sustratos de
proteinas de eflujo, se determind la permeabilidad intestinal de los mismos en presencia de VER.
En estos ensayos se pudieron observar diversos fendmenos de eflujo a nivel intestinal.
Particularmente para AZT-Glu y el correspondiente AZTreg, se observé una mayor accion de
proteinas de eflujo a nivel basal. Dicho fendbmeno tuvo lugar en menor medida, para AZT-Adi.
En cambio, AZT-Suc presentd una leve disminucion del Papp, indicando la intervencion de
fenomenos de eflujo a nivel basal. Al comparar las permeabilidades globales (AZTeq),
obtenidas a partir de AZT-Suc en presencia y ausencia de VER, no se observaron cambios
significativos, por lo cual podria traducirse en una potencial optimizacion en la biodisponibilidad
del farmaco a nivel intestinal

En el caso particular de AZT-Suc, se observo que el Papp depende de la concentracion del
derivado en la solucion mucosal, evidenciando un mecanismo de difusion facilitada.

Sobre la base de lo discutido, se puede concluir que los profarmacos AZT-Suc, AZT-Glu
y AZT-Adi presentan mejores propiedades biofarmacéuticas que AZT-Oxa, en cuanto a una
mayor estabilidad quimica, enzimatica y a un aumento en la afinidad por la ASH. Esto lleva a la
conclusion que al separar los grupos carbonilos presentes en el “espaciador”, se pueden modular

las propiedades mencionadas anteriormente.
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Capitulo 3: Sintesis y evaluacion biofarmacéutica de
profarmacos AZT-Espaciador-Aa-O-met

Los profarmacos pueden estar disefiados para superar diversos aspectos subdptimos de
los principios activos, como una baja solubilidad acuosa, una baja biodisponibilidad oral o una
corta duracion de la accion'*3. Con el fin de aumentar la biodisponibilidad de un farmaco se
emplean diversas estrategias, como por ejemplo, mejorar su solubilidad acuosa, optimizar su
absorcion intestinal, o bien disminuir el grado de metabolismo®.

La absorcion intestinal por difusion pasiva de un principio activo, depende de sus
propiedades fisicoguimicas como la lipofilicidad, el grado de ionizacién, etc. Normalmente los
farmacos que presentan un peso molecular bajo o medio y que se encuentran no ionizados, son
absorbidos a través de las membranas por difusién pasiva, a favor de un gradiente de
concentracion. La velocidad de dicha difusion esta regida por la ley de Fick, y sera mayor cuanto
mayor sea el gradiente de concentracion y menor sea el peso molecular y la hidrofilicidad de la
molécula. En cambio, la difusion facilitada, depende de que los transportadores de membrana
reconozcan a las moléculas, y de esta forma aumentan su permeabilidad. En particular, los
profarmacos que contienen aminoacidos son utilizados para mejorar la biodisponibilidad oral de
los principios activos, ya que son reconocidos por transportadores que se expresan en las
membranas de las células intestinales, mejorando la absorcion del principio activo*. Uno de los
casos mas representativos, es la conjugacion de aciclovir con el aminoacido esencial I-valina,
para generar valaciclovir (Valtrex®), que presenta una biodisponibilidad oral 3-5 veces mayor
que el principio activo original**'**, Esta misma estrategia fue aplicada para obtener
valganciclovir (Valcyte®) el cual presenta una biodisponibilidad 10 veces mayor que el
ganciclovir®®. Otro ejemplo, es la Midrodina (Gutron®) en el cual se conjuga el principio activo
desglimidodrina con glicina, presentando de esta manera una biodisponibilidad oral de 93%%.
En todos estos casos, los profarmacos presentan una biodisponibilidad aumentada debido a que
son reconocidos por el transportador de péptidos PEPT-1 presente en la cara apical de los
enterocitos!*>. También actlla como transportadores para sustratos tales como cefalosporinas,
penicilinas, oseltamivir y péptidos, entre otros*4>4®. En la actualidad se sabe que los sustratos de
PEPT-1 presentan algunas de las siguientes caracteristicas estructurales: contener I-aminoacidos,
una funcion &cida y otra débilmente basica, un enlace amida y una conformacion trans en el

enlace peptidico*’.
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Teniendo en cuenta las posibles ventajas que puede presentar la presencia de un
aminoacido en los profarmacos de AZT en desarrollo, se propone adicionar al complemento
molecular de los nuevos derivados AZT-Espaciador desarrollados en el Capitulo 2, un
I-aminoacido con el fin de obtener profarmacos que exhiban un potencial aumento en su
biodisponibilidad oral respecto de AZT, como asi también un aumento de afinidad por las
proteinas de transporte plasmatico. Por otra parte, la introduccion de un complemento molecular
del tipo aminoacido, podria conllevar a una disminucién en el metabolismo de primer paso
hepatico que sufre el principio activo. En este caso en particular, se plantea la conjugacion de los
derivados evaluados en el capitulo anterior, con aminoacidos a través de una union amida y de
esta manera generar profarmacos que simulen la estructura de un dipéptido, de forma tal que
puedan ser reconocidos por PEPT-1 optimizando el comportamiento biofarmacéutico de AZT.

Debido a que los derivados AZT-Espaciador evaluados en el capitulo anterior no
presentaron un aumento en la permeabilidad intestinal, fundamentalmente porque los mismos
presentaban un grupo &cido ionizado a pH intestinal (pH 5-7), se decidid utilizar aminoacidos
que presenten el grupo &cido enmascarado por un grupo metilo (Aa-O-met), impidiendo asi, su
ionizacion.

Para alcanzar el objetivo propuesto se siguié el mismo esquema de trabajo utilizado en el

Capitulo 2, es decir:

1) Sintesis de nuevos profarmacos (AZT-Espaciador-Aa-O-Met)
2) Estudios de estabilidad quimica
3) Estudios en plasma humano

4) Estudios de permeabilidad intestinal
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3.1 Sintesis de profarmacos AZT-Espaciador-Aa-O-met

3.1.1 Introduccion

Se planted la sintesis de compuestos que presenten un enlace amida, por conjugacion de
un acido carboxilico y una amina. En la Figura 3.1 se representa la reaccion general para la

obtencién del enlace amida.

(o]

PN

o)
)J\ +
NH, ~S——————= R; NH—R, H,0

R OH T R _—

Figura 3.1. Reaccién general para la obtencion de amidas.

La formacion de un enlace amida, entre un acido carboxilico y una amina, no es favorable
termodinamicamente, por lo cual se han desarrollado diversas estrategias sintéticas que
posibilitan la formacion de dicho enlace a través de la activacion del grupo carboxilo’. Existen
diferentes métodos, los cuales se pueden dividir en tres grupos’?148:

1) Formacion del intermediario reactivo y luego en una segunda etapa la adicion de
la amina.

2) Formacion de un reactivo acilante, que se aisla y se purifica.

3) Activacion del &cido carboxilico, con posterior formacion del enlace amida en

una sola etapa.

La ultima estrategia fue la elegida para la obtencion de los derivados propuestos en esta
etapa de sintesis.

Una de las metodologias utilizadas para activar el grupo carboxilo es emplear
carbodiimidas, previamente descriptas en la seccién 2.1.1, lo cual permite mejorar el rendimiento
de la reaccion si se la asocia con un catalizador que evite la formacion de la N-acilurea no
reactiva (Figura 3.2). Durante décadas se han utilizado los benzotriazoles como catalizadores

para la formacion del enlace amida, entre los cuales se encuentran: 1-hidroxibenzotriazol
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(HOBt), 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAL), hexafluorofosfato de N,N,N',N'-Tetrametil-O-(1H-
benzotriazol-1-yl) uronio (HBTU), hexafluorofosfato de (7-azabenzotriazol-1-iloxi)
trispirrolidinofosfonio (PyAOP) 7214910 Sin embargo, todos estos compuestos estan clasificados
como materiales explosivos de la clase 1y, por lo tanto, requieren de extremo cuidado durante el
transporte, el almacenamiento y su utilizacion, limitando el uso de los mismos *°%°! o cual ha
llevado a la bdsqueda de nuevos catalizadores no explosivos. Es por ello que se estudid la
utilizacion de un derivado sintetizado en los afios 70, especificamente el acetato de etil-
(hidroxiimino)—ciano, comercialmente conocido como OymaPure® (Oxyma)™°. Este compuesto,
no presenta propiedades explosivas y se ha reportado que se obtienen mejores rendimientos de
reaccion, que cuando se utiliza HOBt®C. Por las ventajas que presenta, es muy utilizado en la
actualidad conjuntamente con carbodiimidas'®>*%3,

El procedimiento sintético seleccionado para la formacion del enlace amida de los
profarmacos, es similar al descripto para la formacion del enlace tipo éster presentado en el
capitulo anterior (Seccién 2.1.1). La diferencia radica en el catalizador utilizado.

El mecanismo de reaccion se detalla a continuacion (Figura 3.2)72:

e
Etapa 1 g) O\ o)
o ™
0 N
S ( 0~y g Q*
= O/ + C DIPEA
1 ll\ll —>—R1 o
Ac. Carboxilico
O-acilurea N-acilurea
DCC
Etapa 2

L o
(u )]\ W)‘\
"o : )k %
\/ CN -DHU
Oxyma
Etapa 3

(0]
O O
Ri 07 X o & NHe—Re R N +
w

Figura 3.2. Mecanismo de reaccion para la obtencion de los derivados
AZT-Espaciador-Aa-O-met.

Oxyma
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1) Inicialmente, la DCC actia como base abstrayendo el proton del acido carboxilico, el
cual en su forma ionizada ataca al carbono cuaternario de la DCC, formando la
correspondiente O-acilurea como intermediario (Figura 3.2, etapa 1)

2) La Oxyma, adicionada como catalizador, reacciona con la O-acilurea formando un éster
reactivo y DHU (Figura 3.2, etapa 2).

3) EIl grupo amino, ataca de forma nucleofilica al éster reactivo, para generar el enlace

amida, regenerando el catalizador (Figura 3.2, etapa 3).

En este caso, la adicion de la Oxyma es fundamental para la formacion del enlace amida,
ya que, sin este catalizador, la reaccion se desplaza hacia la formacion de la N-acilurea no

reactiva.
3.1.2 Objetivos
El objetivo de esta etapa de trabajo, es conjugar los derivados AZT-Suc, AZT-Glu y

AZT-Adi con Aa-O-met, de forma tal de obtener profarmacos de AZT que responden a la

estructura general que se presenta en la Figura 3.3.

AZT 1 ESPACIADOR AMINOACIDO-O-MET

Figura 3.3. Estructuras generales de los profarmacos de AZT desarrollados en el presente

capitulo.

3.1.3 Resultados y discusiones
Los profarmacos planteados que son objeto de sintesis son: AZT-Suc-Fen-O-met (4),

AZT-Suc-1Leu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7), los cuales se

representan en la Figura 3.4. y en el anexo I.
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0
\ﬁNH
o 4 N/&O
N__(CHy),___O
\OJK( T :o:
R O 0
N3
AZT-Espaciador-Aa-O-met
Compuesto n R
4: AZT-Suc-Fen-O-met 2 CH2CeHs
5; AZT-Suc-1Leu-O- 2 CH(CH3)CH2CHs
met
6; AZT-Glu-Fen-O-met 3 CH2CeHs
7;: AZT-Adi-Fen-O-met 4 CH2CeHs

Figura 3.4. Estructuras de los profarmacos AZT-Espaciador-Aa-O-met.

3.1.3.1 Condiciones de reaccién

La formacion del enlace amida entre el AZT-Espaciador y el Aa-O-met, se puede

representar como se muestra en la Figura 3.5.

Oy o

N

o
\KJ\NH
o H N/J*o
HO._(CHzn.__O R._NH, Oxyma/DCC - )J\(N (CHyn—_O
T Lo . l DIPEA O T Lo
> R O o
N3

O o

Ny 97 CHCl3 anh.
(AZT-Suc)n =2 o 15 min 0 °C; (4) n = 2; R=CH,C¢Hs
(AZT-Glu)n =3 Aminoécido-O-met overnight 25°C (5)n= 2; R=CH(CH3)CH,CHj
(AZT-Adi)n = 4 (6) n = 3; R=CH,CgHs
(7) n = 4; R=CH,CqHs

“Oxyma’ acetato de etil-(hidroxiimino)—ciano.DCC: Dimetilaminopiridina. DIPEA: N,N'-diisopropiletilamina

Figura 3.5. Esquema de sintesis de los profarmacos 4-7 (AZT-Espaciador-Aa-O-met).

Teniendo como referencia el mecanismo de reaccion planteado en la Figura 3.2, se
realizé la sintesis de los profarmacos 4-7 en un solo paso, en el cual se produce la activacion del
acido carboxilico por accion de la DCC, seguido de la formacion del enlace amida por
conjugacion del intermediario activado y el Aa-O-met, obteniéndose los profarmacos

correspondientes.
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El producto objeto de sintesis se aislé del crudo de reaccion a traves de una cromatografia
en columna de fase reversa, método por el cual fue eliminada la Oxyma. La fase movil consistid
en mezclas buffer fosfato pH 2: acetona (80:20 x 50 mL, 70:30 x 50 mL, 60:40 x 100 mL). Una
vez aislado el compuesto de interés, se evaporo a presion reducida la acetona y luego se realizd
una extraccion liquido-liquido con diclorometano. El extracto orgéanico resultante, luego es
evaporado a presion reducida. El producto de reaccion se obtuvo como un solido, calculandose

un rendimiento en el rango de 60 — 65 %.

3.1.3.2 Caracterizacion de los profarmacos 4 - 7

Una vez aislados y purificados los productos obtenidos en esta etapa de sintesis, fueron
caracterizados por RMN, en una y dos dimensiones, y HRMS. En los espectros de H-RMN, se
observaron las sefiales descriptas previamente para los derivados AZT-Espaciador, como asi
también un singlete a 3,54 ppm que integra para 3 protones, perteneciente al grupo O-met de los
nuevos profarmacos. También se identificaron las sefiales provenientes de los protones del
aminoacido incluido como complemento molecular. Para asignar correctamente cada sefial y
dilucidar la estructura quimica de cada derivado, se realizaron estudios de C'3-RMN, HMBC y
HSCQ.

Por otra parte, se utilizo la técnica de HRMS para la determinacion del i6n molecular de
cada compuesto, utilizando condiciones estandares, en las cuales se observo para todos los casos
la presencia del aducto [M+Na]*, confirmando la identidad de los compuestos que son objeto de

sintesis.

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos que confirman la obtencion de 4-7,
mientras que en el Anexo 1 se encuentran los espectros de RMN y de HRMS correspondientes.
Para facilitar la identificacion cada una de las sefiales en los espectros de *H-RMN vy de 3C-

RMN, se enumeraron los atomos de cada derivado, tal como se muestra en la Figura 3.6.
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i 7 0 ; O
13--/ |” '>| TNH ”‘| 4 MWH
NN o R No ~HNo
g.-..-'D N MD 5 : e N l

- b 3 O 3 0

(8] (8] an 1 O 4 3 1
N3 z NS g

AZT-Suc-lleu-0-met (5)

o]

7 |
=,|"NH
"FJ“}“G

-0

AZT-Glu-Fen-O-met (5) AZT-Adi-Fen-0-met (7)

Figura 3.6. Numeracién de los compuestos sintetizados, para su interpretacién por métodos

espectroscopicos.

3"-Azido-3"-deoxi-5"-O-succinil-N-metoxifenilalanina timidina (4; AZT-Suc-Fen-O-met):
Se obtuvo utilizando AZT-Suc y fenilalanina-O-met, con un rendimiento aislado del 61%. Punto
de fusién: 144-145°C.1H-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm]= 1,70 [m, 3H, J = 1,2
Hz, 7-H], 2,37 [m, 1H, J = 22,4 Hz, 2b"-H], 2,25 [m, 1H, J = 24,4 Hz, 2a’-H], 2,42 [m, 4H, J =
31,6 Hz, 2> y3”"-H], 2,81 [m, 1H, J = 33,6 Hz, 9b""-H], 2,94 [m, 1H, J = 28,8 Hz, 9a""-H], 3,49
[s, 3H, J = 18,4 Hz, 8""-H], 3,90 [m, 1H, J = 33,2 Hz, 4'-H], 4,11 [dd, 1H, J = 24,8 Hz, 5b"-H],
4,29 [dd, 1H, J = 22,0 Hz, 5a"-H], 4,34 [dm, 1H, J = 28,4 Hz, 3'-H], 4,54 [dm, 1H, J = 31,2 Hz,
6""-H], 6,07[t, 1H, J = 24,4 Hz, 1"-H], 7,04 [m, 5H, J = 56,0 Hz, 11""-15""-H], 7,38 [d, 1H, J =
16,8 Hz, 6-H]. 3C-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 11,61 [C7], 29,84 [C 2" y
3], 36,50[C 27],37,51 [C 9], 51,32 [C 8"],53,73 [C 6], 60,57 [C 3], 63,03 [C57], 81,62
[C47], 84,33 [C 17], 110,37 [C 5], 126,63-129,21 [C 107"-15""], 135,68 [C 6], 150,34 [C 2],
163,29[C 4], 170,84 [C 1], 171,81 [C 4°"], 172,14 [C 7""]. HRMS (ESI) m/z C24H23NsOsNa
[M+Na]*: calculado 551,1861, experimental 551,1855.
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3"-Azido-3"-deoxi-5"-O-succinil-N-metoxiisoleucina timidina (5; AZT-Suc-lLeu-O-met): Se
obtuvo utilizando AZT-Suc e Isoleucina-O-met, con un rendimiento aislado del 60%. Punto de
fusién: 130-131°C.*H-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 0,75 [ m, 6H, J = 7,5 Hz,
117-12 7"-H], 1,72 [ m, 3H,J = 1,2 Hz, 7-H], 1,92 [ m, 2H, J = 2,01 Hz, 10""-H], 2,31 [m, 1H,J
= 12,3 Hz, 2b"-H], 2,42 [ m, 1H, J= 13,9Hz, 2a’-H], 2,52 [ m, 4H, J = 16,3 Hz, 2"’ y 3""-H],
3,54 [s, 3H,J = 18,4 Hz, 8"-H], 3,94 [m, 1H, J = 3,88 Hz, 4-H], 4,15 [ dm, 1H, J = 3,6 Hz, 5b"-
H], 4,31 [ dm, 1H, J = 3,6 Hz, 5a"-H], 4,34 [m, 1H, J = 4,01 Hz, 9""-H], 4,38 [ dm, 1H, J = 5,46
Hz, 3°-H], 6,10[ t, 1H, J = 24,4 Hz, 1"-H], 7,41 [d, 1H, J = 1,168 Hz, 6-H]. 3C-RMN (400 MHz,
Acetona-ds, TMS]): 8 [ppm] = 10,8 [C11"" ], 11,61 [CT7], 14,98 [C12"" ], 25,01 [C10""], 29,60 [C
271,29,80[37],36,51[C27],37,42[C 8], 51,06 [C 57, 56,15 [C 9], 60,54 [C 6"'], 62,99 [C
37],81,63[C47],84,32[C 17, 110,36 [C 5], 135,69 [C 6], 150,33 [C 2], 163,27 [C 4], 170,98 [C
171, 171,920 [C 4], 172,20 [C 7”"]. HRMS (ESI) m/z CxoH2sNsOgNa [M+Na]": calculado
517,2017, experimental 517,2020.

