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Resúmen 

 

El presente Trabajo de Tesis aborda la investigación y desarrollo de nuevos profármacos 

de Zidovudina (AZT), con el objetivo de optimizar diversas propiedades biofarmacéuticas 

subóptimas que presenta dicho principio activo. Se plantea como la continuación de esfuerzos 

previos realizados en el grupo de investigación, centrados en la síntesis y evaluación de las 

propiedades fisicoquímicas y biofarmacéuticas de otros profármacos de AZT. Está enmarcado 

dentro del área de la Química Medicinal, la cual apunta a la síntesis, identificación y el 

desarrollo de nuevas moléculas con utilidad terapéutica. Esta, es una ciencia interdisciplinaria 

que combina la química orgánica, la bioquímica, la química computacional, la farmacología, la 

farmacognosia, la biología molecular, la estadística, la química analítica y la química física.  

Así, en el Capítulo 1 se presenta una breve introducción de los aspectos teóricos 

relacionados con la problemática que presenta la utilización de AZT en pacientes infectados con 

el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), como así también las bases que fundamentan el 

desarrollo de profármacos para optimizar las propiedades biofarmacéuticas.  

En una primera etapa, se desarrollaron 3 derivados de AZT que responden a la estructura 

denominada AZT-Espaciador (Capítulo 2), los cuales han sido sintetizados, caracterizados, y 

posteriormente evaluados en términos de su estabilidad química, comportamiento en plasma 

humano y permeabilidad intestinal. Sobre la base de los resultados obtenidos, se inició una 

segunda etapa de síntesis, en la cual se conjugaron los derivados obtenidos en el Capítulo 2, con 

aminoácidos-O-met (Aa-O-met), sintetizándose 4 nuevos profármacos de AZT denominados 

AZT-Espaciador-Aa-O-met (Capítulo 3). Estos, además de ser debidamente caracterizados, 

fueron evaluados en términos de sus perfiles biofarmacéuticos, aplicando las metodologías 

homólogas a las empleadas en el Capítulo 2. 

 Teniendo en cuenta que la determinación de la estabilidad química y plasmática son 

esenciales durante el desarrollo preclínico de profármacos, éstos se estudiaron como parte de los 

Capítulos 2 y 3 del presente trabajo. Asimismo, uno de los aspectos críticos que presenta la 

utilización de AZT en farmacoterapia es su limitada biodistribución, razón por la cual es de 

particular interés la determinación de la fracción de profármacos de AZT unida a proteínas 

plasmáticas, las cuales se encargan de la biodistribución de xenobióticos en el organismo. Dichos 



 Resúmen 

 

VI 

 

estudios son también presentados como parte de la caracterización biofarmacéutica de los nuevos 

derivados de AZT en los Capítulos 2 y 3.  

Un requisito fundamental para que un fármaco ejerza su efecto terapéutico, es que el 

mismo llegue a su sitio blanco o sitio de acción luego de su administración. Considerando a la 

vía oral, como la más frecuentemente utilizada por los pacientes, se evaluó la permeación 

intestinal de los derivados y profármacos obtenidos, ya que esta propiedad biofarmacéutica 

constituye un aspecto de gran relevancia. Los resultados se compararon con el principio activo, 

proponiendo potenciales mecanismos de absorción y fenómenos de eflujo que suceden a nivel 

intestinal. 

Atento a la necesidad de obtener resultados confiables y reproducibles, los métodos 

analíticos y bioanalíticos utilizados en el presente trabajo, fueron exhaustivamente desarrollados 

(Capítulo 4). Para dicho propósito se utilizaron lineamientos internacionales detallados por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en 

inglés) y por la Conferencia Internacional sobre Armonización 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 (Capítulo 5), focalizando sobre las posibles mejoras en las propiedades 

biofarmacéuticas halladas para los nuevos profármacos. Finalmente, se plantean una serie de 

proyecciones en el contexto de la continuidad del desarrollo preclínico de los nuevos 

profármacos de AZT descriptos.                      
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Objetivo general  

 

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

evaluación biofarmacéutica de profármacos de Zidovudina (AZT), en vistas al desarrollo de 

alternativas terapéuticas más eficaces y seguras para el tratamiento del síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA).   

 

 

 

Objetivos específicos 

  

 

I. Síntesis, purificación y caracterización de los derivados con estructura                      

AZT-Espaciador. 

II. Evaluación biofarmacéutica de los derivados AZT-Espaciador, estudiando la 

estabilidad química, el comportamiento plasmático y la permeabilidad intestinal de 

los mismos.  

III. Síntesis, purificación y caracterización de los profármacos con estructura                

AZT-Espaciador-Aa-O-met. 

IV. Evaluación biofarmacéutica de los profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met 

estudiando la estabilidad química, el comportamiento plasmático y la permeabilidad 

intestinal.  

V. Comparación de los resultados obtenidos para estos profármacos con los 

antecedentes previamente reportados para AZT-Oxa y AZT-Oxa-Aa. 
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Capítulo 1: Introducción 

1.1 Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)  

  

El síndrome de inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA), es la pandemia más 

importante de los tiempos modernos. El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el 

agente causal del SIDA y presenta una tasa de letalidad elevada: desde su aparición en 1981 ha 

causado la muerte de más de 30 millones de personas. Las últimas estimaciones de la 

Organización 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 

infectadas1–3. Esta pandemia no afecta a todas las regiones geográficas por igual, sino que lo 

hace en mayor proporción en los países pobres o emergentes (Figura 1.1). La zona más afectada 

es el África oriental y meridional (conocida como África negra), representando el 68 % del total 

de personas infectadas del mundo. Algunos de los países en que más incide esta epidemia son: 

Etiopía, Nigeria, Sudáfrica, Zambia y Zimbawe4. 

 

 

Figura 1.1. Prevalencia del SIDA en 20163. 

 

 Cada año se producen 2 millones de nuevas infecciones y fallece más de un millón de 

personas en todo el mundo1. En más de 30 años de lucha contra el SIDA se han producido 

grandes avances científicos, los cuales se han trasladado de una forma ejemplar a la vida real y 

han permitido que la infección por el VIH sea ahora una enfermedad crónica controlable. Un hito 

científico importante fue la identificación del VIH en 1983, solo 2 años después de declararse los 

primeros casos de SIDA en Estados Unidos. Poco después pudo conocerse con detalle la 
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organización genética del virus y se demostró que la principal diana del VIH son los linfocitos T-

CD4(+)5,6. 