3"-Azido-3"-deoxi-5"-O-glutaril-N-metoxifenilalanina timidina (6; AZT-Glu-Fen-O-met):
Se obtuvo utilizando AZT-Glu y Fen-O-met, con un rendimiento aislado del 65%. Punto de
fusion: 150-151°C. 'H-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 1,70 [D, 3H, J = 1,2 Hz,
7-H], 2,11 [T, 2H, J = 14,7 Hz, 4"-H], 2,24 [M, 1H, J = 17,16 Hz, 2"'H], 2,33 [M, 1H, J = 26,2
Hz, 3b"-H], 2,41 [T, 1H, J =7,24 Hz, 2°-H], 2,44 [M, 1H, J = 27,8 Hz, 3a""-H], 2,83 [C, 1H, J =
22,4 Hz, 10b”"-H], 2,99 [C, 1H, J = 19,4 Hz, 10a""-H], 3,51 [S, 3H, J = 18,4 Hz, 9""-H], 3,96 [C,
1H, J = 13,72 Hz, 4 -H], 4,17 [M, 1H, J = 15,88 Hz, 5b"-H], 4,27 [M, 1H, J= 16,8, Hz, 5a"-H],
4,39 [M, 1H, J= 18,6 Hz, 3"-H], 4,58 [M, 1H, J =22,2 Hz, 7""-H], 6,11 [T, 1H,J =13,12 Hz, 1’-
H], 7,12 [M, 5H, J = 31,7 Hz, 127-16""-H], 7,36 [S, 1H, J = 1,16 Hz, 6-H].2*C-RMN (400 MHz,
Acetona-ds, TMS): 8 [ppm] = 11,70 [C7], 20,62 [C3""], 32,68 [C4""], 34,18 [C2"] 36,16 [C2"],
37,41[C107],51,35[C 9], 53,51 [C 7], 60,82 [C 37], 63,21 [C57], 81,49 [C4'], 84,64 [C 17],
110,32 [C 5], 126,61 -128,28 [C 12°"-17""], 129,17 [C 9°'], 135,74 [C 6], 150,32 [C 2], 163,31
[C 4], 171,49 [C 1], 172,04 [C 5], 172,42 [C 8 '],HRMS (ESI) m/z C2sH30NsOsNa [M+Na]*:
calculado 565,2071, experimental 565,2023.
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3"-Azido-3"-deoxi-5"-O-adipil-N-metoxifenilalanina timidina (7; AZT-Adi-Fen-O-met): Se
obtuvo utilizando AZT-Adi y fenilalanina-O-met, con un rendimiento aislado del 61%. Punto de
fusion: 159-160°C. *H-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): d [ppm] = 1,44 [ m, 4H, J = 36,8
Hz, 3"-4"-H], 1,71 [ m, 3H, J = 13,6 Hz, 7-H], 2,25 [ m, 2H, J = 24,4 Hz, 2'-H], 2,39 [ m, 4H, J
= 88,5 Hz, 2"-5""H], 2,83 [ m, 1H, J =36,8 Hz, 11b""-H], 2,99 [ m, 1H, J =36,0 Hz, 11a""-H],
3,52[s,3H,J=18,4Hz, 107-H], 3,96 [ m, 1H, J = 33,6 Hz, 4"-H], 4,18 [ dm, 1H, J = 30,4 Hz,
5b°-H], 4,26 [ dm, 1H, J= 30,0, Hz, 5a"-H], 4,39 [ m, 1H, J= 41,2 Hz, 3"-H], 4,58 [ m, 1H, J
=40,0 Hz, 8"-H], 6,08 [ t, 1H,J =36,0 Hz, 1"-H], 7,11 [ m, 5H, J = 70,0 Hz, 13"-17""-H], 7,37 [
s, 1H, J = 13,6 Hz, 6-H]. 3C-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 11,67 [C7], 24,12
[C37], 24,72 [C477], 33,34 [C27], 36,47 [C2""-5""], 37,44 [C 117"], 51,29 [C 10"], 53,49 [C 8],
60,85 [C 37], 63,22 [C57], 81,49 [C4'], 84,69 [C 17], 110,25 [C 5], 126,57-129,18 [C 12""-17 "],
135,74 [C 6], 150,29 [C 2], 163,27 [C 4], 171,76 [C 1], 172,02 [C 6""], 172,42 [C 9"]. HRMS
(ESI) m/z Co6H32NeOgNa [M+Na]™: calculado 579,2174, experimental: 579,2161.

3.1.4 Conclusiones parciales

En esta seccion se obtuvieron cuatro nuevos profarmacos de AZT, denominados AZT-
Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-lLeu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-
met (7), a través de la generacion de un enlace amida entre el acido carboxilico del AZT-
Espaciador y el grupo amino de los Aa-O-met. Para ello se utilizo DCC como activador del
grupo acido de AZT-Espaciador, asistido por el uso de Oxyma como catalizador, impidiendo la
formacion de la N-acilurea no reactiva. Esta estrategia permitié generar en un solo paso el enlace
amida correspondiente y obtener los productos de reaccién deseados. Los compuestos, 4-7 se
obtuvieron con muy buenos rendimientos y se caracterizaron de forma exitosa por RMN y

HRMS, confirmando la estructura de los cuatros derivados sintetizados.

3.1.5 Materiales y métodos

Los derivados AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi, fueron sintetizados segun lo reportado
en el Capitulo 2 de este Trabajo de Tesis. Los reactivos utilizados fueron adquiridos en Sigma
Aldrich® (99,9 % de pureza). La sintesis y la purificacion se realizé con solventes de grado
analitico (Sintorgan®). Se utiliz6 agua Milli-Q en todos los experimentos.
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3.1.5.1 Procedimiento general para la sintesis de ILeu-O-met y Fen-O-met.

Para la sintesis de Fen-O-met e ILeu-O-met (Aa-O-met) se utilizo el procedimiento descripto
por Li et. al*®. Se utilizaron 0,02 moles de triclorometilsilano y 0,024 moles del aminoécido
correspondiente. Luego se adicionaron 10 mL de MeOH vy se dejé agitando durante toda la noche
a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo de reaccion, se evapord el solvente a

sequedad, obteniéndose un solido que corresponde al producto deseado.

3.1.5.2 Procedimiento general para la sintesis de los profarmacos 4-7

Para la sintesis de los compuestos:AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-1Leu-O-met(5),
AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7), se disolvié 1 mmol del AZT-Espaciador
correspondiente, 2 mmol de Aa-O-Met y 1 de mmol N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA) en 10
mL de cloroformo anhidro, y se lo agité en bafio de hielo por 15 min. Luego se agregaron, 1,5
mmol de DCC y 1,1 mmol de Oxyma y se dejo agitando durante toda la noche a temperatura
ambiente. La fase orgénica se evaporé a sequedad y el residuo se disolvié en una solucion buffer
fosfato pH 2: acetona (80:20) (20 mL). La solucion fue purificada mediante cromatografia en
columna en fase reversa, empleando cartuchos Phenomenex Strata-X®. La fase movil consistio
en mezclas buffer fosfato pH 2: acetona (80:20 x 50 mL, 70:30 x 50 mL, 60:40 x 100 mL). La
fraccion de solvente final se recolect6 y la acetona se evapor( a presion reducida. La solucion
acuosa resultante se extrajo con DCM (3 x 10 mL). Luego, la fase organica se secd con sulfato
de sodio, se filtr6 y se evapordé a sequedad. El producto deseado se obtuvo como un soélido

blanco con rendimientos cercanos al 60 %.

3.1.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Las sintesis fueron monitoreadas por HPLC-UV, utilizando un cromatégrafo JASCO UV-
2077 Plus, equipado con una bomba cuaternaria. Se empled una columna analitica Phenomenex
Synergi Fusion C18® (4 x 250 mm, 5 mm tamafio de particula) con precolumna Phenomenex
Security Guard Fusion RP® (4 x 30 mm) termostatizada a 40 °C. La longitud de onda
seleccionada para la cuantificacion de las muestras fue 267 nm. Debido a la elevada lipofilicidad
de los compuestos sintetizados y a la necesidad de cuantificar tanto AZT como asi también AZT-
Espaciador, se utilizé un gradiente de fase movil, que consistié en buffer pH 2 (0,1 mM): MeOH
(53:47 viv) por 2,5 min, seguido por un cambio lineal hasta llegar a (30:70 v/v) a los 9,5 min y se
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lo mantuvo constante por 1,5 min. Finalmente se volvio a la composicion inicial de fase movil,
estabilizando entre cada inyeccidn durante al menos 1,5 min.

En la Figura 3.7 se muestra a modo de ejemplo el cromatograma para la sintesis de AZT-
Suc-Fen-O-met. Los tiempos de retencion (tr) para AZT, AZT-Espaciador (1-3) y para los
profarmacos (4-7), se presentan en la Tabla 3.1.

——AZT-Suc-Fen-O-Met final 180116 - CH2|

:

=
=
=
=
=z
=

6,0 10,0

8,0
Retention Time [min]

Figura 3.7. Cromatograma sintesis de AZT-Suc-Fen-O-met.

Tabla 3.1. Tiempos de retencion (tr).

Compuesto tr (min) Compuesto tr (min)
AZT 441 4; AZT-Suc-Fen-O-met 15,01
1; AZT-Suc 5,28 5; AZT-Suc-lLeu-O-met 13,11
2; AZT-Glu 6,64 6; AZT-Glu-Fen-O-met 12,82
3; AZT-Adi 7,21 7; AZT-Adi-Fen-O-met 14,84

3.1.5.4 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de RMN fueron obtenidos usando un espectrometro Bruker Avance |1 400
de alta resolucion, sonda de deteccion inversa y unidad de temperatura variable. El equipo operd
a 400,16 MHz para 'H y a 100,63 para 3C. Se utilizaron tubos Merck® de 5 mm de didmetro.
Todos los experimentos se desarrollaron en acetona deuterada (CD3sCOCDs, 99,99%, Sigma
Aldrich®) utilizando tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. La concentracion de las

muestras fue de 50 mM en todos los casos. Los corrimientos quimicos se expresan en ppm.
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3.1.5.5 Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS)

El peso molecular de los profarmacos 4-7, se determind por espectrometria de masas de
alta resolucion (HRMS), utilizando un equipo Bruker Daltonics micro TOF QII® realizados del
Instituto Superior de Investigacion, Desarrollo y Servicios en Alimentos (ISIDSA). Los ensayos
se realizaron, en modo positivo abarcando un rango de deteccion de 250 a 800 m/z, y la muestra fue

sometida a una energia de colision de 6,5 eV.
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3.2 Estabilidad Quimica

3.2.1 Introduccién

Los profarmacos deben tener una adecuada estabilidad quimica para mejorar las
propiedades biofarmacéuticas del principio activo, ya que los mismos, son farmacoldgicamente
inactivos y biotransformarse para regeneran moléculas con actividad bioldgica. Si el profarmaco
se hidroliza rdpidamente no mejorara las propiedades biofarmacéuticas del farmaco activo. Por
otra parte si el proceso es muy lento va a ser eliminado del organismo, sin que el mismo regenere
el farmaco activo 42,

Para la determinacién de la estabilidad quimica de los profarmacos 4-7 se debe tener en
cuenta que presentan tres centros de hidrdlisis, en los cuales se puede producir la ruptura de

enlaces, y por lo tanto dar lugar a diferentes productos de degradacion (Figura 3.8).

0
\(LLNH
o N0
- N/ (CH)n_ O
2 G G
R O 0
N3

Figura 3.8. Representacion de los puntos de hidrolisis en la estructura general de los
profarmacos 4-7.

Es necesario tener en cuenta, que el enlace amida presenta una mayor estabilidad quimica
que la de los ésteres, debido a la diferencia en el caracter electronico de los atomos que los
componen. El oxigeno es mas electronegativo que el atomo de nitrégeno, por lo que es menos
probable que done sus electrones no enlazados al carbonilo adyacente. Por este motivo los

ésteres son menos estables que la amidas .
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3.2.2 Objetivos

Teniendo en cuenta la necesidad de conocer la estabilidad quimica de los profarmacos de
AZT, se plantea como objetivo el estudio de esta propiedad para AZT-Suc-Fen-O-met (4),
AZT-Suc-1Leu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7). Dicha
estabilidad quimica sera estudiada en soluciones acuosas de diferentes pH, determinandose los
parametros cinéticos asociados a tal proceso, e identificando los productos de degradacion

obtenidos a partir de los profarmacos desarrollados
3.2.3  Resultados y discusiones
3.2.3.1. Estudios de estabilidad quimica a pH 2

Se realizaron los estudios de estabilidad por 24 h a 37°C en condiciones acidas (buffer
fosfato 0,1 M pH 2) de los profarmacos AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-lILeu-O-met (5),
AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7). Se encontré que durante este tiempo
todos los profarmacos son estables, sin observarse cambios en su concentracion inicial, ni la
aparicion de productos de degradacion.

3.2.3.2 Estudios de estabilidad quimica a pH 7,4

Cuando se estudio la estabilidad quimica de los profarmacos a pH 7,4 se observé que los
mismos sufren procesos de hidrolisis, ya que se observa la aparicion de productos de
degradacion. En la Figura 3.9 se presenta, a modo de ejemplo, el cromatograma de HPLC-UV
correspondiente a los 5 h del estudio de degradacion de AZT-Suc-Fen-O-met a pH 7,4.

\_

Figura 3.9. Cromatograma correspondiente al estudio de estabilidad de
AZT-Suc-Fen-O-meta pH 7,4; 5 h.
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Los profarmacos 4-7 sufren hidrolisis posibilitando la regeneracion de AZT (AZTregQ)

como uno de los productos de degradacion. La mayor estabilidad quimica del enlace amida

imposibilita la aparicion de los derivados AZT-Espaciador como productos de degradacion,

observandose Unicamente la ruptura de enlaces tipo éster. La Figura 3.10 y las Ecs 3.1 — 3.4

muestra los perfiles de hidrolisis obtenidos para los profarmacos 4-7.
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Figura 3.10. Ln concentracion vs tiempo. Perfiles de hidrolisis de los profarmacos AZT-Suc-
Fen-O-met, AZT-Suc-lLeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met a pH 7,4, 37 °C, 8

h.

Ln [AZT-Suc-Fen-O-met] = -0,0028 (x 0,0003) Tiempo (min) -13,04 (+ 0,07)
n=28;r>=0,927;ds=0,01; F=90,78

Ln [AZT-Glu-Fen-O-met] =-0,0018 (x 0,0001) Tiempo (min) -12,87 (+ 0,03)
n=8; r>=0,976 ds = 0,01; F = 287,59

Ln [AZT-Adi-Fen-O-met] = -0,00023 (+ 0,00004) Tiempo (min) -12,76 (+ 0,01)
n=8;r>=0,928ds =0,02; F= 91,62

Ln [AZT-Suc-I1Leu-O-met] = -0,00038 (+ 0,00001) Tiempo (min) -12,39 (£ 0,01)
n=8;r>=0,987; ds = 0,01; F = 559,71
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Del analisis de las constantes de hidrolisis y de los ti2 (Tabla 3.2), se puede observar que
al adicionar el Aa-O-met al complemento molecular, se genera una mayor inestabilidad en los
profarmacos, ya que tal como se comento en el capitulo anterior, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-
Adi a este pH son estables por 48 h, mientras que AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-
met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met se hidrolizan en estas condiciones. Si se
comparan los profarmacos 4 y 5, se observa que el aminoacido aromatico confiere una menor
estabilidad quimica, ya que 5 presenta mayor ti2 que 4. En cuanto a la estabilidad de los
profarmacos en los cuales se utiliza el mismo aminoacido y sélo se varia el largo de la cadena
carbonada del Espaciador (AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-
met), se puede decir que al aumentar la separacion entre los grupos carbonilos, el profarmaco se
vuelve maés estable, en el siguiente orden creciente de estabilidad, 4 < 6 < 7 (Tabla 3.2). Este

comportamiento evidencia una relacion directa entre la separacion de los carbonilos y el ti.

Tabla 3.2. Constantes de velocidad de hidrélisis observadas (kobs) y tiempos de vida media (t112)
para AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-ILeu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-
Fen-O-met (7) apH 7,4; 37 °C; 8 h.

Derivado pH 7,4
Kobs X 1073 (min?) ty, (Min)
AZT-Suc-Fen-O-met (4) 2,9(x0,1) 244,7(x4,9)
AZT-Suc-lLeu-O-met (5) 0,4 (£0,1) 1732,8 (+ 30,3)
AZT-Glu Fen-O-met (6) 1,5 (+0,1) 452 5(+16,7)
AZT-Adi Fen-O-met (7) 0,2 (£0,1) 3465,7 (+48,8)

3.2.3.3 Estudios de estabilidad quimica a pH 10

Por ultimo, se realizaron estudios en condiciones basicas (buffer fosfato 0,1 M pH 10),
tomando muestras durante 30 min, dado que en ensayos preliminares se observé la hidrolisis
total de los profarmacos 4-7 en el lapso de 1 hora. En estos ensayos se observd que los
profarmacos evaluados sufren hidrdlisis significativa siguiendo una cinética de pseudo-primer orden
(Figura 3.11y Ecs. 3.5 - 3.8). En condiciones alcalinas, todos los profarmacos exhibieron una tasa

de hidrolisis significativamente mayor a la observada a pH 2 y pH 7,4, exhibiendo en todos los
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casos valores de ti2 inferiores a los 11 min (Tabla 3.3). Asimismo, en todos los casos se observé

AZTreg como unico producto de hidrélisis quimica.

AZT-Suc-Fen-O-met
AZT-Glu-Fen-O-met
AZT-Adi-Fen-O-met
AZT-Suc-iLeu-O-met

e hbonm

Ln [C]

@ -

-17 T T T T T T T
0 10 20 30

Tiempo (min)

Figura 3.11. Ln concentracion vs tiempo. Perfiles de hidrolisis de los profarmacos
AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-1Leu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-
met (7) a pH 10, 37 °C, 30 min.

Ln [AZT-Suc-Fen-O-met] = -0,296 (+ 0,007) Tiempo (min) -12,99 (+ 0,07) Ec3.5
n=3;r>=0,843; ds = 0,02; F = 11,719

Ln [ AZT-Glu-Fen-O-met] = -0,008( 0,003) Tiempo (min) -12,66 (+ 0,03) Ec 3.6
n=6; r2=0,947 ds = 0,01; F = 90,21

Ln [AZT-Adi-Fen-O-met] = -0,067(x 0,002) Tiempo (min) -12,58 (+ 0,02) Ec3.7
n=6; r>=0,928 ds = 0,02; F = 293,43

Ln [AZT-Suc-1Leu-O-met]=-0,081(x 0,002) Tiempo (min) -12,54 (£ 0,04) Ec3.8
n=6; r’=0,992; ds = 0,01; F = 650,07
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Tabla 3.3. Constantes de velocidad de hidrdlisis observadas (kobs) y tiempos de vida media (ti2)
para AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-ILeu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-
Fen-O-met (7) a pH 10.

Profarmaco pH 10 (37°C)
Kobs (Min-1) ty, (Min)
AZT-Suc-Fen-O-met (4) 0,300 (x 0,007) 2,3(x0,7)
AZT-Suc-lLeu-O-met (5) 0,079 (x 0,007) 8,8 (x0,8)
AZT-Glu Fen-O-met (6) 0,077 (x 0,003) 79(x0,3)
AZT-Adi Fen-O-met (7) 0,070 (x 0,002) 10,4 (£ 0,2)

3.2.4 Conclusiones parciales

Al evaluar la estabilidad quimica de los profarmacos AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-
Suc-lLeu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7), se observé que la
adicién de Aa-O-met al complemento molecular genera un mayor grado de inestabilidad en
soluciones acuosas a pH 7,4 y 10. Este nuevo segmento, posibilité que los profarmacos 4-7
regeneren el principio activo (AZTreg) con una mayor velocidad que los derivados 1-3. Los
profarmacos 4-7 presentan valores de ti2 a pH 7,4 que van desde las 4 a las 58 h, siendo ello
dependiente del largo de la cadena de espaciador incluido en el profarmaco. De esta manera, para
los derivados 4, 6 y 7, cuanto mayor es el largo de la cadena carbonada del grupo espaciador
mayor estabilidad presentan los derivados. Por otra parte, también se observé una dependencia
de la estabilidad quimica respecto del tipo de aminoacido incluido en el profarmaco, siendo el
t12 para AZT-Suc-Fen-O-met significativamente inferior al de AZT-Suc-ILeu-O-met.

En condiciones acidas, todos los compuestos ensayados resultaron ser estables durante el
tiempo de ensayo (24 h), mientras que la velocidad de degradacion aumenté notablemente
cuando se sometieron a los derivados a condiciones alcalinas (pH 10), en las cuales todos los
derivados exhibieron ti2 inferiores a los 11 min. Este comportamiento posibilita que los
profarmacos en el organismo se hidrolicen principalmente por la accion de enzimas, dado que
resisten de manera significativa a la hidrolisis quimica en practicamente la totalidad del rango de

pH fisioldgico del tracto gastro intestinal.
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Los estudios de degradacién quimica de los profarmacos 4-7, presentan como Unico
producto de degradacion a AZTreg. Es decir, que los mismos pueden regenerar el principio

activo cuando se encuentran en soluciones acuosas de pH 7,4.

3.25  Materiales y métodos

3.2.5.1 Soluciones de trabajo y soluciones buffer

Las soluciones madres de cada uno de los compuestos (AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-
ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi- Fen-O-met), se prepararon pesando 10 mg de
cada uno y se disolvieron en 10 mL de una mezcla ACN:MeOH (80:20), obteniéndose asi una
concentracion de 1 mg/mL. Ademas, se prepararon soluciones en ACN de AZT-Suc y AZT-Glu
(0,15 mg/mL), las cuales se utilizaron como estandar interno (EI) para la cuantificacion de los
derivados por HPLC -UV.

Para los ensayos de estabilidad se utilizaron soluciones buffer fosfato (0,1 M) a pH 2
(0,003 mg/mL H3PO4 85%), pH 7,4 (8,63 mg/mL NaH2PO4; 4,70 mg/mL Na;HPO4) y pH 10
(8,63 mg/mL NaH2PO4). En todos los casos, se utilizaron reactivos para analisis (Anedra®) en
agua Milli-Q, preparados el mismo dia de los ensayos. EI pH de las soluciones se determind con
un pHmetro GLP21 (Crison Instruments®), equipado con un electrodo de Ag/AgCl, el cual se

calibré con soluciones estandar de buffer pH 7,00 (+ 0,01) y 4,00 (+ 0,01) marca Crison®.