Se sabe que suelen infectar los linfocitos T-CD4(+) activados, en ellos se inicia la 

transcripción del genoma del VIH y en pocas horas se produce una replicación viral masiva con 

destrucción de la célula infectada7,8. Con el paso del tiempo, la destrucción celular progresiva 

conduce a una linfopenia T-CD4(+), con daño en los ganglios linfáticos y otros tejidos linfoides, 

provocando una desregulación general de la función inmune. En aproximadamente 10 años el 

enfermo desarrolla una inmunodeficiencia grave9 . 

Desde la identificación del agente causal, se han desarrollado fármacos antivirales cada 

vez más eficaces y se ha documentado un descenso continuado de la mortalidad global por 

SIDA10. Actualmente, los tratamientos antivirales denominados Highly Active Antiretroviral 

Therapy (HAART, por sus siglas en inglés), pueden lograr la supresión virológica (definida como 

la incapacidad para detectar virus en la sangre mediante técnicas moleculares muy sensibles) en 

casi el 90% de los casos11, lo que se ha traducido en un elevado porcentaje de pacientes que están 

controlados virológicamente, en quienes el virus se encuentra en un estado de latencia o sin 

replicación10,12. Además, gracias al uso generalizado de profilaxis con antivirales durante el 

embarazo, se ha logrado prácticamente eliminar la transmisión vertical de la infección madre-

hijo en los países desarrollados 13.  

La administración prolongada de los fármacos antivirales presenta muchos 

inconvenientes  y no erradica la infección14,15. Se sabe que en pacientes que se mantienen en una 

situación de supresión virológica con el HAART, siguen manteniendo ADN proviral con 

capacidad replicativa. Se ha demostrado que la suspensión del tratamiento en estos pacientes, 

presenta como consecuencia un repunte de la carga y replicación viral debido a la existencia de 

reservorios virales en los ganglios linfáticos, el tejido linfoide asociado al intestino y a nivel del 

sistema nervioso central16,17. 

 La transmisión del VIH se produce por el intercambio de sangre o fluidos corporales que 

contienen el virus, habiéndose descripto como principales vías de transmisión el contacto sexual, 

la inoculación parenteral y el paso del virus desde las madres infectadas a sus hijos. La 

transmisión sexual es el modo de infección predominante en todo el mundo, siendo la 

responsable de más del 75 % de los casos de contagio del VIH. Por otra parte, se ha descripto la 

transmisión por vía parenteral del VIH en tres grupos de personas: consumidores de drogas de 

abuso por vía endovenosa, hemofílicos y receptores de transfusiones sanguíneas, siendo los 

primeros el grupo más numeroso.  
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1.1.1 Ciclo replicativo del VIH 

 

 El VIH es un virus que contiene como material genético un ácido ribonucleico (ARN), 

por lo cual pertenece a la familia Retroviridae, concretamente a la subfamilia lentivirus18. Posee 

una estructura esférica de 100 nm de diámetro. 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). 

 

 

Figura 1.2. Estructura del VIH 

 

Como se ha mencionado anteriormente, el VIH infecta de manera selectiva a los 

linfocitos T CD4(+), fenómeno que ocurre siguiendo diversos pasos secuenciales muy 

específicos. 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: El VIH se une a los linfocitos CD4+, a través de su 

glicoproteína de superficie gp120, produciendo un cambio conformacional que permite la 

interacción con un correceptor, conocido como C-C quimiocina receptora tipo 5 (CCR5). Esta 

interacción provoca un cambio en la glicoproteína transmembrana gp41, que forma parte de la 

cápside viral, e induce la fusión con la membrana de la célula infectada. Este reconocimiento es 

fundamental para que el virus pueda penetrar en la célula huésped y así continuar con el proceso 

de replicación. 

2- Transcripción inversa e integración: Tras la fusión e ingreso del virus al linfocito, se 

produce la liberación del genoma viral y se inicia el proceso de retrotranscripción. La TR es la 

enzima encargada de convertir el ARN viral en una doble hebra de ADN, conocido como ADN 

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

genoma de la célula huésped, fenómeno que es catalizado por intervención de la enzima IN.  

 

 

Figura 1.3. Ciclo de replicación del VIH. 

 

3- Período de latencia: Tras la integración, el VIH puede permanecer latente, replicarse 

de forma controlada o sufrir una replicación masiva que resulta en un efecto letal para la célula 

infectada. En la mayoría de los linfocitos el virus permanece en forma latente. La reactivación de 

la replicación 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 

activación inmunológica. Tras dicha activación, la replicación viral se vuelve rápida y agresiva. 

4- Transcripción del ADN viral: Producida la activación de la replicación viral, 

continua el proceso de transcripción, el cual da como resultado la síntesis del correspondiente 

ARN mensajero (ARNm). Dicho ARNm es complejo y se encuentra constituido por una 

sucesión de intrones (partes no informativas) y exones (partes informativas), razón por la cual 

debe ser procesado por “cortes” y “reempalmes” antes de que la información que contiene pueda 

utilizarse para sintetizar las proteínas virales correspondientes. Una vez procesado, el ARNm 

puede salir del núcleo a través de los poros nucleares e iniciar la etapa siguiente del ciclo viral. 

5- Traducción: Una vez en el citoplasma, el ARNm proporciona la información para la 

traducción, es decir, la síntesis de proteínas 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 proteínas directamente funcionales, sino que constituyen una serie 

de poliproteínas de alto peso molecular que aún deben ser seccionadas en los correspondientes 

fragmentos funcionales. Dicho procesamiento es llevado a cabo por acción de las proteasas, 

enzimas específicas del VIH, originando las diversas cadenas polipeptídicas requeridas para 

formar una nueva partícula viral funcional. Finalmente, las proteínas virales sintetizadas se 

ensamblan, junto con copias de ARN provirales, para formar los componentes internos de la 

estructura del virión. 

6- Gemación: Este es el último paso y tiene lugar cuando los nucleoides virales se 

aproximan a la membrana plasmática y son envueltos por la misma como una vesícula que 

termina por desprenderse de la célula infectada, formando un nuevo virión o partícula 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 metabólico que ello significa, implica 

la lisis de linfocito T CD4+ infectado, originando la inmunosupresión que caracteriza a la 

evolución clínica del VIH. 

 

1.2 Terapia anti-VIH   

 

 La terapia anti-VIH, ha modificado la problemática sanitaria de la infección, 

convirtiéndola en una patología crónica y reduciendo la tasa de mortalidad de los pacientes. El 

uso combinado de diferentes fármacos antivirales ha permitido controlar la replicación viral, 

disminuir la aparición 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 más a 

la de la población 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 dosificación 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 antivirales12,21. 

 En la actualidad se dispone de diversos fármacos que han sido aprobados por la Food 

and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés), para el tratamiento de la infección por 

VIH. De acuerdo a la etapa que interrumpe el ciclo de replicación del virus, se los puede 

clasificar en 6 familias: a) Inhibidores Nucleosídicos de la Transcriptasa Reversa (INTR), b) 

Inhibidores no Nucleosídicos de la Transcriptasa Reversa (INNTR), c) Inhibidores de la Proteasa 
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(IP), d)  Inhibidores de la Fusión (IF), e) Inhibidores de la Integrasa (INIs) e  f) Inhibidores de 

CCR522. 

Si bien llevan ya más de 30 años de utilización en clínica, el desarrollo de INTR continúa 

siendo un área de interés científico significativo, fundamentalmente orientado a la búsqueda y 

optimización de fármacos antivirales más seguros y eficaces. 

 

1.2.1 Inhibidores nucleosídicos de la transcriptasa reversa (INTR)  

 

Los INTR fueron los primeros fármacos anti-VIH utilizados en terapia humana. Estos 

compuestos son inactivos como tales y requieren de una activación intracelular para ejercer su 

acción farmacológica. En la Figura 1.4 se muestran las estructuras químicas 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). 

 

 

Figura 1.4. Inhibidores Nucleosídicos de la Transcriptasa Reversa (INTR) aprobados para 

terapia en humanos: a) Zidovudina (AZT), b) Didanosina (DDI), c) Zalcitabina (DDC), d) 

Lamivudina (3TC), e) Emtricitabina (FTC) y e) Abacavir (ABC). 

 

Como se ha mencionado, los INTR son compuestos farmacológicamente inactivos como 

tales, requiriendo de una bioactivación por trifosforilación en el interior del citoplasma por la 

acción de enzimas quinasas celulares. Por homología estructural con los nucleótidos naturales, 

los INTR trifosforilados compiten por la incorporación a la cadena de ADN províral, 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 nucleótidos naturales (tales como timidina, Figura 1.5.A). La 

ausencia de dicho grupo funcional imposibilita que se establezcan los puentes 3’-5’ trifosfatos 

característicos de las cadenas de ADN, interrumpiendo el proceso de elongación 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 inhibición de la síntesis del ADN viral por 

competición con la incorporación del nucleótido natural, impidiendo la formación de ADN viral. 

 

1.2.2 Zidovudina 

 

La timidina (Figura 1.5.A) es un nucleósido que forma parte de las bases que constituyen 

el ADN. Timidina debe trifosforilarse para ser incorporado por la TR como nucleótido de la 

cadena de ADN proviral. La zidovudina (AZT, Figura 1.5.B), es un análogo estructural de la 

timidina, el cual posee un grupo azido (N3) en reemplazo del 3´-OH de la subestructura de 

ribosa. Zidovudina fue sintetizada por primera vez en 1964 y se utilizó con poco éxito en el 

tratamiento de tumores. Tras la aparición del SIDA, y en un contexto de emergencia sanitaria, 

AZT fue aprobado en 1987 por la FDA para el tratamiento de la infección por VIH. Como todos 

los INTR, AZT debe trifosforilarse en el citoplasma celular por la acción secuencial de enzimas 

timidinquinasas celulares para sintetizar la forma mono, di y trifosforilada, siendo esta última la 

que actúa como inhibidor competitivo de timidina trifosfato. 

 

 

Figura 1.5. Estructuras químicas de A) Timidina. B) Zidovudina. 

 

1.2.2.1 Limitaciones en la terapia antiviral con AZT 

 

AZT está indicado para el tratamiento de la infección por VIH en combinación con otros 

agentes antivirales, así como también para la prevención de la transmisión materno-fetal del 

VIH. También la monoterapia con AZT redujo la transmisión del VIH de madre a hijo en un 
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69% de los pacientes infectados23. A pesar de su comprobada eficacia terapéutica, la utilización 

de AZT se ha asociado a la aparición de numerosos efectos adversos, tales como cefalea, 

malestar general, náuseas, anorexia y vómitos23. También se han reportado efectos adversos 

específicos relacionados con la inhibición de la DNA polimerasa a nivel mitocondrial por acción 

de AZT 24,25, efecto citotóxico que conlleva a una marcada disminución en el número de 

eritrocitos y neutrófilos en circulación sanguínea. Dichos efectos adversos son particularmente 

relevantes como parte de la administración crónica de AZT26. Es posible mencionar entonces que 

los efectos citotóxicos de AZT se encuentran estrechamente relacionados a su mecanismo de 

acción antiviral, es decir la inhibición de enzimas del tipo DNA polimerasas (TR y DNA 

polimerasa mitocondrial). 

Por otra parte, los aspectos farmacocinéticos de AZT no son óptimos, lo cual conlleva a 

la necesidad de administrar dosis altas (600 mg/día) y frecuentes, aumentando aún más la 

incidencia de los efectos adversos en los pacientes. La biodisponibilidad oral de AZT, es una de 

las propiedades subóptimas que presenta mayor relevancia como parte de su perfil 

farmacocinético subóptimo. 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 absorción errática 

mediada por la acción de proteínas de eflujo a nivel intestinal, las cuales disminuyen la fracción 

de fármaco absorbido, provocando una variabilidad en la  biodisponibilidad de AZT intra e inter 

paciente26. Sumado a los problemas de eflujo, una vez que AZT es absorbido, se observa una 

elevada tasa de metabolismo de primer paso hepático como consecuencia de una rápida y 

eficiente glucuronidación sobre la posición 5’OH del fármaco, originando a 5'-glucuronil-

zidovudina(G-AZT). Dicha acción es catalizada por la enzima hepática UDP-

glucuroniltransferasa, originando un metabolito que presenta el 5´-OH bloqueado, generando así 

un compuesto inactivo frente a la TR dado que no es capaz de sufrir trifosforilación. Finalmente, 

el G-AZT es excretado de manera muy eficiente principalmente por orina12,23,26.  