3.2.5.2 Ensayos de estabilidad quimica

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de los compuestos AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-
Suc-l1Leu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, se prepararon soluciones de
trabajo cuya concentracion final fue de 4,7 x 10”7 M, en buffer fosfato (0,1 M) pH 2; 7,4 y 10.
Para llevar a cabo los ensayos, las soluciones de trabajo se fraccionaron en alicuotas de 2 mL
cada unay se incubaron a 37°C en un bafio termostatizado con agitacion. A diferentes tiempos se
tomaron muestras de 2 mL, a las cuales se les adiciondé 80 uL de una solucion de HCI 2 M y 50
uL de EI. Se emple6 como EI AZT-Glu (0,15 mg/mL) para la cuantificacion de AZT, AZT-Suc-
Fen-O-met, AZT-Suc-lLeu-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met y una solucion de AZT-Suc (0,15
mg/mL) para la cuantificacion de AZT-Glu-Fen-O-met.

Para los estudios realizados a pH 7,4, se tomaron muestras a 5, 60, 120, 180, 240, 300,
360, 420 y 480 min, mientras que para pH 10, se tomaron muestras a 5, 10, 15, 20 y 30 min.
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Para los ensayos de estabilidad se requirié temperatura controlada a 37 °C y agitacién
continua para asegurar la homogeneidad de las muestras. Para ello se emple6 un bafio
termostatizado Vicking Masson D® con una precision de + 0,1 °C, con agitacion controlada. Las

muestras fueron cuantificadas por HPLC-UV.

3.2.5.3 Preparacion y cuantificacion de las muestras

Las muestras se acondicionaron mediante un proceso de extraccion en fase sélida (SPE,
por sus siglas en inglés). Se utilizaron cartuchos de extraccion Strata-X 30 mg, Phenomenex® y
una celda de vacio Phenomenex®. La técnica consiste en el lavado de los cartuchos con 2 mL de
MeOH, seguido de una etapa en la cual se equilibra la fase estacionaria con 2 mL de buffer
fosfato (0,1 M) pH 2. Luego se carga de la muestra, se lava con 8 mL de una mezcla de buffer
fosfato (0,1 M) pH 2 : MeOH (90:10), secado por vacio durante 1 min y por ultimo elucién del
analitico con 1 mL de ACN. Finalmente, se evapor6 el solvente a sequedad utilizando un
concentrador Techne Sample Concentrator, Dri-Block® DB-3A. Las muestras asi tratadas se
almacenan a -10°C hasta el momento de analisis.

Al momento de la cuantificacion, las muestras se resuspenden en 100 pLL. de una mezcla
buffer fosfato (0,1 M) pH 2 : MeOH 80:20. Luego se cuantificaron por HPLC-UV, utilizando los

métodos validados en el Capitulo 4.
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3.3 Estudios en plasma humano

3.3.1 Introduccion

Como se menciono anteriormente, AZT presenta una baja union a ASH, lo cual provoca
una llegada deficiente al sitio de accién, como asi también un corto ti2 plasmatico (~ 1 h).
Optimizar la afinidad hacia la ASH, aumentaria la llegada del principio activo al sitio blanco y al
mismo tiempo disminuiria la fraccion de farmaco libre disponible para ser metabolizado,
resultando en un aumento en su tiempo de permanencia en el organismo. Esta conduciria a una
disminucion de la dosis del principio activo administrada a los pacientes, con la consiguiente

optimizacion de la eficacia y seguridad terapéutica del mismo.

3.3.2 Objetivos

Teniendo en cuenta la relevancia de estudiar el comportamiento en plasma humano de los
nuevos profarmacos AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-lILeu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-
met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7), se presentan como objetivos el estudio de su estabilidad
plasmatica y su unién a las proteinas presentes en este fluido. Ello permitira conocer
determinados parametros cinéticos relevantes en el desempefio biofarmacéutico de los mismos,

como asi también conocer la posibilidad de regeneracion de AZT a nivel plasmatico.

3.3.3  Resultados y discusiones

3.3.3.1 Estabilidad en plasma humano

Se encontro que los profarmacos 4-7 sufren hidrolisis en este fluido, observandose
una disminucién en la concentracion del compuesto evaluado, presentando el siguiente orden de
estabilidad: AZT-Suc-Fen-O-met < AZT-Glu-Fen-O-met < AZT-Adi-Fen-O-met < AZT-
Suc-lILeu-O-met (Figura 3.12, Tabla 3.4 y Ecs 3.9 -3.12). Los profarmacos ensayados se
hidrolizaron con una velocidad dependiente de la estructura del compuesto siguiendo una

cinética de seudo primer orden, presentando valores de ti2 inferiores que 1-3. Comparando los
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profarmacos 4, 6 y 7, es posible decir que, al aumentar la cadena carbonada del grupo
Espaciador, los derivados presentan mayor valor de ti2. En el caso particular de AZT-Suc-
ILeu-O-met, se observé una mayor estabilidad comparada a la de AZT-Suc-Fen-O-met. Estas
dos observaciones son coincidentes a lo determinado en los estudios de estabilidad quimica,
segun lo cual se determind que modificando la estructura del Espaciador y del tipo de

aminodacido utilizado, es posible modular de manera muy efectiva el ti2 del profarmaco obtenido.

m  AZT-Suc-Fen-o-met
-10 ® AZT-Glu-Fen-o-met
A  AZT-Adi-Fen-o-met
_ ‘ ¢ AZT-ILeu-Fen-o-met
it
!’-i"'x:::::‘-..._‘”
124 é X e .
. i . A (] .
E A e
g S O : :
5 141 .'., ?
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Figura 3.12. Perfiles de hidrolisis en plasma humano a 37°C. AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-
ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met.

Ln [AZT-Suc-Fen-O-met] =-0,011 (+ 0,001) Tiempo (min) -10,98 (+ 0,05) Ec3.9
n=10; r2=0,972; ds = 0,02; F = 312,43

Ln [AZT-Glu-Fen-O-met] = -0,0079 (x 0,0003) Tiempo (min) -11,29 (£ 0,01) Ec 3.10
n=10;r?>=0,963 ds = 0,01; F = 257,52

Ln [ AZT-Adi-Fen-O-met] = -0,0053 (+ 0,0005) Tiempo (min) -10,96 (+ 0,01) Ec3.11
n=10;r?>=0,998 ds = 0,02; F = 293,4813,42

Ln [ AZT-Suc-1Leu-O-met] =-0,0027 (£ 0,004) Tiempo (min) -11,15 (£ 0,01) Ec 3.12
n=10; r>=0,957; ds = 0,01; F = 200,33
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Tabla 3.4. Constantes de velocidad de hidrolisis observadas (Kobs) Y tiempos de vida media (tw)
para AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met

en plasma humano 37°C; 24 h.

Profarmaco Plasma humano
Kobs (Min-1) t 4 (min)
AZT-Suc-Fen-O-met (4) 0,011 + 0,001 61,6 +2,2
AZT-Glu Fen-O-met (6) 0,0079 £ 0,003 88,2+ 34
AZT-Adi Fen-O-met (7) 0,0053 + 0,0005 125,1+ 10,9
AZT-Suc-1Leu-O-met (5) 0,0027+ 0,0004 253,753

En la figura 3.13 se presentan los perfiles de estabilidad plasmatica para 4-7, en los cuales
se observan la desaparicion del profarmaco en estudio, como asi también la aparicion de sus
productos de degradacion.

1,6 1 1,6
' A —=— AZTreg ' B
14 ) —e— AZT-Suc-Fen ) —=— AZTreg
] — 4 AZT-Suc-Fen-O-met 1,41 —e— AZT-Suc-iLeu-O-met
1,24
= 10
o
; 0,8
S 0.6
c
[e]
O 0,44
0,2
T T T T T T T T 010 T T T T T T T T
5 65 125 185 245 305 365 425 5 65 125 185 245 305 365 425
tiempo (min) tiempo (min)
1,4+ 184, D)
C —=— AZTreg
) =— AZTreg 161 x e AZT-Adi-Fen
1,24 —e— AZT-Glu-Fen —a— AZT-Adi-Fen-O-met
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Figuras 3.13. Perfiles de concentracion vs tiempo parala hidrolisis de AZT-Suc-Fen-O-met, B)
AZT-Suc-ILeu-O-met, C) AZT-Glu-Fen-O-met y D) AZT-Adi-Fen-O-met en plasma humano a

37°C; 24 h.
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Analizando los perfiles de estabilidad plasmatica para 4, 6 y 7 (Figura 3.12. A, Cy D), se
observa que estos profarmacos se degradan generando el derivado demetilado (AZT-Espaciador-
Aa) y AZTreg, por hidrdlisis de las uniones tipo éster presente en los profarmacos. En cambio,
para AZT-Suc-lLeu-O-met (Figura 3.12. B), se observé como Unico producto de degradacion a
AZTreg, lo cual se podria atribuir a que las esterasas plasmaticas no pueden demetilar al
profarmaco 5. La ausencia del producto de degradacion correspondiente al AZT-Espaciador,
indica que las enzimas plasmaticas no son capaces de hidrolizar los enlaces amidas presentes en
los profarmacos 4-7. En los perfiles de degradacion presentados en la Figura 3.13, se observa la
presencia de especies de AZT con el 5’-OH protegido, durante casi todo el tiempo que dura el
ensayo, lo cual es un indicio de que los profarmacos estudiados podrian disminuir el

metabolismo a nivel hepatico que presenta AZT.

3.3.3.2 Union a proteinas plasmaticas

Se evalud la afinidad de los profarmacos 4-7 por las proteinas plasmaticas, en iguales
condiciones que para 1-3. En estos estudios se pudo determinar que 4-7 presentan una afinidad
de 4 a 6 veces mayor a la de AZT (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Porcentaje de union de AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-
Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met por las proteinas plasmaticas en estado puro (PP), en
presencia de &cido salicilico (PP + SAL) y con diazepam (PP + DZP)

Derivado PP (%) PP+ SAL (%) PP+ DZP (%)
AZT 13,1(+1,3) 2,5 (+1,8) nd
AZT-Suc-Fen-O-met (4) 52,1(%5,3) 51,2 (¢3,2) 37,8 (x1,4)
AZT-Suc-ILeu-O-met (5) 50,5(%1,3) 45,5(x2,8) 23,5(27,2)
AZT-Glu-Fen-O-met (6) 57,7 (¥4,3) 61,5 (¥2,5) 50,6 (¥5,9)
AZT-Adi-Fen-O-met (7) 72,5 (+4,3) 72,8 (+3,2) 48,8 (+4,6)

nd: no determinado.

Ordenando a los derivados segun su afinidad por las proteinas plasmaticas, se encuentra
que AZT-Suc-Fen-O-met = AZT-Suc-1Leu-O-met < AZT-Glu-Fen-O-met < AZT-Adi-Fen-O-
met, observandose un aumento en la afinidad al aumentar el largo de la cadena del Espaciador.

Al comparar los valores de unién por las proteinas plasmaticas de los profarmacos 1-3 (Tabla
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2.6) con los de 4-7 (tabla 3.5), se observa que la adicién de Aa-O-met como complemento
molecular, aumenta considerablemente la afinidad por dichas proteinas.

Se realizaron ensayos de desplazamiento para determinar si los profarmacos 4-7 se unen
al sitio | de la ASH de igual forma que AZT y 1-3 (Tabla 2.6). En los ensayos de union con SAL,
no se observo una disminucion significativa en las fracciones de profarmaco unido, lo cual indica
que los derivados AZT-Espaciador-Aa-O-met no se unen al sitio | de la ASH (Tabla 3.5). Por
esta razon, se realizaron los estudios utilizando DZP, el cual es un marcador del sitio 1l (Ka=3.8 x
10° M) ®, En estos estudios se observd una disminucion en la afinidad de los derivados por las
proteinas plasmaticas, indicando que 4 -7 se unen a la ASH en el sitio Il (Tabla 3.5). Dicha
disminucion es moderada, lo cual es consistente con la afinidad elevada por este sitio 1l que
presentan los nuevos profarmacos (Tabla 3.5).

Para comprender con mayor detalle el modo de union de los profarmacos 4-7 por el sitio
Il de la ASH, se realizaron estudios computacionales empleando técnicas de modelado
molecular. Cuando se acoplaron en el sitio Il los profarmacos 4, 6 y 7 (Figura 3.14), se observé
que ubican el Aa-O-met en el interior de la cavidad (Figuras 3.14 A, B y C), mientras que el
resto de la molécula (AZT-Espaciador) esta orientado hacia la entrada de la misma, la cual
presenta caracteristicas polares. Sobre la base de este modo de unién, los profarmacos establecen
interacciones intermoleculares con Glu383, Pro384, Leu387, 1Leu388, Asn391, Fen403, Leu407,
Tyrd1l, Leud30, Gly434, Alad49, Glu450, Leud53 y Arg485. Para el caso particular de AZT-
Adi-Fen-O-met, parte del complemento molecular se ubica fuera del sitio de unién, quedando
expuesto al solvente (Figura 3.14.C). En cambio, el profarmaco AZT-Suc-ILeu-O-met (Figura
3.14 D), interacciona con Pro384, Leu387, ILeu388, Asn 391, Leu 394, Leud07 y Ser 489,
ubicandose de forma invertida, es decir que hacia el interior de la cavidad se encuentra el AZT-
Espaciador y el resto del complemento molecular, mientras que la porcion correspondiente al

fragmento ILeu-O-met interacciona con los residuos que conforman la entrada de la cavidad.
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A) AZT-Suc-Fen-O-Met B) AZT-Glu-Fen-O-Met
----- ik

Figuras 3.14. Modelo de interaccion de A) AZT-Suc-Fen-O-met, B) AZT-Glu-Fen-O-met y C)
AZT-Adi-Fen-O-met D) AZT-Suc-ILeu-O-met, y E) DZP, en el sitio 11 de la ASH.
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La Tabla 3.6 presenta el andlisis de energia libre de union de molecular Molecular
mechanics Generlized Born surface area MMGBSA por residuo para la union de 4 -7 y DZP al

sitio 11.

Tabla 3.6. Anélisis de descomposicién de energia libre (kcal/mol) por Molecular mechanics
Generlized Born surface area (MMGBSA) de AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met, AZT-
Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met en el sitio de union 11 de la ASH.

Residuos DzP 4 5 6 7
Ser342 - -1,14 - -1,10 -
Glu382 - -0,18 - -0,12 -0,72
Glu383 -0,35 -1,80 -0,62 -1,16 -4,11
Pro384 -0,69 -0,51 -1,07 -1,04 -0,82
Leu387 -2,16 -1,89 -1,41 -1,11 -3,84

11388 -2,93 -2,10 2,43 -1,61 -2,46
Asn391 -0,87 0,96 -1,83 0,68 -0,34
Leu394 - - -1,33 -

Fen403 -0,44 -0,53 -0,91 -0,76 -0,25
Leu407 -0,60 -0,56 -1,10 -1,06 -0,19
Arg410 - - 0,96 - -

Leu430 -0,68 -0,64 -0,29 -1,73 -1,08
Gly434 -0,37 -0,46 -0,38 -0,83 -0,54
Met446 - - -0,12 - -

Alad49 -0,81 -0,33 -0,38 -0,14 -0,41
Glu450 -0,54 -1,60 -0,26 -1,44 -0,40
Leu453 -1,12 -1,41 -0,89 -1,79 -1,35
Arg485 -0,62 - - - -

Pro486 - -0,10 -0,18 -0,10 -0,59
Fen488 - -0,71 -0,11 -0,72 -0,18
Ser489 - - -0,41 - -

Ala490 - - - - -1,35
Leud91 - -0,25 -0,13 -0,10 -0,63
AGsum? -12,26 -13,22 -12,86 -14,13 -19,26

aSuma total de todas las interacciones
104



3. Sintesis y evaluacion biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador-Aa-O-met

A partir de la Tabla 3.6 se puede observar que DZP y los profarmacos 4-7 comparten
varios puntos de interaccion con ASH, lo que es consistente con los desplazamientos obtenidos
en estudios experimentales. La suma de las energias de interaccion (AGsym) calculadas para AZT-
Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-lLeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, se
correlacionan con los datos experimentales, observandose para el derivado AZT-Adi-Fen-O-met
la energia de interaccion mas alta y la mayor fraccion de profarmaco unido. Es notable que las
energias de interaccién calculadas para los profarmacos 4-7 sean mayores a las de DZP, lo cual
es consistente con la capacidad limitada de este Gltimo para desplazar a los profarmacos unidos
al sitio Il (Tablas 3.5 y 3.6).

Para complementar estos estudios tedricos, se estudiaron las bases moleculares asociadas
a la imposibilidad de los profarmacos 4-7 de unirse al sitio | de ASH, realizando estudios de
docking molecular a dicho sitio y calculando las eventuales energias de interaccion (Tabla 3.7).
Los resultados demuestran que los profarmacos de AZT no establecen interacciones favorables
con los residuos que conforman la cavidad del sitio I, obteniéndose valores de AGsum positivos,
indicando un modo de unién desfavorable para AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met,
AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, Estos valores de AGsm Se deben
fundamentalmente a que los profarmacos 4 -7 presentan energias de repulsion con Arg257, lo
que coincide con los hallazgos experimentales, en los cuales no se observa una disminucion de la

afinidad de los profarmacos en presencia de SAL.
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Tabla 3.7. Analisis de descomposicién de energia libre (kcal/mol) por Molecular mechanics
Generlized Born surface area (MMGBSA) de AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-1Leu-O-met (5),
AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7) en el sitio de unién I de la ASH.

Residuos 4 5 6 7
Tyrl50 -1,97 -1,31 -3,60 -2,21
aSer192 -0,71 -0,74 -1,17 -0,78
Lys195 1,97 3,69 1,26 0,93
GIn196 -0,74 -0,79 0,61 -1,15
Lys199 3,29 1,22 1,16 3,53
Val241 -0,21 -0,18 0,17 -0,28
Cys245 -0,39 -0,27 -0,62 -0,85
Arg257 4,65 4,25 7,19 5,02
Ser287 -0,54 -0,53 -0,54 -0,62
His288 -0,16 -0,41 0,13 -0,66
Ala291 -1,32 -1,24 -1,15 -0,43
AGsum® 3,88 3,71 3,43 2,51

a3uma total de todas las interacciones
3.3.4 Conclusiones parciales

De los ensayos de estabilidad en plasma humano, se encontrd6 que los profarmacos
evaluados son susceptibles a hidrolisis, presentando los siguientes valores de t 1, de 61,6; 88,2;
125,1y 2537,7 min, para AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-lLeu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-
met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7), respectivamente. Esto demuestra que los profarmacos con
estructura AZT-Espaciador-Aa-O-met se hidrolizan con una velocidad mayor que 1-3, es decir
que adicionar Aa-O-met al complemento molecular posibilito obtener profarmacos que
promueven la reconversion del farmaco activo. También se pudo determinar que los profarmacos
4, 6 y 7 sufren hidrolisis en las dos uniones tipo éster, obteniéndose como productos de
degradacion AZT-Espaciador-Fen y AZTreg. Por otra parte, para el profarmaco 5 sélo se
observo la regeneracion del principio activo, sugiriendo que las enzimas plasmaticas no pueden

demetilar a este profarmaco.
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Los estudios de union a proteinas plasmaticas, mostraron un fuerte aumento de la
fraccion unida de los AZT-Espaciador-Aa-O-met, si se lo compara tanto con AZT (entre 4 y 6
veces mas), como asi también con los derivados AZT-Espaciador evaluados en el capitulo
anterior. El porcentaje de unidn depende de la estructura de los derivados, observandose que, al
aumentar el largo de la cadena del espaciador, aumenta la afinidad por las proteinas plasmaéticas.
En cuanto a los ensayos de desplazamiento, se determind que 4 -7 no son desplazados por SAL,
es decir no presentan afinidad por el sitio | de la ASH, pero si son desplazados parcialmente por
DZP, indicando que se unen al sitio Il de la ASH. El cambio en el sitio de union, tendria
beneficios en el perfil biofarmacéuticos, ya que tras la bioactivacion y la regeneracion de AZT
en los fluidos corporales, no tendra lugar un desplazamiento competitivo entre los profarmacos
4-7 y el principio activo. Para comprender en mayor detalle este hallazgo, se realizaron estudios
computacionales de union a ASH, en los cuales se determin6 que los profarmacos 4-7 presentan
un patrén de interaccion similar al de DZP vy diferente al de SAL, lo cual explica la evidencia
observada de forma experimental.

Sobre la base de los estudios realizados en esta seccion, se puede concluir que la adicion
de Aa-O-met al complemento molecular, le confiere un tiempo de regeneracién plasmaética de
AZT compatible con los procesos fisiologicos, un aumento notable en la fraccion unida a
proteinas plasmaticas, un cambio en la selectividad del sitio de union en la ASH y una posible
disminucion de la tasa metabolica que sufre el principio activo al presentar el 5"-OH protegido.
Por esto, es de esperar que con estos profarmacos se logren mejoras importantes en las
propiedades biofarmacéuticas del AZT, alentando a continuar con los estudios de permeabilidad

intestinal.

3.3.5 Materiales y métodos

3.3.5.1 Soluciones de trabajo y soluciones buffer

Se prepararon soluciones madres de cada uno de los compuestos (AZT-Suc-Fen-O-met,
AZT-Suc-lLeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met), de 10 mg/mL y 1
mg/mL en DMSO. Ademas, se prepararon soluciones en ACN de AZT-Suc y AZT-Glu (0,15
mg/mL), las cuales se utilizaron como estandar interno (El), para la cuantificacion de los
derivados por HPLC-UV. El plasma humano fue generosamente donado por el Instituto de
Hematologia, Hemoterapia y Banco de Sangre, de la Universidad Nacional de Cordoba,
Argentina y almacenado a -80 °C. Para su utilizacion fue descongelado en bafio de agua fria y
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luego filtrado por gravedad sobre lana de vidrio para eliminar las posibles proteinas
desnaturalizadas e impurezas producidas durante procedimiento de almacenamiento y
descongelado. Previo a los ensayos, se determind la concentracion de proteinas totales y de ASH
utilizando el kit comercial Proti 2, Weiner lab®, Boston, MA. Para todas las muestras utilizadas
se determind la concentracién de proteinas totales, encontrando que el mismo fue de 55 -58 g/L,
mientras que para la ASH el rango fue de 36-41 g/L. Estos valores fueron determinados durante
el desarrollo de los procedimientos y verificados en todos los lotes de plasma humano
empleados. Se utiliz6 SAL como marcador del sitio de union I y DZP como marcador del sitio 11,
para lo cual se prepararon soluciones en DMSO de concentracion de 1 mg/mL, para ambos

compuestos.

3.3.5.2 Estabilidad en plasma humano

La estabilidad plasmatica de los profarmacos se evalu6é incubando soluciones de los
mismos en 2 mL de plasma humano con una concentracion final de 5,5 x 10* M para cada
profarmaco, termostatizado a 37 °C durante 7 h en un bafio con agitacion continua. Se tomaron
muestras a diferentes tiempos (5, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 min). Los
procedimientos de cuantificacion se llevaron a cabo mediante HPLC-UV, realizando por

triplicado los ensayos.

3.3.5.3 Unidn a proteinas plasmaticas

La union a proteinas plasmaticas se evalud utilizando la técnica de ultrafiltracion para
separar el farmaco libre del unido a proteinas. A partir de las soluciones madres de cada uno de
los derivados (1 mg/mL), se prepararon soluciones stock en buffer fosfato (0,1 M) pH 7,4 para
obtener una concentracion de trabajo de 0,01 mg/mL. De esta Gltima solucion, se tomaron 600
uL y se adicion6 600 pL de plasma (solucion de trabajo) o 600 uL de buffer fosfato (0,1 M) pH
7,4 para referencia (muestra 100 %). Las soluciones resultantes se incubaron a 37°C durante 10
min en un bafio termostatizado con agitacion. Luego se tom6 1 mL de cada muestra y se lo
coloco en el dispositivo de ultrafiltracion (Centrifree®UF, Millipore) equipado con una
membrana Ultracel YM-T (cut-off 30000 Da) y se lo sometié a centrifugacién a 2000 rpm
durante 5 min.

Para el desarrollo de esta técnica, se estudiaron diversos factores que pueden afectar el

equilibrio de union, entre los que se encuentran la adsorcion de los derivados sobre la membrana
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de filtracion, el tiempo y la velocidad de centrifugacion y la densidad de la muestra a utilizar. El
tiempo y la velocidad de centrifugacion son dos factores relevantes para no provocar un
desplazamiento del equilibrio de unidn farmaco-proteina, al separar la fraccion libre de farmaco
de la fraccion unida a las mismas. Las condiciones experimentales finales involucraron una
relacion (1:1), plasma humano : buffer fosfato (0,1 M) pH 7,4, centrifugado a 2000 rpm por 5
min. Empleando dicho procedimiento, se obtuvieron 200 pL de ultrafiltrado para su posterior
cuantificacion por HPLC-UV, sin provocar un desplazamiento del equilibrio de unién.

La cantidad de fraccion unida (fu) para cada derivado se calculan como porcentaje,
utilizando la Ec. 2.11

fu = 100 — ((Ay/ A1009)x 100)) Ec2.11

en donde, Aw: Area de la muestra, Aioo%: Area muestra 100% y fu: Fraccion unida.

Estos ensayos se realizaron por duplicado para cada uno de los compuestos. Cada ensayo
consta de 1 muestra de 100% y 3 muestras de union a PP, preparadas a partir de la misma
solucién del derivado y tratadas en forma paralela. De todos los ensayos (n = 6) se calcula el
promedio de los resultados con su correspondiente desviacion estandar.

En los ensayos de desplazamiento, se utilizaron como marcadores el &cido salicilico
(SAL), el cual se conoce que se une con gran afinidad al sitio | (unién a ASH 95%) y diazepam

(DZP) como marcador del sitio 11 %6192,

3.3.5.4 Estudios computacionales de union a ASH

Los estudios computacionales se realizaron en colaboracion con el Dr. Sergio R. Ribone,
investigador de UNITEFA-CONICET, en el departamento de Ciencias Farmacéuticas de la
Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

Los procedimientos de docking molecular se realizaron utilizando software
desarrollado por OpenEye Scientific Software!®. Se empled una estrategia de docking rigido
exhaustivo, el cual se ejecutd a partir de dos etapas secuenciales: 1) una etapa de generacion de
librerias de conférmeros de los ligandos, aplicando una barrera energética de 10 kcal/mol y
utilizando el software OMEGA 2.4.31% 2) los ensayos de docking, se realizaron utilizando el
método rigido y exhaustivo implementado en el software FREDY’. En este caso, se utiliz la
funcion de puntuacion ChemGauss3 para evaluar y clasificar las posiciones de docking. Para
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conocer los potenciales modos de union de los profarmacos a la ASH, se seleccionaron las
posiciones de docking de menor energia.

Teniendo en cuenta que el complejo cristalografico de ASH complejada con Myr y DZP
no estd disponible, se lo construyd superponiendo la estructura correspondiente al complejo
cristalografico entre ASH pura y DZP (c6digo PDB: 2BXF)® con la estructura cristalina de HSA
conteniendo Myr (cddigo PDB: 1E7G)™™. De esta forma, las coordenadas del DZP en el
complejo con ASH pura fueron copiadas sobre la estructura de ASH complejada con acido
grasos, generando asi el complejo cristalografico de ASH complejada con Myr y DZP.

En base a los complejos ligando-ASH obtenidos mediante docking molecular, se calcul6
la energia de interaccion utilizando el script MMPBSA.py'® implementado en AMBER17%, Se
utilizaron los campos de fuerza ff14SB y GAFF ° para parametrizar a la ASH vy al ligando,
respectivamente. Se calcul6 la energia de unidn, teniendo en cuenta las energias de solvatacion
de las moléculas, ademas de las energias de la mecanica molecular (MM). La contribucion de las
energias de solvatacion polar se calculd utilizando el modelo de disolvente implicito Born
generalizado (GB), mientras que la contribucién no polar a la energia de solvatacion se calcul6
en funcion del area superficial accesible al disolvente (SASA)M!. Las interacciones
intermoleculares se calcularon y representaron usando los software VMD v.1.9.3. y LigPlot +
V.1.4.5112’113

Para identificar los residuos con los cuales interacciona el ligando, se filtraron los que
presentan una mayor interaccion al realizar la descomposicion. La suma de las energias de
interaccion con los residuos correspondientes, se correlaciond posteriormente con los resultados

experimentales de union a ASH.
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3.4 Estudios de permeabilidad intestinal

3.4.1 Introduccién

Uno de los aspectos biofarmacéuticos que se busca mejorar con la generacion de
profarmacos de AZT es la biodisponibilidad oral, con el objetivo de aumentar la concentracion
en circulacién sistémica y por consecuencia, disminuir la dosis de farmaco administrado a los
pacientes en la terapia antiviral. Los profarmacos AZT-Espaciador-Aa-O-met, fueron disefiados
con el objetivo de que sean reconocidos por los transportadores de péptidos (PEPT-1, por sus
siglas en inglés) presentes en los enterocitos'®’. Este transportador promueve la absorcion de
aminoacidos y de pequefios péptidos, facilitando el pasaje desde el lumen intestinal hacia
circulacion sanguinea, y esta presente en el lado apical del enterocito*®. Estos profarmacos,
también se desarrollaron con el objetivo de disminuir la variabilidad en la biodisponibilidad
provocada principalmente por la accion de la P-gp a nivel intestinal, como se menciond
anteriormente en la Seccion 2.4.

Otro aspecto importante a evaluar, es el perfil de estabilidad de los profarmacos cuando
estan en contacto con el tejido intestinal, debido a que en el mismo se expresan carboxilesterasas,
tanto en la mucosa intestinal como en el interior celular, las cuales pueden hidrolizar diferentes
clases de uniones como las tipo éster, amida o carbamato*®1?2, A nivel intestinal también se
encuentran enzimas degradativas de péptidos como las amidasas, las cuales hidrolizan las
uniones tipo amida y se ubican en el interior de los enterocitos, como asi también en la

membrana apical de los mismos.

3.4.2 Objetivos

En base a los resultados prometedores de union a proteinas plasmaticas para AZT-Suc-
Fen-O-met (4), AZT-Suc-lILeu-O-met (5), AZT-Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7),
se plantea evaluar la permeabilidad y la estabilidad de los compuestos durante el paso por la
membrana intestinal. De esta manera, se puede determinar si estos profarmacos pueden, ser
reconocidos por transportadores que favorezcan su absorcion y si los mismos sufren fendémenos

de eflujo. Asimismo, resulta relevante evaluar si los profarmacos en desarrollo pueden atravesar
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el epitelio intestinal como tales (sin ser metabolizados) o como alguna especie que presente el 5”-
OH del AZT protegido.

3.4.3 Resultados y discusiones

Se evalu6 la permeabilidad intestinal de los profarmacos 4-7 de manera similar a lo
realizado para 1-3, utilizando la técnica del saco intestinal evertido de ratas, descripta en la
Seccion 2.4. Se utilizd yeyuno proximal como segmento intestinal y se evaluaron dos
concentraciones de profarmaco 0,5 x10° M y 1,0 x10° M, como asi también el efecto de la
inhibicion de las proteinas de eflujo en la permeabilidad (1,0 x103M+ VER). Debido a que los
profarmacos presentan tres centros de hidrolisis (Figura 3.8) y a la presencia de enzimas
degradativas presentes en el glicocalix que recubre las microvellosidades del intestino, se evalué
de manera simultanea durante el ensayo de permeabilidad, la estabilidad de los profarmacos en la
solucion mucosal. De esta forma se determind el comportamiento de los profarmacos 4 — 7 en la

solucion mucosal, y se lo correlaciond con los moles permeados en la solucion serosal.

3.4.3.1 Estabilidad quimica de los profarmacos 4-7 en TC199

Previo a los estudios de permeabilidad intestinal, fue necesario determinar la estabilidad
quimica de AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-1Leu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-
O-met, en TC199 sin la presencia del segmento intestinal. Se aplicé la misma metodologia
utilizada en los ensayos de permeabilidad, utilizando la soluciobn mucosal de mayor
concentracion (1,0 x 10 M). De este estudio, se determin6 que los profarmacos 4-7 son estables
en la solucion mucosal durante el tiempo evaluado, por lo cual se puede atribuir todo el proceso

hidrolitico que puedan sufrir durante el ensayo a las enzimas presentes en el tejido intestinal.

3.4.3.2 Estudios de permeabilidad intestinal de AZT-Suc-Fen-O-met (4)

Teniendo en cuenta la presencia de enzimas degradativas en los segmentos intestinales
utilizados, se realizaron estudios de estabilidad en la solucion mucosal en presencia del tejido
intestinal. Se observd que AZT-Suc-Fen-O-met es hidrolizado en un 68% durante el tiempo que
dura el ensayo, obteniéndose como productos de degradacion al derivado demetilado AZT-Suc-
Fen y a AZTreg (Figura 3.15). Por otra parte, no se detecta la presencia del AZT-Suc, es decir

que en la solucion mucosal solo se produce la hidrdlisis de las uniones tipo éster.
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Figuras 3.15. Estudio de estabilidad en la solucion mucosal para AZT-Suc-Fen-O-met (4).

Se continud con los ensayos de permeabilidad intestinal y debido al perfil de estabilidad
que presenta 4, se evalud la permeabilidad del profarmaco, como asi también de los posibles
productos de degradacion. Como se puede observar en la Figura 3.16.A, en la solucion serosal no
se detecta la presencia del profarmaco intacto, pero si AZT-Suc-Fen, AZT-Suc y AZTreg.
Relacionando este estudio con el perfil de estabilidad (Figura 3.15), se puede decir que el AZT-
Suc detectado en la solucion serosal es producido durante el pasaje del profarmaco y/o sus
metabolitos por la membrana intestinal, ya que en la solucién mucosal no se produce la ruptura

de la unién amida.
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Figuras 3.16. Estudio de permeabilidad intestinal de AZT-Suc-Fen-O-met (1 x107° M).

A) Moles permeados vs tiempo, B) ug acumulados de AZTeq vs tiempo.

pg acumulados AZTeq = 1,41 (x0,04) Tiempo (min) — 12,2 (£1,3) Ec 3.13
n=6; r> =0,996; ds = 0,002; F = 1633,02
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Teniendo en cuenta que el profarmaco 4 no puede atravesar el tejido intestinal como tal,
se determinaron los moles de AZT equivalentes (AZTeq), los cuales estan conformados por los
moles de AZT-Suc-Fen, AZT-Suc y AZTreg detectados en la solucién serosal. A partir de los
moles de AZTeq, se calcularon los pg acumulados y se los grafico en funcion del tiempo (Figura
3.16.B). Los valores encontrados de F (Ec 3.13) y de Papp fueron 1,4 ug/min (+ 0,1) y 1,9 x 10*
(x 0,2) cm/min, respectivamente. El Papp es estadisticamente inferior al de AZT como tal,
indicando que la biodisponibilidad global de AZT a partir del profarmaco es inferior a la del
principio activo. Sin embargo, algunas de las especies que atraviesan el tejido intestinal
presentan, el 5"-OH del AZT protegido, imposibilitando asi su metabolizacion hepética, por lo
cual podrian presentar una mayor llegada a circulacion sistémica que AZT como tal.

Para evaluar si el pasaje a través del tejido intestinal del profarmaco y sus metabolitos
ocurre por transporte activo o pasivo, se compararon los Papp promedio obtenidos para las dos
concentraciones evaluadas (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Valores de F y Papp para AZT-Suc-Fen-O-met, calculados como AZTeq,
(1x10°My0,5x10° M)

) Concentracion F Papp
Derivado _ )
(ng/mL) (1g/min) (x 10%cm/min)
0,5x10°M 0,4 (x0,1) 1,3(x0,1)
AZTeq
1,0 X103 M 1,3(x0,1) 1,9(x0,2)

Los coeficientes calculados indican que al disminuir la concentracion del profarmaco en
la solucién mucosal disminuye el Papp, evidenciando que la permeabilidad depende de la
concentracion, es decir que la permeabilidad intestinal del profarmaco y/o sus metabolitos se
produce a través de un mecanismo facilitado involucrando un transportador.

Por dltimo, se evalud la permeabilidad de AZT-Suc-Fen-O-met en presencia de VER,
para evaluar el efecto de la inhibicion de las proteinas de eflujo durante su pasaje por la
membrana intestinal (Tabla 3.9).

114



3. Sintesis y evaluacion biofarmacéutica de profarmacos AZT-Espaciador-Aa-O-met

Tabla 3.9. Valores de F y Papp para AZT-Suc-Fen-O-me (1,0 x103 M), calculados como AZTeq,

en presencia y ausencia de VER.

) Concentracion F Papp
Derivado _ .
(ng/mL) (ng/min) (x 10"*cm/min)
1,0 X103 M 1,3(x0,1) 1,9(x£0,2)
AZTeq
1,0 x10°M + VER 0,9(x0,2) 1,8 (£0,3)

Se obtuvo un valor de Papp, promedio de 1,8 (+0,4) x 10 cm/min (Tabla 3.9), el cual no
presenta una diferencia estadisticamente significativa con el ensayo realizado a la misma
concentracion sin la inhibicion de las proteinas de eflujo. Ello demuestra que la permeacion a
partir de distintas especies provenientes del profarmaco, no se ve afectada por la presencia de
proteinas de eflujo.

3.4.3.3 Estudios de permeabilidad intestinal de AZT-Suc-ILeu-O-met (5)

Durante los ensayos de estabilidad del profarmaco 5 en la solucion mucosal (Figura
3.17), se observo que la cantidad de profarmaco en la esta solucion disminuye a medida que
transcurre el experimento, determinandose un 53% de la concentracion inicial del mismo al
terminar el ensayo. En la Figura 3.17 se muestra el perfil de degradacién, en el cual se puede
observar que en la solucion mucosal se detectaron dos productos de degradaciéon AZT-Suc-1Leu
y AZTreg.

—A— AZTreg
—@— AZT-Suc-iLeu
—— AZT-Suc-iLeu-O-Met

moles (1 x10™ M)

Tiempo (min)

Figuras 3.17. Estudio de estabilidad en la solucion mucosal para AZT-Suc-ILeu-O-met (5).

Se evalud la permeabilidad intestinal de AZT-Suc-1Leu-O-met (Figura 3.18) utilizando

la misma concentracion que en los estudios de estabilidad detallados anteriormente.
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Figuras 3.18. Estudio de permeabilidad intestinal de AZT-Suc-1Leu-O-met (1 x 10° M).

A) Moles permeadas vs tiempo, B) pg acumulados de AZTeq vs tiempo.

Mg acumulados AZTeq = 0,79 (£0.03) Tiempo — 5,2 (£1,1). Ec3.14
n=6; r’=0,997; ds = 0,001; F = 2309,92

En la solucion serosal (Figura 3.18.A) se detect6 la presencia de AZTreg, AZT-Suc y
pequefias cantidades de AZT-Suc-lLeu y de AZT-Suc-lLeu-O-met, indicando que el
profarmaco 5 si puede atravesar el epitelio intestinal. La cantidad de moles de AZT-Suc-ILeu
que pueden atravesar el tejido intestinal aumenta conforme aumenta su concentraciéon en la
solucion mucosal, sugiriendo un reconocimiento por transportadores a nivel intestinal. Teniendo
en cuenta todas las especies que se detectaron en la solucién serosal, se calcularon los moles de
AZTeqy a partir de éstos, se determinaron los parametros de interés. Se obtuvo un valor de F de
0,8 (x0,1) pg/min y un Papp de 1,2 (£ 0,1) cm/min (Figura 3.18.B, Tabla 3.10 y Ec. 3.14),
observando que la suma de todas las especies que pueden atravesar el epitelio intestinal, origina
un Papp estadisticamente inferior al de AZT.

De igual manera se analizaron los ensayos realizados a una concentracion de 0,5 x 107
M. Al comparar los valores de Papp Obtenidos para las dos concentraciones ensayadas, se observo
un incremento en el valor del coeficiente de permeabilidad conforme aumenta la concentracion
en la solucion mucosal, evidenciando un proceso de transporte facilitado (Tabla 3.10).

Por otro lado, al inhibir las proteinas de eflujo con VER no se observo un aumento
significativo del valor del Papp, siendo este coeficiente estadisticamente equivalente al de los
ensayos realizados sin la presencia del inhibidor. De esta manera, se demostré que la permeacion
de las diferentes especies que pueden atravesar el epitelio intestinal a partir de 5, no es afectada
por proteinas de eflujo (Tabla 3.10).
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Tabla 3.10. Valores de F y Papp para AZT-Suc-ILeu-O-met, calculados como AZTeq,

_ Concentracion F Papp
Derivado _ .
(ug/mL) (ng/min) (x 10"*cm/min)
0,5x10°M 0,4(x0,1) 0,8 (x0,1)
AZTeq 1,0x 10°M 0,8(x0,1) 1,2(x0,1)
1,0 x 103 M + VER 1,1 (+0,2) 1,6 (+ 0,3)

3.4.3.4 Estudios de permeabilidad intestinal de AZT-Glu-Fen-O-met (6)
Se realizaron ensayos de estabilidad en solucién mucosal en presencia del tejido intestinal

para AZT-Glu-Fen-O-met (6) 1 x 10 M, presentando el perfil de degradacion de la Figura
3.19.
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Figuras 3.19. Estudio de estabilidad en la solucion mucosal para AZT-Glu-Fen-O-met (6).

Se observé que 6 es demetilado casi en su totalidad durante el tiempo que dur6 el ensayo,
originando en la solucion mucosal AZT-Glu-Fen y una minima cantidad de AZTreg. El
producto de degradacion demetilado no es hidrolizado rapidamente, ya que su concentracion
aumenta durante todo el ensayo, indicando que el mismo no es reconocido por las enzimas
degradativas presentes en el lado apical del segmento intestinal. Como en los casos anteriores, no
se observo la ruptura del enlace amida (Figura 3.19).

Se realizaron los ensayos de permeabilidad intestinal para el profarmaco 6 utilizando una

concentracion de 1 x 10 M, los cuales se detallan en la Figura 3.20.
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Figuras 3.20. Estudio de permeabilidad intestinal de AZT-Glu-Fen-O-met (1 x 103 M).