La escasa fracción de AZT que llega a circulación sistémica una vez administrado por vía 

oral presenta una pobre distribución a nivel de los fluidos extravasculares, debido a la baja unión 

que presenta a proteínas plasmáticas, las cuáles son las encargadas de transportar los fármacos en 

el organismo27. De manera simultánea, dicho fenómeno deja también expuesto al principio 

activo para que sea metabolizado rápidamente a nivel plasmático, originando un tiempo de vida 

media (t1/2) plasmático de aproximadamente 1 h. Como consecuencia de ello, el AZT que es 

capaz de absorberse a nivel intestinal presenta una rápida disminución de la concentración 
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plasmática, llegando a niveles por debajo de la concentración efectiva mínima requerida para 

inhibir la replicación viral26.  

Otra característica farmacocinética subóptima que presenta AZT y que se encuentra 

asociada a su limitada biodistribución, es la baja concentración que alcanza en el sistema 

nervioso central (SNC), aún luego de períodos prolongados y sostenidos de terapia antiviral. Se 

ha reportado que dicho problema no depende de la capacidad de llegada del fármaco al SNC, ya 

que la molécula de AZT presenta una lipofilicidad que permite el paso a través de la barrera 

hematoencefálica (BHE), sino que se encuentra originado en el eflujo activo que sufre y que es 

mediado por proteínas de eflujo presentes en  dicha barrera28. Este aspecto, lleva a la generación 

de reservorios de partículas virales en el SNC, a partir de los cuales se puede producir un rebrote 

de la replicación viral sistémica si el paciente suspende el tratamiento26,29. Los fenómenos de 

eflujo también se observan en los linfocitos, en los cuales provocan una disminución rápida de la 

concentración del antiviral en el interior de la célula blanco30–32. 

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

presenta AZT y las consecuencias biofarmacéuticas de las mismas. 

 

Figura 1.6. Esquema del proceso de absorción, distribución y metabolismo de AZT. 

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

 

En este contexto, AZT como muchos otros fármacos, se encuentra enmarcado en un 

escenario en donde las propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas no están conectadas 

entre sí 33. Es decir, que a la potencia anti-VIH del AZT no la acompaña propiedades 

farmacocinéticas óptimas, en lo referido a su absorción, distribución, metabolismo y eliminación 

(ADME). 
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De acuerdo a lo planteado, y a pesar de los serios efectos adversos y aspectos 

farmacocinéticos subóptimos relacionados a su utilización clínica, AZT sigue siendo uno de los 

fármacos de elección como INTR, que forman parte de los cócteles antiretrovirales usados 

actualmente para el tratamiento del SIDA. Ello es debido a su demostrada eficacia clínica, y 

relativa alta potencia antiviral, argumentos que motivan al desarrollo de estrategias que permitan 

optimizar sus propiedades farmacocinéticas para adecuarlas a la utilización segura por parte de 

pacientes. Entre dichas estrategias, es posible mencionar el diseño de profármacos por 

derivatización del 5´-OH, la que tienen como objetivo disminuir la tasa de metabolismo hepático 

que sufre AZT luego de ser absorbido a nivel intestinal, optimizar la biodisponibilidad oral y 

aumentar la afinidad por las proteínas plasmáticas, conllevando así a un aumento en el tiempo de 

permanencia de AZT en el plasma. Logrados dichos objetivos, sería posible reducir 

significativamente las dosis administradas a los pacientes y por consecuencia una disminución de 

la incidencia de los efectos secundarios asociados a la terapia26. 

 

1.3 Profármacos 

 

Un fármaco ideal es aquel que es activo, fácil de formular, con buena absorción por vía 

oral, con un perfil farmacocinético adecuado, que es eliminado por riñón o transformado en 

metabolitos no tóxicos y excretado por orina. Sin embargo, no siempre se obtiene un fármaco 

que cumpla todos estos requisitos. El descubrimiento y desarrollo de un nuevo fármaco es un 

proceso largo, complejo e incierto que requiere entre 12 y 24 años desde que se inicia el proyecto 

hasta que eventualmente se logra la comercialización34. Una de las principales causas por las que 

un potencial fármaco puede fracasar en su desarrollo como molécula con uso terapéutico, es que 

presente propiedades farmacocinéticas desfavorables en la absorción, distribución, metabolismo 

o eliminación 35,36. Con el objetivo de superar estas propiedades no deseadas que presentan 

algunas moléculas y que limitan su desarrollo hacia un fármaco con utilidad terapéutica, se 

pueden llevar a cabo variaciones en la formulación del fármaco, la síntesis de análogos del 

compuesto o el desarrollo de profármacos. Esto último, presenta la ventaja de modificar de 

forma temporal las propiedades del fármaco activo.  

La acción de los fármacos está gobernada por las fases farmacéutica, farmacocinética y 

farmacodinámica, las cuales se encuentran interconectadas entre sí37,38. La fase farmacéutica está 

enmarcada en el tipo de formulación que se administra al paciente, mientras que la fase 

farmacocinética está dada por los eventos ADME y la fase farmacodinámica por la interacción 

fármaco-receptor. El diseño de profármacos obedece a un intento de optimizar las propiedades 
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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 farmacodinámica, 

confiriendo así una mayor complejidad al proceso de diseño de un profármaco.  La mayoría de 

los profármacos comercializados o que se encuentran en fase de desarrollo clínico, han sido 

diseñados principalmente con dos objetivos: mejorar la biodisponibilidad del fármaco y lograr su 

acción en lugares específicos como órganos o tejidos33. Es decir que los profármacos pueden 

mejorar las propiedades farmacocinéticas de un principio activo conectándolas con las 

propiedades farmacodinámicas del mismo. 

 Los profármacos son compuestos inactivos como tales, que requieren de proceso de 

bioactivación in vivo, regenerando el fármaco activo original (Figura 1.7). En este sentido, los 

profármacos pueden considerarse como compuestos que contienen un complemento molecular 

transitorios, que  no resultan tóxicos y que optimizan o eliminan propiedades desfavorables del 

principio activo, principalmente del tipo farmacocinético38. 