A) Moles permeados vs tiempo, B) ug acumulados de AZTeq vs tiempo.

pg acumulados AZTeq = 0,16 (x 0,01) Tiempo — 0,8 (x0,4) Ec 3.15
n=6;r>=0,979; ds = 0,001; F = 243,64

Se encontrd una pequefia cantidad de moles AZTreg y AZT-Glu-Fen en la solucion
serosal (Figura 3.20.A), los cuales son sustancialmente inferiores comparados con los moles
detectados en la solucion serosal de los ensayos de permeabilidad con los profarmacos 4 y 5.
Este profarmaco no atraviesa el epitelio intestinal como tal, ya que no es detectado en la solucion
serosal. Teniendo en cuenta las especies que pueden atravesar el tejido intestinal, se determin6
los ug de AZTeq y a partir de éstos se calcularon los valores de F y del Papp, 0bteniéndose
valores de 0,2 (+ 0,1) pg/min y 0,3 (+ 0,1) x 10 cm/min, respectivamente. Como puede
observarse, se obtuvo un Papp significativamente inferior al de AZT.

Se llevaron a cabo los ensayos con VER para determinar si el derivado y/o sus
metabolitos son sustratos de las proteinas de eflujo. Se observo un Papp 0,7 (+ 0,3) x 10 cm/min
(Tabla 3.11), el cual es superior al del ensayo sin VER, evidenciando un fenémeno de eflujo
posiblemente mediado por P-gp. Esto explica la baja permeabilidad observada en los ensayos de

permeabilidad sin la presencia del inhibidor.

Tabla 3.11. Valores de F y Papp para AZT-Glu-Fen-O-met, calculados como AZTeq,

en presencia y ausencia de VER.

) Concentracion F Papp
Derivado . .
(ug/mL) (1ug/min) (x 10%cm/min)
1,0x 10°M 0,2 (x0,1) 0,3(x0,1)
AZTeq
1,0 x 10°M + VER 0,6 (x0,1) 0,7 (£ 0,3)
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3.4.3.5 Estudios de permeabilidad intestinal de AZT-Adi-Fen-O-met (7)

De igual manera que los profarmacos anteriormente evaluados, se realizaron con los
ensayos de estabilidad para AZT-Adi-Fen-O-met (7) en solucién mucosal en presencia del
segmento intestinal (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Estudio de estabilidad en la solucién mucosal para AZT-Adi-Fen-O-met (7).

De esta manera se determind que el profarmaco 7 es hidrolizado casi completamente a los
20 min de comenzado el ensayo, originando principalmente AZT-Adi-Fen el cual también es
susceptible a hidrdlisis, observandose una disminucion de su concentracion en la solucion a
partir de los 40 min de ensayo; observandose la regeneracion de AZT (AZTreg), durante todo el
tiempo que durd el ensayo.

Los ensayos de permeabilidad se realizaron evaluando una concentracion de 1 x 103 M
(Figuras 3.22)
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Figuras 3.22. Estudio de permeabilidad intestinal de AZT-Adi-Fen-O-met (1 x 10 M).
A) Moles permeados vs tiempo, B) pg acumulados de AZTeq vs tiempo.
pg acumulados AZTeq = 2,38 (= 0,01) Tiempo — 50,6 (x0,6) Ec3.16
n=>5;r>=0,987; ds=0,01; F = 240,9
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En los estudios de permeabilidad intestinal para el profarmaco 7, se detectdé AZTreg
como la principal especie presente en la solucion serosal. La cantidad de moles permeados fue
superior a los moles de AZTreg presentes en la solucion mucosal, sugiriendo que el principio
activo se regenera principalmente durante el pasaje por el tejido intestinal. En la solucidon serosal,
se detectaron cantidades minimas de AZT-Adi-Fen y de AZT-Adi-Fen-O-met (Figura 3.22.A).
A partir de los pg acumulados en funcion del tiempo, se determinaron los valores de F y el Papp
presentando los siguientes valores: 2,4 (x 0,5) upg/min y 35 (+ 0,3) x 10% cm/min,
respectivamente. Al comparar este Papp con el de AZT, se encontr6 que 7 presenta un coeficiente
superior al del principio activo (Papp azt= 2,9 (£0,1) x10* cm/min), lo que indica una mejora en
la biodisponibilidad de AZT.

Este perfil de permeabilidad, se correlaciond con la estabilidad en la solucién mucosal, ya
que el derivado es hidrolizado casi completamente a los 20 min de ensayo, originando
principalmente AZT-Adi-Fen y AZTreg (Figura 3.21). Los moles permeados de AZTreg no se
correlacionan con la cantidad de moles regenerados en la solucion mucosal, demostrando que
éste se esta produciendo en el interior de los enterocitos como consecuencia del metabolismo de
AZT-Adi-Fen.

Se continud con la evaluacion de la permeabilidad de 7 en una concentracion inferior (0,5
x 10 M). En este caso, se observo una diferencia estadisticamente significativa comparada con
los resultados obtenidos a una concentracion de 1,0 x 10° M (Tabla 3.12). Esto indica que la
permeabilidad se ve afectada por cambios en la concentracion, sugiriendo que el AZT-Adi-Fen
que se produce en la solucion mucosal podria atravesar el tejido intestinal por medio de un

transporte facilitado, potencialmente un transportador de péptidos.

Tabla 3.12 Valores de F y Papp para las diferentes concentraciones de
AZT-Adi-Fen-O-met.

) Concentracion F Papp
Derivado _ )
(ng/mL) (1g/min) (x 10%cm/min)
0,5x10°M 1,0(x0,2) 1,4(x0,1)
AZTeq
1,0 x 103 M 2,4 (£0,5) 3,5(x0,3)

Al evaluar el efecto de inhibicion de las proteinas de eflujo, se observo que la Papp

aumenta notablemente (Figura 3.23).
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Figuras 3.23. Estudio de permeabilidad intestinal de AZT-Adi-Fen-O-met (1 x 10 M+ VER).

A) Moles permeadas vs tiempo, B) ug acumulados de AZTeq vs tiempo.

pg acumulados AZTeq = 4,4 (x0.2) Tiempo — 34,3 (x0,6) Ec 3.17
n=6;r>=0,993;sd =0,01; F = 680,4

Al comparar el perfil de moles permeados a partir del profarmaco 7 en presencia y en
ausencia de VER, se observd que al inhibir las proteinas de eflujo la cantidad de moles que
atraviesan el tejido intestinal son superiores, originando un aumento en la cantidad de moles de
AZTreg presentes en la solucion serosal. Este incremento sugiere que el principio activo
regenerado a partir de AZT-Adi-Fen-O-met es reconocido por proteinas de eflujo y a su vez
reafirma lo supuesto anteriormente con relacion a que este producto de degradacion se produce
durante el pasaje del profarmaco a través del tejido intestinal, ya que las cantidades de AZTreg
que se originan en la solucién mucosal no podrian generar una cantidad de moles permeados tan
elevada, como los que se observan en la Figura 3.23.A. Teniendo en cuenta los pg acumulados
de AZTeq, se determind el valor de F y del Pagp, obteniéndose los siguientes valores 4,4 (+ 0,3)
pg/min y 6,5 (= 0,5) x 10 cm/min, respectivamente (Tabla 3.13). Este valor de coeficiente
refuerza la hipotesis que el AZT-Adi-Fen que se produce en la solucién mucosal (Figura 3.22)
esta siendo reconocido por transportadores, pero que a su vez es metabolizado en el interior
celular regenerando el principio activo, que en este caso es reconocido por transportadores de

eflujo a nivel apical.
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Tabla 3.13 Valores de F y Papp para las diferentes concentraciones de
AZT-Adi-Fen-O-met.

P
Derivado Concentracion (pg/mL) ) P )
(ng/min) (x 10"*cm/min)
1,0x 10°M 2,4 (x0,5) 3,5(x0,3)
AZTeq
1,0x10°M + VER 4,4 (x£0,3) 6,5 (£ 0,5)

3.4.4 Conclusiones parciales

Cuando se evalud la estabilidad en la solucion mucosal en presencia del segmento
intestinal de los profarmacos AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-ILeu-O-met (5), AZT-Glu-
Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7), se observo en todos los casos la hidrolisis de los
enlaces tipo éster presentes en las moléculas con estructura AZT-Espaciador-Aa-O-met. Esto
demuestra que los profarmacos regeneran el principio activo, como asi también la hidrélisis de
diversos derivados de AZT que pueden ser reconocidas por transportadores presentes en la cara
apical de los enterocitos, favoreciendo su absorcion. Debido a la estructura de los productos de
degradacion, dicho transporte podria estar mediado por transportadores de péptidos.

Los resultados obtenidos al evaluar los profarmacos 4-7, demuestran que presentan
propiedades de absorcion diferentes a las de AZT. En la solucion serosal, para los ensayos de
AZT-Suc-Fen-O-met y AZT-Suc-ILeu-O-met, se observo la aparicion de AZT-Suc el cual se
produce durante el pasaje por la membrana intestinal de las especies presentes en la solucion
mucosal. En cambio, para AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, no se observdé como
producto de degradacion al AZT-Espaciador correspondiente, indicando que las esterasas
responsables de la hidrdlisis no reconocen de igual manera a todos los profarmacos evaluados.

Los profarmacos 4, 5y 6 originan un Papp inferior al del principio activo, pero presentan
como ventaja la presencia de especies de AZT con el 5°-OH protegido, lo cual imposibilita el
metabolismo hepatico que se produce luego del pasaje por la membrana intestinal. En cambio,
para el AZT-Adi-Fen-O-met se determind un Papp estadisticamente superior al de AZT,
determinado principalmente como AZT, debido a que el profarmaco como tal y el producto de
degradacion (AZT-Adi-Fen), no logran atravesar el epitelio en gran medida. Esta elevada
concentracion de AZT en la solucidn serosal no es coincidente con la determinada en la solucién
mucosal, lo cual pone en evidencia que el AZT-Adi-Fen que se genera en la solucion mucosal
estd siendo reconocido por algun tipo de transporte que promueve su absorcion y una vez en el

interior del enterocito es metabolizado produciendo AZTreg, el cual es detectado en la solucién
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serosal, generando asi un Papp global mayor al del principio activo como tal. En la Figura 3.24, se

esquematiza el posible proceso de permeabilidad que se genera desde AZT-Adi-Fen-O-met.
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Figura 3.24. llustracion del posible mecanismo de permeabilidad intestinal determinado para
AZT-Adi-Fen-O-met.
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Al evaluar el efecto de la inhibicion de las proteinas de eflujo para los profarmacos 4-7,
se observd que AZT-Suc-Fen-O-met y AZT-Suc-lLeu-O-met no son sustratos de estas
proteinas, en cambio AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met son sometidos a un proceso
de eflujo a nivel apical, ya que en ambos casos el Papp aumenta en presencia del inhibidor de P-
gp. Para el caso particular del derivado 7, se observo que este coeficiente es aproximadamente
dos veces superior en presencia de VER (Tabla 3.13) demostrando que el profarmaco y/o sus

metabolitos presentan una permeabilidad intrinseca elevada.

3.4.5 Materiales y métodos

3.4.5.1 Preparacion de las soluciones mucosales y serosales

La preparacion de la solucion mucosal de cada profarmaco (AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-
Suc-lLeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met), se realizd6 pesando las
cantidades necesarias de cada uno de ellos y disolviéndolas en 50 mL de medio de cultivo
TC199 (sigma Aldrich®), para generar soluciones de trabajo de concentracion es 0,5 x10° M y
1,0 X103 M, segun corresponda. ElI medio de cultivo TC199, se prepard segin las indicaciones
del proveedor, ajustando el pH final a 7,4 y sometido a burbujeo con gas carbdgeno (5:95 COz:
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0,), termostatizando la solucidn resultante a 37 °C, para asegurar la viabilidad del tejido durante
el tiempo que dura el ensayo.

La solucion de verapamilo (VER) se prepard pesando 25 mg, que luego se solubilizaron
en 50 mL de TC199, obteniéndose una concentracion de 1,0 x 10“*M. La solucién serosal
utilizada, estuvo compuesta de medio de cultivo TC199 termostatizado a 37 °C y saturado con

gas carbogeno.

3.4.5.2 Obtencidon de segmentos intestinales

Los estudios se llevaron a cabo utilizando ratas Wistar machos, de 3 meses de edad
pesando entre 300 y 450 g. Los animales se anestesiaron mediante la administracion
intraperitoneal de una solucion de uretano (1000 mg/Kg). Posteriormente, se les realizé una
incisién de 2 cm en la linea de la cavidad abdominal y se aislé el estbmago, se descartaron los
primeros 10 cm de tejido intestinal (duodeno), se tomo el segmento de yeyuno proximal de 10
cm. Luego, los animales se sacrificaron mediante la administracion de dioxido de carbono. Los
procedimientos fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
Quimicas, UNC. (Res. N° 138/07), para el uso de animales en protocolos experimentales.

3.4.5.3 Montaje del dispositivo de permeacion

El segmento de yeyuno proximal aislado se colocé en una varilla de vidrio y se procedio
a evertirlo. Luego, se lo insertd en una canula de vidrio (0,2 cm de diametro) y se sujeto el
segmento en su extremo superior. En el extremo inferior se coloc6 una pesa de 10 g para
mantener estirado el segmento intestinal. Luego se ligd el extremo inferior del tejido a la canula,
quedando expuestos 10 cm de tejido intestinal para la permeacion. ElI segmento intestinal
conteniendo la cénula en su interior, se colocé en medio de cultivo TC199 termostatizado a 37
°C y saturado con gas carbogeno. En el interior del saco intestinal se adicion6 1 mL de la
solucion serosal y se lo dejo durante 10 min para equilibrar el tejido. EI mismo se mantuvo en

estas condiciones hasta el momento de comenzar el experimento.

3.4.5.4 Toma, preparacion y cuantificacion de las muestras

Una vez montado el dispositivo de permeacion, el segmento intestinal es sumergido en la

solucion mucosal. En el interior del segmento intestinal, se le colocd 1 mL de solucion serosal
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por medio de una canula insertada en su interior. Transcurridos 10 min, se retira el volumen
agregado y se lava con 1 mL de solucion serosal, tras lo cual se vuelve a llenar con 1 mL de
solucion serosal fresca. De esta manera, la muestra de permeacién esta formada por 2 mL de
solucién serosal retirados del interior de la cAnula (muestra de permeacion + muestra de lavado),
a los cuales se le adicioné 80 pL de HClI 2 M y 50 pL de EI. La solucién de El para la
cuantificacion de AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met,
fue preparada utilizando el derivado AZT-Glu (0,15 mg/mL), mientras que para AZT-Glu-Fen-
O-met, se utilizd una solucién de AZT-Suc (0,15 mg/mL). Luego se acondicionaron las
muestras por extraccion en fase solida y posteriormente se cuantificaron mediante los métodos
analiticos desarrollados y validados para tal fin, lo cuales se describen en el Capitulo 4.

Para estudiar la estabilidad de cada compuesto en la solucién mucosal en presencia y
ausencia de del segmento intestinal, se tomaron muestras de 100 uL (0, 10, 20, 30, 40 y 60 min)
y se los coloco en 2 mL de buffer fosfato pH, a los cuales se le adiciond 80 uL de HC12 M y 50
uL de EI, de igual manera que lo detallado anteriormente. Luego se acondicionaron las muestras,
por extraccion en fase solida y posteriormente se cuantifico por HPLC-UV, utilizando los

métodos validados descriptos en el Capitulo 4.
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3.5 Conclusiones parciales

Se sintetizaron 4 nuevos profarmacos: AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met,
AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, con el fin de optimizar el perfil biofarmacéutico
que presenta AZT. Estos derivados se obtuvieron a través de un proceso sintético donde se
conjugaron los profarmacos 1, 2 y 3 obtenidos en el Capitulo 2, con Aa-O-met, empleando como
reactivos de acoplamiento DCC y Oxyma, para generar la unién amida entre ambos compuestos.

Estos derivados denominados AZT-Espaciador-Aa-O-met, presentaron buenos perfiles de
estabilidad quimica, siendo estables a pH acido y neutro, y aumentando su inestabilidad en
medios alcalinos. La adicién del Aa-O-met, posibilito que los mismos regeneren el farmaco
activo con una mayor velocidad, que los derivados AZT-Espaciador, evaluados en el Capitulo 2.
Esta variabilidad depende tanto del largo de la cadena del espaciador (cuanto mas larga es la
cadena, mayor estabilidad presentan los derivados), como del tipo de aminoacido, siendo el ti
para AZT-Suc-Fen-O-met (4) significativamente inferior al de AZT-Suc-I1Leu-O-met (5).

En los estudios en plasma humano, se observo nuevamente que la generacién de este tipo
de profarmacos, posibilitd que tengan una velocidad de regeneracién de AZT compatible con la
administracién en humanos. La velocidad de hidrolisis es dependiente de la estructura del
compuesto, observandose como producto de degradacion AZT-Espaciador-Aa y AZTreg. En
todos los casos no se observo hidrolisis de la funcién amida, evidenciando que estos profarmacos
no son reconocidos por las enzimas plasmaticas que hidrolizan dicha union. Los estudios en
plasma determinaron que los profarmacos 4 — 7, presentan valores de afinidad por las proteinas
plasmaéticas, entre 4 a 6 veces mayores que AZT. Cuando se empledé DZP, se observd que esta
serie de profarmacos son desplazados por dicho marcador, demostrando que se unen al sitio 1l de
la ASH. Esto fue confirmado por estudios de modelado molecular, en los cuales se observo que
DZP vy los profarmacos 4-7 presentan un patron similar de interaccién con los residuos que
conforman el sitio 11 de la ASH. El aumento en la afinidad y el cambio en el sitio de union de
estos profarmacos mejorarian la biodistribucion del principio activo.

Sobre la base de la permeabilidad intestinal evaluada con la técnica del saco intestinal
evertido de ratas, se pudo determinar que las enzimas presentes en la mucosa intestinal pueden
regenerar el principio activo, como asi también el AZT-Espaciador-Aa correspondiente. Esto
altimo es importante, ya que permitiria que el metabolito sea reconocido por transportadores de

péptidos presentes en la cara apical de los enterocitos. Para el derivado AZT-Adi-Fen-O-met se
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observd un proceso de degradacién rapida que genera principalmente AZT-Adi-Fen el cual
podria ser reconocido por transportadores que facilitan el pasaje desde la solucién mucosal hacia
el interior del enterocito, donde es metabolizado obteniéndose AZTreg, el cual no es reconocido
por proteinas de eflujo.

La conclusién de esta etapa indica que los profarmacos 4-7 evaluados, presentan
propiedades mejoradas respecto de AZT, lo cual podrian presentarian beneficios en cuanto a su
farmacocinética, al poseer un perfil de degradacion plasmatico prometedor, asociado a un
cambio en el sitio de unién en la ASH. Desde el punto de vista de la absorcién intestinal,
presentaron particularidades importantes, que podrian resultar en una biodisponibilidad

aumentada respecto de AZT.
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Capitulo 4: Validacion de métodos analiticos y
bioanaliticos

4.1 Introduccion

La validacion de un método, ya sea analitico o bioanalitico, es el proceso por el cual se
establece mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método
empleado cumple con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas®®°. Una
validacion se realiza para determinar con fundamento estadistico, que la metodologia de trabajo
es la adecuada, confiable y reproducible.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), es uno de los métodos mas
utilizados para la cuantificacion de sustancias en el &mbito de las ciencias farmacéuticas, debido
a su practicidad ®°. La utilizacion de dicha metodologia de trabajo, requiere previamente de la
validacion de los métodos desarrollados, incluyendo desde la obtencion de la muestra hasta su
cuantificacion.

Existen diversas guias internacionales para el desarrollo y validacion de métodos
analiticos, en donde se establecen que parametros se deben evaluar y los criterios de aceptacion
de los mismos. Entre las mas importantes se encuentran, las directrices de la International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use (ICH)!*! y las guias para la industria de la Food and Drug Administration
(FDA)®,

Para validar una metodologia analitica, se deben determinar los siguientes parametros:
selectividad, linealidad, sensibilidad, precision, exactitud y recuperacion®®?, aplicando los
criterios de aceptacion definidos en la bibliografial®-163,

Selectividad
La selectividad de un método analitico es la habilidad del mismo para evaluar
inequivocamente el analito en presencia de otros componentes, por ejemplo: impurezas,

productos de degradacion, matrices, etc. Para lo cual se debe inyectar la matriz pura,

observandose la ausencia de sefiales en el tiempo de retencion del analito.
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Linealidad

La linealidad es la proporcionalidad directa entre la concentracién del analito y la
respuesta que genera, siendo el rango lineal, el intervalo comprendido entre la concentracion
minima y maxima del analito dentro del cual se puede analizar una muestra por extrapolacion en
la curva estandar. Resulta conveniente evaluar estimadores de regresion en un intervalo de

confianza dado, tales como:

v Pendiente (a), se determina como parametro indicativo de la sensibilidad y permite
evaluar la correlacion entre diferentes métodos.

v' Coeficiente de regresion lineal (r), Se determina para evaluar el ajuste al modelo lineal
propuesto (y = a X + b), el cual debe exhibir un elevado coeficiente de correlacion lineal
(r?) (idealmente mayor a 0,99).

v" Ordenada al origen (b), para evaluar la proporcionalidad de la funcién analitica, es
decir, que la recta pase por el origen y que cualquier desviacion pueda adjudicarse

Unicamente a un error aleatorio.

Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico es su capacidad para discernir pequefias
variaciones en la concentracion de analito. Asi, la pendiente de la curva de calibrado es la
medida de la sensibilidad y se denomina, sensibilidad de calibrado. Esta Gltima es constante en
todo el intervalo de linealidad. La sensibilidad esta dada por los limites de deteccion (LD)y de
cuantificacion (LC)®4.

Limite de deteccion (LD): es la cantidad mas baja de analito en una muestra que se puede
detectar, pero no necesariamente cuantificar como un valor exacto.

Limite de cuantificacién (LC): es la cantidad mas baja de analito en una muestra que se

puede determinar cuantitativamente con precision y exactitud adecuadas.

Precisién

La precision esta relacionada con la dispersion de los valores hallados a partir del valor
medio, y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales, cuando el método se
aplica repetidamente a alicuotas mdltiples de una muestra homogénea. Se expresa

matematicamente como la desviacion estandar, 0 mas comunmente como la desviaciéon estandar
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relativa (RSD, por sus siglas en inglés). El criterio de aceptacion suele ser RSD < 2%; pero
cuando se trabaja con fluidos bioldgicos, se considera la complejidad de la matriz, resultando
apropiado un RSD < 10%.2

Exactitud

La exactitud, es también conocida como error sistematico, y corresponde a la diferencia
entre el valor medido y el valor verdadero obtenido a partir de la concentracion de la muestra y
la curva de calibrado. Se expresa como el porcentaje del valor obtenido, y debe encontrase entre

el 90 y 110%, independientemente de la matriz empleada.

Recuperacion

La recuperacion de un analito en un ensayo, es la respuesta del detector obtenida a partir
de una cantidad del analito afiadido y extraido de la matriz, en comparacién con la respuesta del
detector obtenida para la concentracion verdadera. La recuperacion se refiere a la eficiencia de
extraccion de un método analitico dentro de los limites de la variabilidad. La recuperacion del
analito no debe ser necesariamente el 100%, pero el grado de recuperacién de un analito y del El

debe ser consistente, preciso y reproducible.

4.2 Objetivos

El presente capitulo tiene como objetivo la validacion de los métodos analiticos y
bioanaliticos, para asegurar que se cuenta con metodologias de trabajo confiables y
reproducibles, en los diversos estudios desarrollados con AZT y los profarmacos evaluados en el
presente Trabajo de Tesis.

Debido a que los estudios fueron desarrollados en diversos medios, como soluciones buffer
0 medio de cultivo tal como TC199, los métodos fueron validados considerando las diversas
condiciones empleadas y aplicando los criterios de aceptacion correspondientes a metodologias
analiticas®®16:162 o bioanaliticas'®®1%, segin corresponda, teniendo estas Gltimas un mayor

rango de aceptacion, ya que se considera la complejidad de la matriz biolégica utilizada.
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4.3 Resultados y discusiones

Como se comentd anteriormente, la matriz empleada define los criterios de aceptacion de
los parametros, ya sea una validacion analitica o bioanalitica. Considerando, una validacion
analitica cuando el analito se encuentra en buffer fosfato (pH 2,0, 7,4 y 10,0) acidificado hasta
llegar a pH 1 y una validacion bioanalitica cuando se utiliza medio de cultivo TC199 para
realizar los ensayos.

Debido a la elevada lipofilicidad tedrica que presentan los compuestos sintetizados en el
Capitulo 3 y a la necesidad de cuantificar tanto AZT como asi también los potenciales productos

de degradacion, se requirid la utilizacion de diferentes equipos de HPLC.

4.3.1 Cuantificacion de AZT, AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi y AZT-Oxa en buffer

fosfato

En los estudios de estabilidad quimica y plasmatica, como asi también de union a proteinas
plasmaticas, los analitos se encuentran disueltos en soluciones de buffer fosfato a diversos
valores de pH. Dichas muestras son posteriormente acidificadas con HCI 2 M hasta llegar a un
valor de pH 1y luego realizar la extraccion en fase sélida que permite tanto la purificacion como
la concentracion de las mismas. Para la cuantificacion de las muestras se utilizé el cromatografo
Agilent S1100, con las siguientes condiciones cromatograficas: fase mévil MeOH: buffer fosfato
pH 2 (0,1 M) : THF (55:45:2); columna analitica Phenomenex Synergi Fusion C18® (4 x 250
mm, 5 mm tamafio de particula) con precolumna Phenomenex Segurity Guard Fusion RP® (4,0
x 30 mm) termostatizada a 40 °C; longitud de onda seleccionada para la cuantificacion de las
muestras fue de 267 nm. Los tiempos de retencion para cada compuesto se detallan en la Tabla
4.1y en las Figuras 4.1 — 4.5 se muestran los cromatogramas correspondientes, demostrando que
los métodos son selectivos.

Las validaciones se realizaron en un rango de concentracion de 0,05 a 10,2 x 10° M,
utilizando como estandar interno (EI) AZT-Glu 0,15 mg/mL para la cuantificacion de AZT,
AZT-Suc, AZT-Adi y AZT-Oxa; y AZT-Suc 0,15 mg/mL para AZT-Glu. En todos los casos
se determind el LC y LD utilizando el punto mas bajo de la curva de calibrado. En la Tabla 4.2

se detallan los parametros mas importantes de las validaciones realizadas.
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A) Matriz buffer fosfato acidificado. B) Muestra correspondiente a AZT (tr = 4,7 min).

Figura 4.1. Selectividad para AZT
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A) Matriz buffer fosfato. B) Muestra correspondiente a AZT-Suc (tr = 5,7 min).

Figura 4.2 Selectividad para AZT-Suc
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A) Matriz buffer fosfato. B) Muestra correspondiente a AZT-Glu (tr = 7,1 min).

Figura 4.3. Selectividad para AZT-Glu
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Figura 4.4. Selectividad para AZT-Adi.
A) Matriz buffer fosfato. B) Muestra correspondiente a AZT-Adi (tr = 9,1 min).
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Figura 4.5. Selectividad para AZT-Oxa.
A) Matriz buffer fosfato. B) Muestra correspondiente a AZT-Oxa (tr = 3,7 min).

Tabla 4.1: Tiempos de retencion (tr).

Compuestos tr (min)
AZT 4,7
AZT-Suc 6,2
AZT-Glu 6,9
AZT-Adi 10,2
AZT-Oxa 3,7
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Tabla 4.2. Parametros validados para AZT, AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi y AZT-Oxa en buffer fosfato.

Parametro AZT AZT-Suc AZT-Glu AZT-Adi AZT-Oxa
) Pendiente 043 (+x001) | 057(x001) | 029(£001) | 050(*00l) | 052 (+0,01)
% o Ordenada al origen 0,08 (005 | 003(£002) | 006(£0,09) | 002(*001) | 004 (001)
Té £ 2 0,994 0,098 0,999 0,999 0,994
(d n 9 9 9 9 8
- Baja (0,05 x 10° M) 99,5 + 0,6 100 +1,7 90,2 +0,5 92,2 40,8 93,3+0,9
g Media (1,02 x 10° M) 101,2 0,9 101,4 0,5 98,1 +0,8 95,7 +0,3 92,7+0,5
= Alta (10,2 x 10°° M) 95,5+ 0,6 98,8 + 0,8 96,8 + 0,6 94,5 + 0,4 96,5 + 0,4
faE Baja (0,05 x 10° M) 0,66 1,67 1,79 1,72 1,89
223 Media (1,02 x 10° M) 0,34 0,54 0,68 1,18 0,63
x = Alta (10,2 x 10° M) 0,68 0,73 0,64 0,42 1,31
Som Baja (0,05 x 10°° M) 0,57 1,60 1,79 0,02 0,20
2 % 2 Media (1,02 x 10° M) 1,52 0,95 0,68 0,71 0,19
= Alta (10,2 x 10° M) 0,61 0,45 0,64 0,34 1,41
g Baja (0,05 x 10° M) 98,5+ 0,5 1002+ 1,7 95,8 +0,8 93,6+ 1,1 94,7+ 1,7
S g%: Media (1,02 x10° M) 98,9+ 1,4 101,4 0,5 94,1 + 0,4 99,5+ 1,5 98,8 + 0,5
g Alta (10,2 x 10°5 M) 96,1 +0,7 98,8 +0,8 93,8 40,5 99,3407 96,3 +1,2




4. Validacion de métodos analiticos y bioanaliticos

4.3.2 Cuantificacion de AZT, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en medio de

cultivo TC199

Estas validaciones fueron realizadas para asegurar que los resultados obtenidos en los
ensayos de permeabilidad intestinal para AZT, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi son confiables y
reproducibles. Se utilizaron las mismas condiciones cromatograficas que las descriptas en la
Seccion 4.3.1, pero con una matriz diferente, motivo por el cual se debe validar nuevamente
todos los pardmetros. La matriz TC199 contiene rojo fenol, el cual no se elimina completamente
durante el proceso de extraccion en fase solida. En las condiciones cromatogréficas utilizadas el
rojo fenol presenta un tiempo de retencion de 7,6 min, mientras que el resto de los compuestos a
cuantificar mantienen esencialmente sus tiempos de retencion (Tabla 4.3), no interfiriendo con

ninguno de los analitos determinados previamente, definiendo la selectividad del método

(Figuras 4.6 — 4.9).
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Figura 4.6. Selectividad para AZT.
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Figura 4.7 Selectividad para AZT-Suc.

A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT-Suc (tr = 5,9 min).
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Figura 4.8. Selectividad para AZT-Glu.
A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT-Glu (tr = 7,2 min).
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Figura 4.9. Selectividad para AZT-Adi.
A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT-Adi (tr = 9,2 min).

Tabla 4.3: Tiempo de retencion (tr).

Compuestos tr (min)
AZT 4,7
AZT-Suc 59
AZT-Glu 7,2
AZT-Adi 9,2

En la Tabla 4.4 se detallan los resultados de las validaciones correspondientes.

137



Tabla 4.4. Parametros validados para AZT, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en TC199.

Parametro AZT AZT-Suc AZT-Glu AZT-Adi
- Pendiente 0,39 (+ 0,01) 0,53 (+ 0,01) 0,23 (£ 0,01) 0,53 (+ 0,01)
é m Ordenada al origen 0,06 (£ 0,01) 0,01 (£ 0,02) 0,05 (x 0,05) 0,01 (x0,01)
S ©
g < 2 0,999 0,999 0,999 0,999
>
(&)
L n 9 9 9 9
= Baja (0,05 x 10" M) 943+1,7 99,3+0,5 97,2+0,7 93,6 +1,2
>
5 Media (1,02 x 10° M) 95,5+ 0,6 98,3+0,8 102,8+1,2 955+ 1,8
x
= Alta (10,2 x 10° M) 101,5+0,8 100,2 + 0,1 95,3+0,3 94,6 +0,6
c - Baja (0,05 x 10°° M) 1,16 1,81 1,55 0,69
293
e i Media (1,02 x 10° M) 1,84 1,87 1,18 1,11
T
&= Alta (10,2 x 10° M) 0,42 1,52 1,42 1,49
c - Baja (0,05 x 10°° M) 0,53 0,40 0,21 0,20
89S
§ © & Media (1,02 x 10°° M) 0,34 0,91 0,71 0,34
S E
&= Alta (10,2 x 10° M) 0,67 0,44 0,34 0,70
5 Baja (0,05 x 10°° M) 99,6 +0,1 90,7 +1,9 94,9+ 1,4 98,4+1,3
% —~
5 g‘é’l Media (1,02 x 10° M) 99,9+ 0,8 95,6 +1,8 99,3+1,2 98,3+0,6
8 b~
x Alta (10,2 x 10° M) 90,7 + 0,4 957+15 98,8 + 0,4 99,6 +15




4. Validacion de métodos analiticos y bioanaliticos

4.3.3 Cuantificacion de AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-lLeu-O-met AZT-
Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met en buffer fosfato

En los estudios de estabilidad quimica y plasmatica, como asi también de union a proteinas
plasmaticas, los analitos se encuentran disueltos en soluciones buffer fosfato de diversos valores
de pH. Las muestras obtenidas de los ensayos son acidificadas con HCI 2 M hasta llegar a un
valor de pH 1 para realizar la extraccion en fase solida, lo que permitira purificar y concentrar las
mismas. Debido a la elevada lipofilicidad que presentan los profarmacos AZT-Suc-Fen-O-met,
AZT-Suc-lLeu-O-met AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met y a la necesidad de
cuantificar AZT y los diferentes metabolitos de cada uno, se empled el Cromatdgrafo Jasco 2077
Plus, el cual estd equipado con una bomba cuaternaria que permite realizar cambios en la
polaridad de la fase movil durante el desarrollo de la corrida cromatografica. Se utiliz6 la misma
columna cromatogréfica y longitud de onda que en el caso descripto anteriormente, cambiando
Unicamente la fase movil y el tiempo de duracién de la corrida cromatogréafica. Para el método
analitico el gradiente de solvente, consistio en buffer pH 2 (0,1 mM): MeOH (53:47 v/v) por 2,5
min, seguido por un cambio lineal de polaridad hasta llegar a (30:70 v/v) a los 9,5 min y se lo
mantuvo constante por 1,5 min; luego se volvié a la composicidn inicial y se lo dejé estabilizar
entre cada inyeccién durante 1,5 minutos.

Los tiempos de retencion para cada compuesto se detallan en la Tabla 4.4 y 4.5, y en las
Figuras 4.10 — 4.14 se muestran los cromatogramas correspondientes, demostrando la
selectividad de los métodos desarrollados. Las curvas de calibrado se construyeron empleando
un rango de concentracion de los analitos de 0,05 x 10° M a 10,2 x 10° M, cumpliéndose la
linealidad en todo el rango evaluado. EL LD y LC se tomd como la menor concentracion del
analito cuantificada en la curva de calibrado. Los resultados de cada validacion se detallan en la
Tabla 4.6.
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" o
Retention Time [

Figura 4.10. Selectividad para AZT. A) Matriz buffer fosfato acidificado.

B) Muestra correspondiente a AZT (tr=4,4 min).

Figura 4.11. Selectividad para AZT-Suc-Fen-O-Met. A) Matriz buffer fosfato. B) Muestra
correspondiente a AZT-Suc-Fen-O-Met (tr =13,0 min).

AZT-Suc-iLeu-0-Met

Figura 4.12. Selectividad para AZT-Suc-ILeu-O-Met. A) Matriz buffer fosfato. B) Muestra
correspondiente a AZT-Suc-ILeu-O-Met Met (tr=12,7 min).

140



4. Validacion de metodos analiticos y bioanaliticos

AZT-Glu-Fen-O-Met

Figura 4.13. Selectividad para AZT-Glu-Fen-O-Met. A) Matriz buffer fosfato. B) Muestra
correspondiente a AZT-Glu-Fen-O-Met (tr=12,5 min).

AZT-Adi-Fen-O-Met

Figura 4.14. Selectividad para AZT-Adi-Fen-O-Met. A) Matriz buffer fosfato. B) Muestra
correspondiente a AZT-Glu-Adi-O-Met (tr=13,8 min).

Tabla 4.5: Tiempo de retencion (tr). Para AZT-Suc-Fen-O-met,
AZT-Suc-ILeu-O-met AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met

Compuestos tr (min)
AZT 4.4
AZT-Suc-Fen-O-met 13,0
AZT-Suc-ILeu-O-met 12,7
AZT-Glu-Fen-O-met 12,5
AZT-Adi-Fen-O-met 13,8
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Tabla 4.6. Parametros validados para AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-1Leu-O-met,
AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met en buffer fosfato acidificado.

P AT AZT-Suc- AZT-Suc- AZT-Glu- AZT-Adi-
Fen-O-met ILeu-O-met Fen-O-met Fen-O-met
. Pendiente 1,76 (£0,03) | 1.25(+001) | 1,26(x001) | 1,06(x001) | 0,71 (0,01)
=g Ordenada al origen 0,07 (£0,01) | 001(£001) | 001(x001) | 005(002) | 0,05 0,03)
S 8 2 0,999 0,999 0,999 0,998 0,998
G n 9 9 9 9 9
5 Baja (0,05 x 10°° M) 92,3+ 1,5 102,9+1,1 94,4113 94,3+ 1,9 96,5+ 0,3
g Media (1,02 x 10°5 M) 96,5+ 0,4 101,3+0,3 99,9 + 0,3 91,9+ 1,1 102,1£0,1
x
i Alta (10,2 x 10°5 M) 99,5+ 0,3 100,4 £0,1 99,8+ 1,1 98,4+ 0,5 100,6 £ 0,2
Saow Baja (0,05x 10°° M) 1,56 1,95 1,97 1,45 1,64
3% ‘é 2 Media (1,02 x 10°5 M) 0,87 1,69 0,67 1,22 1,51
xS E Alta (10,2 x 10° M) 0,65 0,81 1,77 1,28 1,28
o Baja (0,05 x 10°° M) 0,89 1,49 1,91 1,15 0,91
227 Media (1,02 x 10°5 M) 0,64 1,22 0,44 1,55 0,19
ESE Alta (10,2 x 10°° M) 0,43 0,62 0,82 1,13 0,40
5 Baja (0,05 x 10°° M) 95,6 + 0,2 101,21, 99,2 1,2 92,4412 102,7+1,3
" g%.\ Media (1,02 x 10°5 M) 98,2+ 0,9 101,6 £0,3 108,5 + 0,7 96,3+ 1,6 104,4 £ 0,6
8 Alta (10,2 x 10°° M) 95,5+ 0,3 98,8+ 0,1 100,6 + 1,9 98,5+ 0,8 101,2 £ 0,2
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4.3.4 Cuantificacion de AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-1Leu-O-met AZT-Glu-
Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met en medio de cultivo TC199

Los estudios de permeabilidad intestinal de los profarmacos AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-
Suc-lLeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, se cuantificaron empleando
las mismas condiciones cromatogréaficas descriptas en la Seccién 4.3.2, salvo el gradiente de fase
movil utilizado, debido a que en las matrices de TC199 se encuentra el rojo fenol, que como se
explico anteriormente no puede eliminarse completamente de las muestras por el proceso de
extraccion. El gradiente de solventes utilizado para los métodos bioanaliticos, consistié en buffer
pH 2 (0,1 mM):MeOH (55:45 v/v) por 5 min, seguido por un cambio lineal de polaridad hasta
llegar a (30:70 v/v) a los 6 min y se lo mantuvo constante hasta llegar a los 11 min; luego se
volvio a la composicidn inicial y se lo dejo estabilizar entre cada inyeccion durante 2 min, mas el
tiempo entre inyeccion que fue de 1,5 min.

Los tiempos de retencion para cada compuesto se detallan en la Tabla 4.7 y en las Figuras
4.15 - 4.19 se muestran los cromatogramas correspondientes, demostrando la selectividad de los
métodos. Las curvas de calibrado se construyeron empleando un rango de concentracién de los
analitos desde 0,05 x 10° M a 10,2 x 10> M, cumpliéndose la linealidad en todo el rango
evaluado. EL LD y LC se tomé como la menor concentracion de analito cuantificada en la curva

de calibrado. Los resultados de cada validacién se detallan en la Tabla 4.8.

Matriz Tc 199

Matriz Tc 199

Figura 4.15. Selectividad para AZT.
A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT (tr = 4,8 min).
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Matriz Tc 199

&0 8,0
Retantion Time [rin]

Figura 4.16 Selectividad para AZT-Suc-Fen-O-met.
A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT-Suc-Fen-O-met (tr =10,9 min).

Matriz Tc 199

AZT-Suc-lleu-O-Met

Matriz Tc
199

Figura 4.17 Selectividad para AZT-Suc-ILeu-O-met.
A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT-Suc-1Leu-O-met (tr =10,8 min).

Matriz Tc 199

AZT-Glu-Fen-O-Met

Matriz Tc
199

Figura 4.18 Selectividad para AZT-Glu-Fen-O-met.
A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT-Glu-Fen-O-met (tr =11,6 min).
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Matriz Tc 199

Matriz Tc
199 I

AZT-Adi-Fen-O-Met

Figura 4.19 Selectividad para AZT-Adi-Fen-O-met TC199
A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT-Adi-Fen-O-met (tr =11,8 min).

Tabla 4.7: Tiempo de retencion (tr) para AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-1Leu-O-met,
AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met.