 Los profármacos se pueden clasificar esencialmente en dos clases: a) profármacos unidos 

a un complemento molecular y b) bioprecursores. Estos últimos, resultan de la modificación de 

la estructura molecular del fármaco y necesitan una activación metabólica en el organismo 

mediante un proceso inverso al de las reacciones metabólicas del tipo I (ej. oxidación, reducción, 

fosforilación) para regenerar el principio activo39. Ya se ha mencionado que los INTR requieren 

de una trifosforilación para exhibir actividad biológica, razón por la cual pueden ser 

considerados como bioprecursores. Por otra parte, en los profármacos unidos a complemento 

molecular, el fármaco se une a una estructura química de manera transitoria mediante un enlace 

covalente temporal. Los tipos de enlace más comúnmente utilizados para obtenerlos son el 

enlace éster, amida, carbamato, carbonato, éter, imina o fosfato (Figura 1.7). La escisión del 

complemento molecular regenera al fármaco activo y al menos un producto secundario: el 

complemento molecular. En el diseño de este tipo de profármacos se deben cumplir los 

siguientes requisitos39: 

 

✓ La unión entre los fragmentos debe ser covalente. 

✓ El profármaco debe ser inactivo. 

✓ El enlace debe ser clivado in vivo. 

✓ El profármaco y el complemento molecular no deben ser tóxicos. 

✓ La regeneración del fármaco debe ser rápida e idealmente en el lugar de acción. 
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Figura 1.7. Bioactivación in vivo de profármacos mediante transformaciones enzimáticas y/o 

químicas. 

 

En el organismo, la hidrolisis de ésteres, amidas y algunos tioésteres, es catalizada 

principalmente por enzimas del tipo esterasas, las cuáles se encuentran ampliamente distribuidas 

por todo el organismo. Las carboxilesterasas (CES) son las esterasas más importantes en 

humanos y por su homología estructural se las clasifican en diversas subfamilias. Entre ellas,  la 

subfamilia CESh1 presente principalmente en hígado, y las CESh2 expresadas en mayor medida 

a nivel intestinal 40. Las CESh1 y CESh2 se consideran significativamente diferentes, ya que las 

primeras hidrolizan preferentemente sustratos con un grupo alquilo pequeño y un grupo acilo 

más grande, en cambio CESh2 lo hace de manera inversa41. 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 útiles para la preparación de profármacos, fundamentalmente 

debido a que presentan una susceptibilidad adecuada a la hidrólisis42. 

Existen diferentes tipos de complementos moleculares (Figura 1.8) que se utilizan para 

generar profármacos que mejoren las propiedades desfavorables de los principios activos. La 

selección del complemento depende del propósito para el cual se diseña el profármaco, el tipo de 

grupos funcionales que es posible derivatizar en el principio activo, los mecanismos de 

conversión química y enzimática del profármaco al fármaco, la biocompatibilidad del 

complemento molecular y su disponibilidad en el mercado. En este sentido, los aminoácidos 

como complementos moleculares ofrecen varias ventajas, como por ejemplo su demostrada 

seguridad, amplia diversidad estructural y disponibilidad comercial43,44. 
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Figura 1.8. Tipos de complementos moleculares utilizados en el diseño de profármacos. 

 

 La unión entre el fármaco y el complemento molecular puede ser directa o a través de un 

grupo espaciador. A éste último tipo se los conoce como “profármacos múltiples”, en los cuales 

el grupo espaciador puede modificar propiedades de lipofilicidad, velocidad de regeneración del 

principio activo, permeabilidad, etc. del profármaco conteniendo el complemento molecular45.  

   

1.3.1 Profármacos de zidovudina (AZT) 

 

 Existen diversos reportes en los cuales se emplean una gran diversidad de estrategias para 

generar profármacos de AZT. En la gran mayoría de ellos se opta por derivatizar la posición             

5´-OH,28,46–50 ya que como se ha comentado previamente la modificación química de dicha 

posición impide la trifosforilación (y activación) del fármaco. Entre los reportes más relevantes 

puede mencionarse la generación de ésteres de AZT con ácido retinoico51, ácido 1,4-

dihidronicotínico51, esteroides ácidos52, lípidos53 y glucósidos lipofílicos 54. 

Los aportes del grupo de investigación al tema son diversos 48,55,56, incluyendo el estudio 

exhaustivo respecto de la obtención de profármacos de AZT por combinación con aminoácidos 

esenciales empleando ácido oxálico como grupo “espaciador” 48 (Figura 1.9). Algunos de estos 

profármacos han demostrado presentar propiedades fisicoquímicas optimizadas respecto del 

fármaco 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 55. A pesar de esto, ninguno de los profármacos diseñados 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 experimentación. Ello se debe a la limitada 

estabilidad en matrices biológicas (plasma y homogenato de tejidos) que presentan dichos 
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profármacos 57,58. Por este motivo, la motivación para el rediseño y optimización de estos 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

1.4 Objetivos general y específicos 

 

Teniendo en cuenta la problemática actual del SIDA y de los fármacos aprobados para su 

tratamiento, se plantea como objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral, la obtención y 

evaluación biofarmacéutica de nuevos profármacos de AZT obtenidos por combinación con 

aminoácidos esenciales, en vistas al desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas más eficaces y 

seguras para el tratamiento del SIDA. 

Basándose en los antecedentes presentados, se plantea obtener en una primera etapa 

derivados de AZT por combinación de ácidos dicarboxílicos como grupos espaciadores 

(Capítulo 2), que luego en una segunda etapa serán combinados con aminoácidos esenciales 

(Capítulo 3). La utilización de ácidos dicarboxílicos tiene como objetivo evaluar si la separación 

entre los grupos carbonilos permite mejorar la estabilidad química del profármaco. Asimismo, se 

evaluará la posibilidad de obtener profármacos que presenten múltiples etapas de degradación 

Profármaco Aminoácido (Aa) 

AZT-Oxa-Leu l-leucina 

AZT-Oxa-ILeu l-isoleucina 

AZT-Oxa-Val l-valina 

AZT-Oxa-Fen l-fenilalanina 

AZT-Oxa-Pro l-prolina 

AZT-Oxa-Trip l-triptófano 

AZT-Oxa-Tir l-tirosina 
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con el fin de aumentar la permanencia del profármaco en el organismo y por consecuencia una 

regeneración modulada de AZT. 

Sobre la base de lo expuesto, se plantean los objetivos específicos, los cuáles se pueden 

organizar según las etapas previstas para el desarrollo del proyecto: 

 

I. Síntesis, purificación y caracterización fisicoquímica de derivados con estructura 

AZT-Espaciador (Capítulo 2). 

II. Evaluación biofarmacéutica de los derivados AZT-Espaciador, estudiando la 

estabilidad química, el comportamiento plasmático y la permeabilidad intestinal de 

los mismos (Capítulo 2). 

III. Síntesis, purificación y caracterización fisicoquímica de los profármacos con 

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

IV. Evaluación biofarmacéutica de AZT-Espaciador-Aa-O-met, estudiando la 

estabilidad química, el comportamiento plasmático y la permeabilidad intestinal de 

los mismos (Capítulo 3). 

V. Comparación de los resultados obtenidos para los nuevos profármacos con los 

antecedentes existente para AZT-Oxa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 2:  

Síntesis y evaluación 
biofarmacéutica de derivados      

AZT-Espaciador 
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Capítulo 2: Síntesis y evaluación biofarmacéutica de 
derivados “AZT-Espaciador” 

  

AZT es uno de los numerosos fármacos que a pesar de su demostrada eficacia 

terapéutica, presenta propiedades biofarmacéuticas desfavorables, tales como absorción 

intestinal errática, alto metabolismo de primer paso hepático y corta vida media plasmática26, 

entre otras. Estas propiedades subóptimas, conllevan a la administración de dosis altas y 

repetidas del principio activo para mantener su concentración plasmática efectiva, acentuando 

aún más los efectos tóxicos que presenta. Como se describió anteriormente, una de las estrategias 

utilizadas para conectar las propiedades farmacocinéticas con las farmacodinámicas es la 

generación de profármacos. Los mismos, son moléculas farmacológicamente inactivas que en el 

organismo regeneran el principio activo, a través de procesos de biotransformación. 

 El objetivo planteado para esta etapa del Trabajo de Tesis, es la síntesis y evaluación 

biofarmacéutica de nuevos derivados de AZT, denominados “AZT-Espaciador”, los cuáles son 

obtenidos a partir de la conjugación de AZT con diversos ácidos dicarboxílicos de cadena 

carbonada lineal. Estos profármacos serán utilizados para la síntesis de los profármacos de AZT 

conteniendo aminoácidos esenciales. Debido a que los derivados AZT-Espaciador sintetizados 

pueden ser regenerados en el organismo, se evaluará 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) Síntesis de nuevos derivados 

2) Estudios de estabilidad química 

3) Estudios en plasma humano 

4) Estudios de permeabilidad intestinal 
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2.1 Síntesis de derivados “AZT-Espaciador” 

 

2.1.1 Introducción 

 

 En esta primera etapa del Trabajo de Tesis, se planteó la obtención de ésteres de AZT por 

conjugación con ácidos dicarboxílicos (Figura 2.1).  Entre las metodologías de esterificación 

comúnmente utilizadas, se pueden encontrar reacciones realizadas sin catalizador y a altas 

temperaturas, empleando catalizadores como los ácidos de Brönsted o Lewis, que emplean como 

agentes acoplantes a carbodiimidas59–61, o bien, utilizando enzimas62,63. 

 

 

Figura 2.1. Reacción general para obtener ésteres. 

 

 Existen diversos reportes, en los cuales se generan derivados de AZT por conjugación 

con ácidos dicarboxílicos, a partir de la utilización de anhídridos de ácidos 64,65. Esta estrategia 

de síntesis, posibilita obtener productos con buenos rendimientos sin presencia de subproductos, 

pero tiene como limitante la escasa disponibilidad comercial e inestabilidad de los diácidos en su 

forma de anhídrido cíclico66.Otra estrategia para la obtención de  ésteres es el método de 

esterificación de Steglich67, mediante el cual se pueden generar ésteres a partir de un ácido 

carboxílico y un alcohol, en presencia de N´,N´-diciclohexilcarbodiimida  (DCC) y 4-

(N,N´dimetilamino) piridina (DMAP). La utilización de la DCC como activador del grupo 

carboxílico, permite llevar a cabo reacciones en condiciones suaves, empleando una gran 

diversidad de reactivos conteniendo diversos grupos funcionales60,68–70 

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

describen en la Figura 2.271: 
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Figura 2.2. Mecanismo de reacción para la obtención de ésteres 

 

1) Inicialmente, la DCC actúa como base abstrayendo el protón del ácido carboxílico, el 

cual en su forma ionizada realiza un ataque nucleofílico sobre el carbono cuaternario de la 

DCC, formándose una O-acilurea como intermediario reactivo (Figura 2.2, Etapa 1). 

2) En una próxima 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 ácido carboxílico para generar “in 

situ” el correspondiente anhídrido de ácido (Figura 2.2, Etapa 3). 

4) El alcohol se adiciona a uno de los carbonilos activados del anhídrido generado a través 

de un ataque nucleofílico, obteniéndose el correspondiente éster (Figura 2.2, Etapa 4). 

 La adición de DMAP es fundamental para la formación eficiente del éster, ya que sin la 

presencia de este catalizador, la O-acilurea se reordena desplazando la reacción hacia la 

formación de una N-acilurea no reactiva, la cual imposibilita la formación del éster 

correspondiente72,73(Figura 2.2, Etapa 1). 
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2.1.2 Objetivos 

 El objetivo de esta etapa de trabajo, es obtener nuevos derivados de AZT por 

esterificación del 5´-OH con ácidos dicarboxílicos de cadena carbonada lineal, específicamente 

con el ácido succínico, glutárico y adípico. Estos diácidos son considerados grupos Espaciadores 

en la estructura general de los profármacos múltiples que se desarrollan en el presente Trabajo de 

Tesis. El método sintético seleccionado fue la esterificación de Steglich67. Los nuevos derivados 

presentan la siguiente estructura general (Figura 2.3): 

 

 

 

Figura 2.3. Estructuras generales de los derivados de AZT desarrollados en el capítulo 2. 

 

2.1.3 Resultados y discusiones 

 

 Los derivados planteados que son objeto de síntesis son: AZT-Succínico (AZT-Suc, 1), 

AZT-Glutárico (AZT-Glu, 2) y AZT-Adípico (AZT-Adi, 3), los cuales se representan en la 

Figura 2.4 y Anexo 1. 