Compuestos tr (min)
AZT 4,8
AZT-Suc-Fen-O-met 10,9
AZT-Suc-1Leu-O-met 10,8
AZT-Glu-Fen-O-met 11,6
AZT-Adi-Fen-O-met 11,8
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Tabla 4.8. Parametros validados para AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-1Leu-O-met,

AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met en TC199

N AT AZT-Suc- AZT-Suc- AZT-Glu- AZT-Adi-
Fen-O-met ILeu-O-met Fen-O-met Fen-O-met
e Pendiente 1555 (+0,01) | 2,23 (+0,02) 217(+0,03) | 088(x001) | 071(£0,01)
= . Ordenada al origen 0,04 (+0,01) | 007(£005 | 009(+006) | 003(x003) | 0,05 0,03)
S 8 2 0,999 0,999 0,097 0,999 0,098
G n 9 9 9 9 9
= Baja (0,051 x 10°° M) 92,3+0,4 91,1+1,7 937+1,2 102,6 + 1,7 96,5+0,3
= Media (1,02 x 10 M) 96,4 +0,9 94,8 +2,5 98,6+ 0,2 94.1+04 102,1 0,1
x
n Alta (10,2 x 105 M) 100,9 + 0,8 99,4 +0,9 99,3+1,1 99,3+0,9 100,6 + 0,2
£Saw Baja (0,051 x 10°° M) 1,25 8,80 5,95 5,09 1,64
3% ‘é I Media (1,02 x 10°° M) 1,53 6,91 1,24 2,52 1,51
xS E Alta (10,2 x 10° M) 0,85 4,38 6,87 6,28 1,28
saw Baja (0,051 x 10°° M) 1,56 7,95 6,58 4,37 0,01
227 Media (1,02 x 10° M) 1,34 6,37 1,32 3,17 0,19
ESE Alta (10,2 x 105 M) 1,47 3,50 5,45 3,54 0,40
s Baja (0,051 x 10°° M) 98,2+ 0,1 93,8+0,7 96,8+ 0,7 98,6+ 1,4 102,7 +1,3
< g%‘ Media (1,02 x 10 M) 95,9+0,7 96,2+0,1 101,5 + 0,4 109,7 + 0,5 104,4 £ 0,6
8~ Alta (10,2 x 105 M) 92,7 +0,8 99,5+ 0,9 104,9 + 1,1 104,5 0,9 101,2 +0,2




4. Validacion de métodos analiticos y bioanaliticos

4.4 Conclusiones parciales

Ante la necesidad de obtener resultados seguros, confiables y reproducibles, se validaron
los métodos analiticos y bioanaliticos para la cuantificacion de los profarmacos sintetizados,
como asi también para el principio activo. Estas metodologias de trabajo fueron validadas
teniendo en cuenta los criterios de aceptacion sugeridos por reconocidas agencias
internacionales!®17, Estos lineamientos permitieron concluir que los métodos desarrollados y
validados durante el desarrollo de esta Tesis, presentan pardmetros analiticos adecuados para su
aplicacion en el laboratorio.

Se determind que los procedimientos desarrollados mediante los analisis realizados,
resultaron ser sensibles, exactos y precisos, con un buen grado de recuperacion de la SPE,
ademas de selectivos, ya que no se observaron interferencias de las matrices utilizadas con los

compuestos de interes.

4.5 Materiales y métodos

4.5.1 Curva de calibrado y determinacion de los pardmetros de validacion

Tanto las metodologias analiticas como las bioanaliticos, se validaron siguiendo el
procedimiento que se detalla a continuacion. Para la construccion de las curvas de calibrado, se
utilizaron sustancias sintetizadas previamente en el laboratorio, a excepcion de AZT el cual fue
donado por laboratorios Filaxis (Buenos Aires, Argentina). Se prepararon 3 curvas de calibrado
diferentes, cada una conteniendo 9 muestras de concentraciones crecientes, que abarcan todo el
rango de concentraciones de interés, con el agregado del EI en concentracién constante. Para
evaluar la selectividad del método, dentro de las muestras que constituyen la curva de calibrado,
se incluyeron la matriz pura (Ma) y la matriz con EI (Mb).

Las curvas de calibrado se construyeron graficando la relacion de Area Analito/Area El en
funcidon de la relacion de Concentracion Analito/Concentracion El. La linealidad del rango de
concentraciones empleado se determiné considerando los promedios de todos los puntos, con sus
correspondientes desviaciones estandares, y de esta recta se determinaron los estimadores de
regresion lineal (r?, a y b). En todos los casos, la linealidad se evalué por el método de los
cuadrados minimos, utilizando las herramientas estadisticas de Microcal Origin v.8.0 para

Windows.
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Teniendo en cuenta el rango de concentraciones evaluadas, se determiné como LD y LC al
punto mas bajo de cada curva de calibrado, ya que este punto es la minima concentracién
detectable y cuantificable de analito.

La precision, se expresa matematicamente como la desviacion estandar, o mas
comunmente como la desviacion estandar relativa (RSD, por sus siglas en inglés), Ec. 4.1. El

criterio de aceptacion varia segun el nivel de precision considerado,

100 o

%RSD = Ec. 4.1

donde, o corresponde a la desviacion de las medidas y X es la media poblacional. La precision se
determind a tres concentraciones diferentes de la curva de calibrado (baja, media y alta). Para la
determinacion de la precision intra-dia se utilizaron 6 determinaciones realizadas en el mismo
dia, en cambio para las inter-dia se utilizaron 6 puntos inyectados en dos dias consecutivos (3
cada dia).

La exactitud se determino para concentraciones baja, media y alta, relacionando el valor

de respuesta promedio hallado, con el valor esperado, segun se describe en la Ec. 4.2

Valor hallado "
Valor esperado

Exactitud= 100 Ec.4.2

En este Trabajo de Tesis, se evaluo la capacidad del método de extraccidn en fase solida.

Para ello, se determind el porcentaje de recuperacion durante el procedimiento de preparacion y

preparacion de las muestras, mediante una curva de calibrado preparada en acetonitrilo (ACN),

sin el proceso de SPE correspondiente, utilizando estas muestras como referencia de 100%. Estos

valores se compararon con el promedio de las 3 curvas de calibrado, determinandose a 3
concentraciones (baja, media y alta) del rango utilizado.

En la Tabla 4.9 se muestran los criterios de aceptacion utilizados para la validacién de los

métodos analiticos y bioanaliticos.
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4. Validacion de métodos analiticos y bioanaliticos

Tabla 4.9. Criterios de aceptacion para validaciones analiticas y bioanaliticos

Criterios de aceptacion?

Parametro Analitico Bioanalitico
—ax+b =ax+b
Linealidad y y
r’>0,998 r’>0,998
Precision inter e
) ] % RSD <2,0 % RSD < 10,02
intra- dia
Exactitud 90-110 % 90-110 %
Recuperacion Rec >90% Rec >90%

4International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals

for Human Use (ICH)*! y la guias para la industria de la Food and Drug Administration (FDA)*.
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5.1 Conclusiones generales

El grupo de investigacion donde se desarrollo este Trabajo de Tesis acredita numerosos
antecedentes en el desarrollo de profarmacos de AZT. Uno de los mas representativo es el AZT-
Oxa, el cual se utilizd como intermediario para la generacion de nuevos profarmacos, por
conjugacion con aminoacidos esenciales AZT-Oxa-Aa, disefiados principalmente para optimizar
la biodisponibilidad que presenta AZT. Estos profarmacos con acido oxalico como espaciador,
han demostrado propiedades fisicoquimicas de interés, pero ninguno de ellos ha exhibido
beneficios significativos en lo referido a su performance in vitro, debido principalmente a su
limitada estabilidad quimica.

La motivacion para el redisefio y optimizacion de este tipo de profarmacos, ha dado
origen a las actividades e hipdtesis propuestas en el presente Trabajo de Tesis. Se plante6 como
objetivo principal, la obtencion de profarmacos que mejoren las propiedades biofarmacéuticas
suboptimas que presenta AZT. Para ello, se propuso obtener derivados por conjugacion con
acidos dicarboxilicos de cadena lineal como el &cido succinico, glutarico y adipico (AZT-
Espaciador, Anexo 1), y luego conjugarlos con Aa-O-Met (AZT-Espaciador-Aa-O-Met, Anexo
1), con el fin de obtener profarmacos multiples de AZT que optimicen las propiedades
desfavorables del principio activo.

En una primera etapa se sintetizaron los derivados AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi, los
cuales se obtuvieron por optimizacion de una estrategia sintética, la cual permitié generar ésteres
de AZT por conjugacion con diacidos de cadena alquilica lineal. Debido a que AZT-Oxa,
presentaba una limitada estabilidad quimica, se realizaron ensayos en diferentes condiciones de
pH, en los cuales se determind que los derivados 1-3 presentan una mejora en la estabilidad
quimica al compararlo con AZT-Oxa. Este mismo comportamiento, se observé en los estudios de
estabilidad enzimatica desarrollados en plasma humano, indicando que la separacion de los
grupos carbonilos en el Espaciador otorga una mayor estabilidad a los derivados sintetizados. En
todos los ensayos de estabilidad, tanto gquimica como enzimaética, se observé como Unico
producto de degradacion a AZT (AZTreg), por lo cual estos derivados pueden regenerar el

principio activo, lo cual es fundamental para el desarrollo correcto de un profarmaco.
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Continuando con la evaluacion biofarmacéuticas de los derivados 1-3, se realizaron
estudios de afinidad por las proteinas plasmatica, determinandose que estos derivados presentan
mayor afinidad que el farmaco original y que se unen al sitio | de la ASH. Estos resultados se
complementaron mediante estudios tedricos de unidén a ASH, en los cuales se determiné que los
derivados 1-3 establecen interacciones ionicas con Arg257 en el sitio | lo que le permite
estabilizar la carga negativa que presentan. Dicha interaccion explica el aumento de la afinidad
de AZT-Suc, AZT-Glu, y AZT-Adi, frente a la ASH.

La altima etapa de evaluacion de los derivados AZT-Espaciador, fueron los estudios de
permeabilidad intestinal, en los cuales se determind que 1-3 atraviesan el epitelio intestinal como
tales con una permeabilidad intrinseca menor a la de AZT. A su vez, durante el pasaje por el
tejido los mismos son metabolizados regenerando el principio activo, siendo mas extenso el
metabolismo para 1 y 3 que para 2. Al realizar los estudios de permeabilidad intestinal en
presencia de un inhibidor de las proteinas de eflujo, se observo que solo AZT-Glu es susceptible
a sufrir eflujo, en cambio AZT-Suc y AZT-Adi no son sustratos de ellas. Si bien 10S Papp
observados no son superiores al de AZT, el cambio en el mecanismo de permeabilidad posibilita
que algunos los derivados de no sean reconocidos por proteinas de eflujo y la presencia de
especies de AZT con el 5-OH protegido que impiden que el farmaco sea metabolizado,
posibilitaria una mayor llegada a nivel sisttmico de AZT y por consiguiente una posible
optimizacion de las propiedades biofarmacéuticas.

Avanzando con los objetivos planteados, se sintetizaron 4 nuevos profarmacos por
conjugacion de 1-3 con Fen-O-Met e ILeu-O-Met, obteniéndose AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-
Suc-lLeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met (4 -7, Anexo 1), a través de la
generacion de un enlace amida. Los derivados AZT-Espaciador-Aa-O-met, presentaron
excelentes perfiles de estabilidad quimica, siendo estables a pH &cido y aumentando su
inestabilidad en medios alcalinos. La adicion del Aa-O-met, posibilitdé que los profarmacos
regeneren el principio activo a una mayor velocidad, si se los compara 1 - 3. La velocidad de
hidrolisis depende tanto del largo de la cadena del espaciador, como del tipo de aminoacido
utilizado. Los estudios de estabilidad en plasma humano, demostrd nuevamente que la velocidad
de hidrolisis es fuertemente dependiente de la estructura del compuesto, observandose dos
procesos de degradacion que corresponden a la hidrdlisis de las uniones tipo éster que llevan a la
regeneracion del principio activo. En todos los casos se obtuvieron ti2 menores a las 4 h,
indicando que la regeneracién de AZT en el organismo seria compatible con la administracion de

farmacos en humanos.
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En los estudios de afinidad en plasma humano de los profarmacos 4-7, determind que los
mismos presentan una alta afinidad por dichas proteinas, siendo 4 a 6 veces mayores que para
AZT y que se unen al sitio 1l de la ASH, debido a que son desplazados por DZP. Esto Gltimo se
confirmé mediante estudios computacionales, en los cuales se determind que los profarmacos
evaluados interaccionan fuertemente con los residuos de dicha cavidad, pero no con los residuos
que conforman la cavidad del sitio I. Este cambio en el sitio de union posibilita que al
regenerarse AZT, no se produzca una competicion por el sitio de unién entre AZT y los
profarmacos, posibilitando asi una optimizacion de la biodistribucion del antiviral.

Por altimo, se determind la permeabilidad intestinal, observandose que el paso de los
profarmacos AZT-Espaciador-Aa-O-met depende principalmente de su estabilidad en la solucion
mucosal, como asi también de procesos degradativos que suceden en el interior del enterocito.
En particular, los derivados con Fen-O-met presentaron mayor susceptibilidad a la hidrélisis,
comparado con ILeu-O-met. El profarmaco AZT-Adi-Fen-O-met, presentd una velocidad de
hidrolisis elevada generando principalmente el derivado demetilado (AZT-Adi-Fen). El
derivado AZT-Suc-Fen-O-met origind un Papp inferior a AZT, pero no sufre eflujo a nivel
intestinal, en cambio AZT-Adi-Fen-O-met si sufre eflujo a nivel intestinal, pero presenta un
Papp mayor al de AZT.

En todos los casos se observd que los profarmacos y/o sus metabolitos presentan
mecanismos de difusion facilitada, lo cual hace suponer que debido a su estructura podrian ser
reconocidos por transportadores de péptidos presentes en la cara apical de los enterocitos. Este
fendmeno se observéd con mayor notoriedad para AZT-Adi-Fen-O-met.

En conclusion, los profarmacos AZT-Espaciador-Aa-O-Met podrian optimizar las
propiedades biofarmacéuticas de AZT, ya sea por un mejoramiento en la permeabilidad (AZT-
Adi-Fen-O-met), inhibicién del metabolismo de primer paso hepético por presencia de especies
con el 5°-OH protegido o por un aumento en la afinidad por la ASH sumado al cambio de sitio
de unién que presentan los profarmacos 4-7. Todas estas particularidades hacen suponer que los
profarmacos con estructura Espaciador-Aa-O-met podrian optimizar la farmacoterapia de AZT.
De esta manera estos profarmacos como sus metabolitos pueden regenerar el principio activo

para que el mismo pueda inhibir la replicacion del virus.
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5.2 Proyecciones

Considerando las caracteristicas favorables que presentan AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-
Suc-lLeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, surgen numerosas
perspectivas tendientes a un estudio y analisis mas exhaustivo de las mismas.

Por lo tanto, uno de los proximos objetivos se encuentra orientado a realizar estudios
farmacocinéticos in vivo en animales de experimentacion, con el fin de obtener informacion
sobre la biodistribucion de los profarmacos, el metabolismo hepético asociado al flujo sanguineo
y la concentracion plasmatica de los mismos como asi también del AZT regenerado. Todos ellos
son imprescindibles para continuar con la evaluacion preclinica completa de estos profarmacos.

Otro aspecto importante a estudiar, es la actividad biolégica y la toxicidad de los
profarmacos, lo cual motiva a la medicion de dichas propiedades en cultivos celulares.

Debido a la elevada afinidad de los profarmacos por la ASH y al cambio en el sitio de
unién, otra actividad que surge es el redisefio de nuevos profarmacos manteniendo la estructura
AZT-Espaciador-Aa-O-met, que optimicen aun mas la afinidad frente a la ASH. Dichos
estudios se podrian comenzar con una etapa tedrica basandose en los estudios realizados en el
presente Trabajo de Tesis, y de esta manera optimizar la basqueda de profarmacos, en los cuales
se podra evaluar cambios en el aminoacido, como asi también la utilizacion de otros
Espaciadores que mantengan la separacion de los grupos carbonilos. Una vez realizado el
estudio tedrico, se podré continuar con la sintesis y evaluacion biofarmacéutica de los candidatos

seleccionados.
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Anexo I

Estructuras de los derivados 1 - 3 y

de los profarmacos 4 - 7
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Anexo I

Espectros de RMN y HRMS







Anexo |l

AZT-Suc (1)

Nombre: Acido 3"-Azido deoxy-5"-O-succiniltimidina

EEO

o]

33 2003 :ﬁimz

m/z C14H16NsO7 [M-H]: calculado: 366,1055; experimental 366,1101.
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Anexo |l

'H-RMN
VG LA A A L & 4d4dsasdasadaa ] bk
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LH-RMN (400 MHz, Acetona-de): & [ppm] = 1,87 [d, 3H, J = 1,2 Hz, 7H], 2,52 [dm, 2H, J =
26,2 Hz, 2°H], 2,69 [m, 4H, J = 25,2, 2" 'Hy 3"'H], 4,11 [c, 1H, J = 13,4 Hz, 4'H], 4,40 [dd, 2H,
J=16,6Hz, 5H], 4,51 [dt, 1H, J = 18,0 Hz, 3'H], 6,24 [t, 1H, J = 13,1 Hz, 1'H], 7,54 [d, 1H, J =

1,2 Hz, 6H].
13C-RMN
#oF 8 : BE i3 N T
. | I I P

A T (0 B §

! | L L ' LI L | rT L | LI | ' ' L
M 17D 160 150 140 130 120 10 oD 20 80 T 60 S0 0 <1t 20

]. 3C-RMN (100,63 MHz, Acetona-d): & [ppm] = 11,59 [C7], 28,30 [C3"'], 28,36 [C2"'], 36,53
[C27], 60,67 [C37], 63,27 [C5 '], 81,55 [C47], 84,50 [C1], 110,36 [C5], 135,73 [C6], 150,36
[C2], 163,46 [C4], 171,92 [C1°°], 172,98 [C4’"].
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Anexo |l

AZT-Glu (2)

Nombre: Acido 3"-Azido deoxy-5"-O-glutariltimidina

00244

266,067 g 1) g 33?;'«“&'
L -

m/z C1sH1sNsO7" [M-H]: calculado: 380,1212; experimental 380,1244

171



Anexo |l

'H-RMN
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IH-RMN (400 MHz, Acetona-ds): & [ppm] = 1,87 [d, 3H, J = 1,2 Hz, 7H], 1,93 [c, 2H, J = 14,72
Hz, 3 "H], 2,41 [t, 2H, J =7,24Hz, 2'H], 2,53 [m, 4H, J =71,4, 2 'H y 4"H), 4,13 [c, 1H, J
=13,9Hz, 4H], 4,39 [dc, 2H, J =16,8Hz, 5 H], 4,53 [dt, 1H, J =18,0Hz, 3'H], 6,23 [t, 1H, J =131
Hz, 1'H], 7,51 [d, 1H, J = 1,2 Hz, 6H].

13C-RMN
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13C-RMN (100,63 MHz, Acetona, TMS): & [ppm] = 11,61 [C7], 20,00 [C3""], 32,23 [C4"],
32,69 [C27"], 36,51 [C27], 60,90 [C3], 63,31 [C57], 81,50 [C47], 84,70 [C1], 110,30 [C5],
135,70 [C6], 150,31 [C2], 163,35 [C4], 172,22 [C1""], 173,34 [C5™"].
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Anexo |l

AZT-Adi (3)

T4

L] | IIEIS

m/z C16H20Ns0O7" [M-H]: calculado: 394,1368; experimental 394,1415.
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Anexo |l

'H-RMN
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H-RMN (400 MHz, Acetona-dg): & [ppm] = 1,68 [m, 4H, J =37,7 Hz, 3"’"H y 4""H), 1,87 [d,
3H,J=1,3Hz, 7H], 2,34 [m, 2H, J = 28,1 Hz, 2'H], 2,53 [m, 4H, J = 28,1 Hz, 2" H y 5""H],
4,12 [q, 1H, J = 13,9 Hz, 4°H], 4,40 [dc, 2H, J = 16,8 Hz, 5"H], 4,52 [dt, 1H, J = 18,1 Hz,3"H],
6,22 [t, 1H,J = 13,1 Hz, 1'H], 7,52 [d, 1H, J = 1,2 Hz, 6H].
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13C-RMN (100,63 MHz, Acetona, TMS): 8 [ppm] = 11,64 [C7], 24.15 [C3”" y C4"'], 32,94
[C5], 33,31 [C6 ], 36,52 [C2], 60,90 [C3], 63,27 [C5], 81,52 [C4], 84,74 [C1], 110,30
[C5], 135,81 [C6] 150,36 [C2], 163,50 [C4], 172,43 [C1 ], 173,78 [C6'].
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Anexo Il

AZT-Suc-Fen-O-Met (4)
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Espectro experimental
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m/z C24H28NsOsNa [M+Na]*: calculado 551,1861, experimental 551,1855.
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IH-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): 8 [ppm] = 1,70 [M, 3H, J = 1,2 Hz, 7-H], 2,37 [M, 1H,
J=22,4Hz, 2b'-H], 2,25 [M, 1H, J = 24,4 Hz, 2a’-H], 2,42 [M, 4H, J = 31,6 Hz, 2" y 3""-H],
2,81 [M, 1H, J = 33,6 Hz, 9b”"-H], 2,94 [M, 1H, J = 28,8 Hz, 9a""-H], 3,49 [s, 3H, J = 18,4 Hz,
8"-H], 3,90 [M, 1H, J = 33,2 Hz, 4"-H], 4,11 [DD, 1H, J = 24,8 Hz, 5b"-H], 4,29 [DD, 1H, J =
22,0 Hz, 5a°-H], 4,34 [DM, 1H, J = 28,4 Hz, 3'-H], 4,54 [DM, 1H, J = 31,2 Hz, 6"-H], 6,07[T,
1H, J = 24,4 Hz, 1"-H], 7,04 [M, 5H, J = 56,0 Hz, 11""-15""-H], 7,38 [D, 1H, J = 16,8 Hz, 6-H].