 

 

Figura 2.4. Estructuras de los derivados AZT-Espaciador. 

 

   

 

 

 

 

 

Compuesto n 

1; AZT-Suc 2 

2; AZT-Glu 3 

3; AZT-Adi 4 

AZT ESPACIADOR 
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2.1.3.1 Condiciones de reacción  

 La reacción de esterificación, se puede representar como se muestra en la Figura 2.5. 

 

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

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

 

 Basándose en el mecanismo de reacción planteado en la Figura 2.2, la síntesis de los 

nuevos profármacos se realizó en dos etapas consecutivas. En la primera, se formó el anhídrido 

correspondiente por acción de DCC y DMAP, y luego en la segunda etapa de realizó la 

formación del éster correspondiente mediante el agregado de AZT al medio de reacción. Es muy 

importante destacar que, debido a la presencia de dos grupos reactivos en la molécula del 

espaciador (ácidos dicarboxílicos), es posible la formación de dímeros (Figura 2.5), originados 

por el ataque nucleofílico de dos moléculas de AZT al anhídrido de ácido. Dichos dímeros 

constituyen subproductos de reacción que disminuyen el rendimiento del producto deseado. 

Modificando la relación estequiométrica entre el diácido y la DCC, manteniendo constante los 

equivalentes de AZT y DMAP, se favorece la formación del producto deseado, razón por la cual 

se ensayaron condiciones de reacción, según se muestra en la Tabla 2.1. 

 

Tabla 2.1. Condiciones de reacción ensayadas para la obtención 

del derivado AZT-Suc (1). a 

 

Condición AZT 

(eq) 

Diácido 

(eq) 

DCC 

(eq) 

DMAP 

(eq) 

Producto 

Producto Dímero 

I 1 1 1,5 0,12 + +++ 

II 1 2,5 1,5 0,12 +++ + 

III 1 3 1,5 0,12 +++ + 

a 5mL de CH2Cl2; 1 mmol de AZT. 
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 Como primera condición se utilizó una relación estequiométrica 1:1,5 (diácido:DCC) y se 

observó como producto principal de la reacción al dímero correspondiente, debido a que el 

exceso de DCC en relación al diácido presente en el medio de reacción conduce a la activación 

de ambos grupos carboxilos en la molécula espaciadora, los cuáles posteriormente se conjugan 

de manera simultánea con el grupo hidroxilo de AZT, y forman así el dímero de estructura, 

AZT-Suc-AZT (Condición I, Tabla 2.1). En una segunda etapa, se aumentó la cantidad de 

diácido con el fin de desfavorecer la activación de ambos grupos carbonilos, para lo cual se 

utilizó una relación estequiométrica 2,5:1,5 (diácido:DCC), observándose como producto 

principal de reacción el AZT-Suc (1) (Condición II Tabla 2.1 y Figura 2.6) y una pequeña 

proporción de dímero. Como última condición, se aumentó nuevamente la cantidad de diácido 

hasta obtener una relación 3:1,5 (diácido: DCC). Empleando esta condición de reacción no se 

observó una mejora en el rendimiento de la reacción (Condición III, Tabla 2.1). Sobre la base de 

los resultados obtenidos, para los estudios posteriores se utilizó sistemáticamente la condición II, 

con el fin de minimizar la formación del dímero y favorecer la obtención del producto deseado 

en el crudo de la reacción. Las condiciones de reacción fueron monitoreadas mediante HPLC-

UV. En la Figura 2.6 se muestra un cromatograma a modo de ejemplo de la condición II para la 

síntesis de AZT-Suc. 

 

 

 

Figura 2.6. Cromatograma correspondiente a la condición II de reacción,  

para la síntesis AZT-Suc. 

 

Asimismo, cuando se compararon los resultados obtenidos para la misma condición de 

reacción empleando ácido glutárico y adípico, se observó que la formación del dímero es más 

factible cuanto mayor es el largo de la cadena carbonada del diácido. Esto se podría deber a que 

la activación de ambos grupos carboxílicos 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 ácido succínico la formación del dímero es menor, mientras que su formación se ve más 

favorecida cuando se utiliza el ácido adípico. 
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Finalmente, el producto deseado se aisló del crudo de reacción realizando primero una 

filtración para eliminar la DHU producida durante la reacción y luego una serie de extracciones 

líquido-líquido con cambio de pH que posibilitó aislar el producto de reacción debido a las 

diferentes características ácido base entre éste y el subproducto (dímero). Por último, se evaporó 

a sequedad el solvente orgánico conteniendo el producto, el cuál fue obtenido como un sólido 

blanco. 

 

2.1.3.2 Caracterización 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 metodologías 

utilizadas a tal fin, se encuentran la espectrometría de masas de alta resolución (HRMS por sus 

siglas en ingles) y la resonancia magnética nuclear de protones (H1-RMN), de carbono-13 (C13-

RMN) y sus variantes en dos dimensiones. 

 Se utilizó la técnica de HRMS empleando condiciones previamente desarrolladas en 

nuestro grupo de investigación para AZT, obteniéndose en todos los casos el ion molecular 

correspondiente a la pérdida de un protón (M-1) (Anexo II), confirmándose así la presencia de 

cada uno de los compuestos sintetizados.   

 Se realizaron los espectros de RMN de protones (1H-RMN) y de carbonos (13C-RMN) 

(Anexo II). 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 químico de cada 

protón con el desplazamiento químico del carbono (o nitrógeno) al cual está directamente unido. 

En cambio, HMBC correlaciona protones y carbonos que están a dos o tres enlaces de 

distancia74. La técnica de RMN se utiliza habitualmente para la identificación de estructuras 

químicas, constituyendo una herramienta imprescindible para la caracterización estructural de 

sustancias desconocidas, ya que es un método no destructivo que aporta información sobre los 

núcleos activos presentes en las moléculas estudiadas. 

 En los espectros de 1H-RMN se identificaron las señales características de los grupos 

metileno de los espaciadores entre 2,5-2,6 ppm, complementadas con las señales típicas 

correspondientes a AZT. En los espectros de 13C-RMN se identificaron las señales de los grupos 

carbonilos de la cadena lateral a 172 – 173 ppm, como así también las correspondiente a AZT. 