BC-RMN

A 2040 180 ) 140 120 100 a0 60 a0 20

13C-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 11,61 [C7],29,84 [C 2" y 3"], 36,50[C
21,37,51 [C 9], 51,32 [C 87],53,73 [C 6 '], 60,57 [C 3'], 63,03 [C5'], 81,62 [C4'], 84,33 [C
1], 110,37 [C 5], 126,63-129,21 [C 10°"-15""], 135,68 [C 6], 150,34 [C 2], 163,29[C 4], 170,84
[C17],171,81[C 4], 172,14 [C7"].
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AZT-Suc-1Leu-O-Met (5)
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m/z C20H28NsOsNa [M+Na]*: calculado 517,2017, experimental 517,2020.
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'H-RMN
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. 'H-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 0,75 [M, 6H, J =7,5 Hz, 11""-12 ""-H],
1,72[M, 3H,J=1,2 Hz, 7-H], 1,92 [M, 2H, J = 2,01 Hz, 10"-H], 2,31 [M, 1H,J=12,3 Hz,
2b"-H], 2,42 [M, 1H, J=13,9Hz, 2a’-H], 2,52 [M, 4H, J = 16,3 Hz, 2’ y3'"-H], 3,54 [S, 3H, J =
18,4 Hz, 8"-H], 3,94 [M, 1H, J = 3,88 Hz, 4"-H], 4,15 [DM, 1H, J = 3,6 Hz, 5b"-H], 4,31 [DM,
1H, J = 3,6 Hz, 5a’-H], 4,34 [M, 1H, J = 4,01 Hz, 9""-H], 4,38 [DM, 1H, J = 5,46 Hz, 3"-H],
6,10[T, 1H, J=24,4 Hz, 1'-H], 7,41 [D, 1H, J = 1,168 Hz, 6-H].

BC-RMN

L . _;wfl'-uL_L.L_u

13C-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS]): & [ppm] = 10,8 [C11™" ], 11,61 [C7], 14,98 [C12"" ],

25,01 [C10°'], 29,60 [C 271, 29,80 [3""], 36,51 [C 2], 37,42 [C 8"], 51,06 [C 5], 56,15 [C 9"'],

60,54 [C 6], 62,99 [C 3], 81,63 [C47], 84,32 [C 17], 110,36 [C 5], 135,69 [C 6], 150,33 [C 2],
163,27 [C 4], 170,98 [C 17], 171,920 [C 4°"], 172,20 [C 7""].
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AZT-Glu-Fen-O-Met (5)
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m/z C2sH30NsOsNa [M+Na]*: calculado 565,2071, experimental 565,2023.
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'H-RMN
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IH-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): 8 [ppm] = 1,70 [D, 3H, J = 1,2 Hz, 7-H], 2,11 [T, 2H, J
= 14,7 Hz, 4 -H], 2,24 [M, 1H, J = 17,16 Hz, 2""H], 2,33 [M, 1H, J = 26,2 Hz, 3b""-H], 2,41 [T,
1H, J =7,24 Hz, 2'-H], 2,44 [M, 1H, J = 27,8 Hz, 3a""-H], 2,83 [C, 1H, J = 22,4 Hz, 10b""-H],
2,99 [C, 1H, J = 19,4 Hz, 10a""-H], 3,51 [S, 3H, J = 18,4 Hz, 9°"-H], 3,96 [C, 1H, J = 13,72 Hz,
4'-H], 4,17 [M, 1H, J = 15,88 Hz, 5b’-H], 4,27 [M, 1H, J= 16,8, Hz, 5a"-H], 4,39 [M, 1H, J=
18,6 Hz, 3°-H], 4,58 [M, 1H, J =22,2 Hz, 7""-H], 6,11 [T, 1H,J =13,12 Hz, 1"-H], 7,12 [M, 5H, J
= 31,7 Hz, 12"°-16""-H], 7,36 [S, 1H, J = 1,16 Hz, 6-H].

13C-RMN
EE B 5k EER P " E pp bk Hpkk = =
A g ir oo £ £ BE £ 59Ef §
S I VN I [ [Tl I [

L HI ] . ldul .|.

r— 117171 17 "7 17 " 17T 7T 1T 71T "1
eoH 123 14 10 15 124 113 133 = =1 ra &1 =a -] a 2 1a

13C-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 11,70 [C7], 20,62 [C3 ], 32,68 [C4 "],
34,18 [C2'] 36,16 [C2"], 37,41 [C 10°], 51,35 [C 9°], 53,51 [C 7], 60,82 [C 3], 63,21 [C5 ],
81,49 [C4], 84,64 [C 17, 110,32 [C 5], 126,61 -128,28 [C 12" -17"], 129,17 [C 9], 135,74 [C
6], 150,32 [C 2], 163,31 [C 4], 171,49 [C 1"], 172,04 [C 5], 172,42 [C 8 ].
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AZT-Adi-Fen-O-Met (7)

Espectro expetimental

O A AJ LL} ol {L

- - B -

L o0t eopa warty

- e - s . eeme

m/z C2sH32NeOsNa [M+Na]*: calculado 579,2174, experimental 579,2161.
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H-RMN
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IH-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 1,44 [M, 4H, J = 36,8 Hz, 3"'-4""-H], 1,71
[M, 3H, J = 13,6 Hz, 7-H], 2,25 [M, 2H, J = 24,4 Hz, 2"-H], 2,39 [M, 4H, J = 88,5 Hz, 2°"-5""H],
2,83 [M, 1H, J =36,8 Hz, 11b""-H], 2,99 [M, 1H, J =36,0 Hz, 11a"-H], 3,52 [S, 3H, J = 18,4 Hz,
107-H], 3,96 [M, 1H, J = 33,6 Hz, 4"-H], 4,18 [DM, 1H, J = 30,4 Hz, 5b"-H], 4,26 [DM, 1H, J=
30,0, Hz, 5a’-H], 4,39 [M, 1H, J= 41,2 Hz, 3°-H], 4,58 [M, 1H, J =40,0 Hz, 8"-H], 6,08 [T, 1H,J
=36,0 Hz, 1"-H], 7,11 [M, 5H, J = 70,0 Hz, 13""-17""-H], 7,37 [S, 1H, J = 13,6 Hz, 6-H]

LBC-RMN

S _|.[_ | N R A A A ...____L,..t--" o S

P 60 150 B 130 120 110 100 L] a0 el &0 S0 a0 30 2

13C-RMN (400 MHz, Acetona-ds, TMS): & [ppm] = 11,67 [C7], 24,12 [C3"], 24,72 [C4 '],33,34
[C27] 36,47 [C2”-5"], 37,44 [C 11", 51,29 [C 10", 53,49 [C 8", 60,85 [C 37, 63,22 [C5],
81,49 [C4], 84,69 [C 171, 110,25 [C 5], 126,57-129,18 [C 12" -17"], 135,74 [C 6], 150,29 [C 2],
163,27 [C 4], 171,76 [C 1], 172,02 [C 6], 172,42 [C 9"].
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Estudios computacionales de
hidrolisis quimica







Anexo 11

AZT-Oxa AZT-Glu

TS 2 Intermediarios TS 1 Reactivos

Productos

Figura I11.1. Geometria para los diferentes estados en la simulacion de la hidrdlisis para
AZT-Oxay AZT-Glu
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De este analisis se pudo observar que los grupos carboxilo terminal y carbonilo del éster
poseen una alta densidad de moléculas de solvente en su entorno, las cuales presentaron un alto
porcentaje de permanencia de puente de hidrégeno. A la luz de estos resultados, se mantuvieron
las moléculas de agua como esferas de solvatacion explicita. En el siguiente paso se modelaron

las coordenadas de reaccion correspondientes a la hidrolisis, obteniéndose las coordenadas de

reaccion que se muestran en la Figura I11.2.

10 H

(5.11)
(2.95)
(2.52)
(0.33)

INT

Energia (kcal/mol)

-10 >

Coordenadas de reaccion

L4 ¢1288)

— AT T-Suc
AZT-Glu
AFT-Adi

— AFT-Oxa

(-0.92)
(-3.77)
(-5.34)

PC

Figura 111.2. Perfil de coordenadas de reaccion para la hidrdlisis de

AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi y AZT-Oxa.

En la Figura 111.2, se puede observar que el primer estado de transicion (TS1) es el paso
limitante en la reaccion de hidrélisis de los derivados estudiados. Comparando las energias de
dichos TS1, podemos decir que el orden de las mismas se correlaciona directamente con los
resultados experimentales de estabilidad quimica a pH 10, ya que la energia del TS1 para 1 es la
mas alta (6,31 kcal/mol), siendo éste el compuesto mas estable, mientras que AZT-Oxa muestra

una energia de su TS1 como la méas baja (3,83 kcal/mol), siendo el mismo el mas inestable de la
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serie. Esta diferencia de energias entre los derivados 1-3 y AZT-Oxa se debe a que, este
altimo, posee el grupo carboxilo adyacente al carbonilo del éster que sufre el ataque por el i6n
hidroxilo, con lo cual atrae una mayor densidad de moléculas de agua alrededor del centro
catalitico. La presencia de dichas moléculas de agua estabiliza por medio de una red de puentes
de hidrogeno el TS1 de la reaccion (Figura 111.2), lo cual produce la disminucion en la energia de
la misma y la correspondiente reduccion en la estabilidad de AZT-Oxa. Este fendmeno no
ocurre con los otros tres profarmacos dada la distancia entre el grupo carboxilico ionizado y el

centro catalitico, razon por la cual la energia del TS1 es mas alta para ellos.

Materiales y métodos

Los estudios computacionales fueron desarrollaron por el Dr. Sergio R. Ribone,
investigador de UNITEFA-CONICET, en el Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la
Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

Los conformeros iniciales de los profarmacos estudiados se obtuvieron utilizando
técnicas de dinamica molecular aplicando el procedimiento de simulated annealing ®. Para
llevar a cabo estas simulaciones, las moléculas de los profarmacos fueron parametrizadas
utilizando el campo de fuerza GAFF’” y simuladas empleando solvente explicito y considerando
condiciones periddicas de contorno. Las moléculas de agua explicitas fueron parametrizadas
mediante el campo de fuerza TIP3P. Para la obtencion de los conférmeros correspondientes, se
aplicaron procedimientos de dinamica molecular estandar, que incluyen dos fases de
minimizacién (solvente y sistema completo, respectivamente) y una etapa de calentamiento (de 0
a 300° K) seguida de una fase de equilibracion (1 ns, 300° K). Los sistemas resultantes
constituyeron las conformaciones iniciales para realizar los esquemas de simulated annealing, en
los cuales se aplicaron rampas de calentamiento controlado de 300 a 1200° K, mantenidos
durante 1.000.000 de pasos, para luego ser enfriados lentamente hasta 0 °K en rampas de 100 °K
con 100.000 pasos cada una. El esquema de simulacion completo involucr6 10 ns de trayectoria,
incluyendo 5.000.000 pasos. Los protocolos de simulated annealing se repitieron 10 iteraciones.
Se continud con los analisis de clustering de las estructuras finales resultantes de cada iteracion,
concluyendo que se obtienen conformaciones reproducibles, las cuales constituyeron la
geometria de inicial para los estudios relacionadas con la exploracion de coordenadas de
reaccién. Se aplico un intervalo de tiempo (timestep) de 2 fs en todos los procedimientos de
dinamica molecular. Para la realizacion de estos estudios se utilizé el paquete de software
Amber14,
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Las conformaciones de menor energia obtenidas mediante simulated annealing, fueron
sometidas a una optimizacion de geometria a nivel DFT utilizando B3LYP y la base 6-
311+G*"%80 E| efecto del solvente se evalud utilizando el modelo de continuo polarizado de
Tomasi (PCM) 883 implementados en el software Gaussian09*. Los estados de transicion
(TS) y los intermediarios correspondientes se identificaron mediante un escaneo de la
coordenada de reaccion con la optimizacion completa de los parametros geométricos
correspondientes. La caracterizacion de puntos estacionarios se realizd mediante calculos de
matriz Hessiana, obteniendo valores propios positivos para estados minimos de energia
(reactivo, intermediario y producto) y un valor propio negativo para cada TS®. Los valores de
energia informados para todas las especies incluyeron correcciones de punto cero que fueron
calculadas aplicando la relacion estadistica-mecanica estandar para un gas ideal®.

La contribucion de moléculas de agua a la hidrdlisis de los profarmacos estudiados se
exploré preliminarmente mediante analisis de la funcion de distribucion radial (RDF, por sus
siglas en inglés) y enlace puente de hidrogeno (HB, por sus siglas en inglés). Partiendo de la
estructura molecular optimizada y aplicando el procedimiento de dinamica molecular
mencionado anteriormente, cada profarmaco fue sometido a una nueva simulacion de dinamica
molecular durante 50 ns para obtener trayectorias extendidas, en las cuales se realizaron los
analisis cuantitativos de RDF y HB, incluyendo moléculas de agua dentro de un radio de 10 A
alrededor del centro reactivo (carbono carbonilico correspondiente al este hidrolizado). Ambos
andlisis se llevaron a cabo utilizando el médulo cpptraj®’ de Amber14’®. Se seleccionaron las
moléculas de agua que presentan el mayor porcentaje de interaccion y se mantuvieron explicitas
durante las simulaciones de las coordenadas de reaccion; mientras que el resto del sistema
disolvente se eliminé como modelo explicito. Los sistemas resultantes se volvieron a optimizar a
niveles de DFT, y los sistemas minimizados se utilizaron para iniciar el estudio de coordenadas
de reaccion de hidrolisis. El ion oxidrilo también fue solvatado con una molécula de agua

adicional y se optimizé completamente antes de la obtencion de las coordenadas de reaccion.
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Tablas







Tabla IV.1. Constantes de velocidad observadas (kobs) y tiempos de vida media (t12) para AZT-Oxa, AZT-Suc (1), AZT-Glu (2) y AZT-Adi (3) a pH

2,74y 10.
Derivado pH 2 pH 7,4 pH 10
Kobs (h™1) tw (h) Kobs () ty. (h) Kobs () tw. (h)
AZT-Oxa 0,04 (+ 0,01) 19,0 (= 3,0) 0,06 (+ 0,01) 12,0 (= 2,0) 39(x0,2) 0,21 (+ 0,01)
AZT-Suc Estable Estable Estable Estable 0,053 (£ 0,002) 13,2 (£ 0,4)
AZT-Glu Estable Estable Estable Estable 0,093 (£ 0,003) 7,4 (£0,3)
AZT-Adi Estable Estable Estable Estable 0,109 (£ 0,004) 5,7(£0,5)

Tabla 1V.2. Constantes de velocidad observadas (kobs) y tiempos de vida media (t12) para AZT-Suc-Fen-O-met (4), AZT-Suc-ILeu-O-met (5), AZT-
Glu-Fen-O-met (6) y AZT-Adi-Fen-O-met (7) apH 2, 7,4 y 10.

Profarmaco pH 2 pH 7,4 pH 10
Kobs (1) tw. () Kobs X 10°3 (min?) ty, (Min) Kobs (Mint) ty, (Min)
AZT-Suc-Fen-O-met) Estable Estable 29(x0,1) 244,7(%4,9) 0,300 (£ 0,007) 2,3(x0,7)
AZT-Suc-ILeu-O-met Estable Estable 0,4 (x0,1) 1732,8 (+ 30,3) 0,079 (x 0,007) 8,8 (£0,8)
AZT-Glu Fen-O-met Estable Estable 1,5(x0,1) 452,5(%16,7) 0,077 (x 0,003) 79(x0,3)
AZT-Adi Fen-O-met Estable Estable 0,2 (£0,1) 3465,7 (+48,8) 0,070 (£ 0,002) 10,4 (£ 0,2)




Anexo IV

Tabla 1V.3. Constantes de velocidad observadas (Kobs) Y tiempos de vida media (1), para
AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en plasma humano 37°C; 24 h.

Derivado Plasma humano
Kobs (h™) ty. (h)
AZT-Oxa 0,135 (£ 0,009) 5,1(x0,5)
AZT-Suc 0,005 (+ 0,001)* 138,6 (x1,6)
AZT-Glu 0,027 (£ 0,001)* 25,6 (£ 0,7)?
AZT-Adi 0,016 (+ 0,002)* 43,3 (£ 0,4)

2Valores estimados. Kops: constante de velocidad observada y t... tiempo de vida media

Tabla 1V.4. Constantes de velocidad observadas (kons) Y tiempos de vida media (ty) para
AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met

en plasma humano 37°C; 24 h.

Profarmaco Plasma humano
Kobs (Min-1) t v (min)
AZT-Suc-Fen-O-met 0,011 + 0,001 61,6 +2,2
AZT-Glu Fen-O-met 0,0079 £ 0,003 88,2+ 3,4
AZT-Adi Fen-O-met 0,0053 + 0,0005 125,1+ 10,9
AZT-Suc-ILeu-O-met 0,0027+ 0,0004 253,753
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Tabla 1V.5. Porcentaje de union de AZT-Oxa, AZT, AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi, AZT-Suc-Fen-
O-met, AZT-Suc-lLeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met por las proteinas
plasmaticas en estado puro (PP), en presencia de acido salicilico (PP + SAL) y con diazepam

(PP + DZP)

Derivado PP (%) PP + SAL (%) PP + DZP (%)
AZT-Oxa 8,0 (£1,4) 1,3 (x1,1) nd
AZT 13,1(1,3) 2,5 (£1,8) nd
AZT-Suc 33,2 (£1,8) 8,1 (x2,6) nd
AZT-Glu 26,8 (£0,5) 1,8 (¥1,3) nd
AZT-Adi 34,1 (x1,5) 4,8 (x2,2) nd
AZT-Suc-Fen-O-met (4) 52,1 (%5,3) 51,2 (£3,2) 37,8 (x1,4)
AZT-Suc-lLeu-O-met (5) 50,5 (x1,3) 45,5(2,8) 23,5 (£7,2)
AZT-Glu-Fen-O-met (6) 57,7 (x4,3) 61,5 (x2,5) 50,6 (5,9)
AZT-Adi-Fen-O-met (7) 72,5 (¢4,3) 72,8 (£3,2) 48,8 (+4,6)

nd: no determinado.
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Tabla IV.6 Valores de F y Papp para las diferentes concentraciones de AZT, AZT-Suc, AZT-Glu,
AZT-Adi, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-et.

-, F Papp
Concentracion (M) (ug/min) (x10 cm/min)
1,0 x10° M 1,8 +0,2 2,7+0,3
AZT AZT
1,0 x10-* M + VER 1,2 +0,1 1,7 0,2
AZT-Suc 0,48 £ 0,05 0,52 +£ 0,06
1,0 x10° M
AZTeq 0,79 £ 0,06 1,17 + 0,02
AZT-Suc
AZT-Suc 0,36 + 0,02 0,38 £0,02
1,0 x10°M + VER
AZTeq 0,75+ 0,05 1,12 + 0,03
AZT-Glu 1,0 x10° M 1,23 + 0,06 1,32 + 0,06
AZTeq 1,09 + 0,06 1,61+ 0,02
AZT-Glu
AZT-Glu 1,0 x10°M + VER 2,21 +0,02 2,41 +0,02
AZTeq 1,99 + 0,06 2,9+0,02
AZT-Adi 1,0 x10° M 0,19 £ 0,02 0,20+0,01
AZTeq 0,46 + 0,09 0,68 £0,10
AZT-Adi -
AZT-Adi 1,0 x10°M + VER 0,38 +£ 0,03 0,39+ 0,05
AZTeq 0,60 + 0,08 0,89 +£ 0,06
AZT-eq 1,0 x10° M 1,3+0,1 1,9+0,2
AZT-Suc-Fen-O-met
AZTeq 1,0 x10°M + VER 0,9 +0,2 1,8 +0,3
AZT-eq 1,0 x10° M 0,8+0,1 1,2+0,1
AZT-Suc-1Leu-O-met 3
AZTeq 1,0 x10°M + VER 1,1+0,2 1,6 £0,3
AZT-eq 1,0 x10° M 0,2+0,1 0,3 0,1
AZT-Glu-Fen-O-met
AZTeq 1,0 x10°M + VER 0,6 +0,1 0,7 +0,3
AZT-eq 1,0 x10°M 2,4 +0,5 3,5+0,3
AZT-Glu-Fen-O-met
AZTeq 1,0 x10°M + VER 4,4 +0,3 6,5+0,5
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