La asignación de cada señal se complementó con los espectros en dos dimensiones, confirmando 

la identidad de cada producto de síntesis.  
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 A continuación, se detallan los resultados obtenidos que confirman las estructuras 

químicas de 1-3, mientras que en el Anexo 1 se encuentran los espectros correspondientes de 

RMN y de HRMS. Para facilitar la identificación de las señales correspondiente en los 1H-RMN 

y13C-RMN, se numeraron los átomos de cada derivado tal como se muestra en la Figura 2.7. 

 

 

 

Figura 2.7. Numeración de los compuestos sintetizados, para su interpretación por métodos 

espectroscópicos. 

 

 

3´-Azido-3’-deoxy-5´-O-succiniltimidina ácido (1; AZT-Suc): Se obtuvo utilizando ácido 

succínico, con un rendimiento aislado del 58%. Punto de fusión: 59–60 °C. 1H-RMN (400 

MHz, Acetona-d6): δ [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´´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]. 13C-

RMN (100,63 MHz, Acetona-d6): δ [ppm] = 11,59 [C7], 28,30 [C3´´], 28,36 [C2´´], 36,53 [C2´], 

60,67 [C3´], 63,27 [C5 ´], 81,55 [C4´], 84,50 [C1´], 110,36 [C5], 135,73 [C6], 150,36 [C2], 

163,46 [C4], 171,92 [C1’’], 172,98 [C4’’]. HRMS (ESI) m/z C14H16N5O7
- [M-H]-calculado: 

366,1055; experimental 366,1001. 
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3´-Azido -3´-deoxy-5´-O-glutariltimidina ácido (2; AZT-Glu): Se obtuvo utilizando ácido 

glutárico, con un rendimiento del 60%. Punto de fusión: 56–57 °C. 1H-RMN (400 MHz, 

Acetona-d6): δ [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].13C-RMN (100,63 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [ppm] = 11,61 [C7], 20,00 [C3´´], 

32,23 [C4´´], 32,69 [C2´´], 36,51 [C2´], 60,90 [C3´], 63,31 [C5´], 81,50 [C4´], 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 C15H18N5O7
- [M-H]-: calculado: 380,1212; experimental 380,1244. 

 

3´-Azido -3´-deoxy-5´-O-adipitimidina ácido (3; AZT-Adi): Se obtuvo utilizando, ácido 

adípico, con un rendimiento del 52%. Punto de fusión: 48–49 °C. 1H-RMN (400 MHz, 

Acetona-d6): δ [ppm] = 1,68 [m, 4H, J = 37,7 Hz, 3´´H 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-d6, TMS): δ [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´´]. HRMS (ESI) m/z C16H20N5O7
- [M-H]-: calculado: 394,1368; 

experimental 394,1415. 

 

2.1.4 Conclusiones parciales 

 

 Los derivados 1-3, se obtuvieron por esterificación del 5´-OH de AZT con ácido 

succínico, glutárico y adípico, a través de la esterificación de Steglich. Esta estrategia permitió 

generar in situ los anhídridos de ácido correspondientes, los cuales luego reaccionaron 

eficientemente con el grupo hidroxilo de AZT, para formar los ésteres correspondientes. De esta 

forma, manejando la relación estequiométrica entre la DCC y el ácido dicarboxílico, se pudo 

desarrollar una metodología que permite ampliar el espacio químico para la generación de 

ésteres de AZT por conjugación con ácidos dicarboxílicos lineales. De esta forma, la obtención 

de este tipo de profármacos no se encuentra limitada a la utilización de los anhídridos cíclicos de 

ácido disponibles en el mercado. 
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 Los compuestos AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi, se obtuvieron con buenos 

rendimientos de reacción. 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 fármaco antiviral AZT, fue donado por Laboratorios Filaxis® (Buenos Aires, 

Argentina). Los reactivos utilizados fueron adquiridos en Sigma Aldrich® (99,9 % de pureza).  

La síntesis y la purificación se realizaron con solventes de grado analítico (Sintorgan®). Se 

utilizó agua Milli-Q en todos los experimentos.  

  

2.1.5.1 Procedimiento general para la síntesis de 1 -3 

 

Para la síntesis de 1-3, se disolvieron en 5 mL de CH2Cl2 (DCM) anhidro, 1,5 mmol de 

DCC; 0,12 mmol de DMAP y 2,5 mmol del diácido correspondiente. La mezcla de reacción se 

agitó en un baño de hielo por 15 min y posteriormente a temperatura ambiente por 24 hs para 

generar in situ el anhídrido. En una segunda etapa, se adicionó 1 mmol de AZT y se agitó el 

medio de reacción por 48 h a temperatura ambiente. El crudo de reacción resultante se filtró para 

eliminar la DHU formada y luego se extrajo la DMAP presente con 3 x 10 mL de HCl (1 M). En 

una segunda etapa, se trató la fase orgánica resultante con una solución de HCO3Na 5% (3 x 10 

mL). La fase acuosa básica que contiene el producto, se acidificó hasta pH 1,0 y se extrajo con 3 

x 10 mL DCM. La fase orgánica resultante se secó con sulfato de sodio anhidro (Na2SO4), se 

filtró y se evaporó a sequedad, obteniéndose un sólido blanco con un rendimiento de reacción 

entre el 50 y el 60% según el diácido utilizado. 

 

  2.1.5.2 Cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 

 

El curso de la reacción fue monitoreado por HPLC-UV, utilizando un equipo Agilent 

S1100®. La fase móvil utilizada fue una mezcla de MeOH: ácido fosfórico pH 2 (0,1 M) 50:50. 

Se empleó una columna analítica Phenomenex Synergi Fusion C18® (4 x 250 mm, 5 mm tamaño 

de partícula) equipada con una precolumna Phenomenex Segurity Guard Fusion RP® (4 x 30 

mm) termostatizada a 40 °C. La longitud de onda seleccionada para la cuantificación de las 

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

AZT y a los dímeros correspondientes. Los tiempos de retención (tr) se presentan en la Tabla 2.2. 

 

Tabla 2.2: Tiempos de retención (tr),  

para AZT, AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi y subproductos de reacción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  2.1.5.3 Resonancia magnética nuclear (RMN)  

 

Los espectros de RMN fueron obtenidos usando un espectrómetro Brucker Avance II 400 

de alta resolución, equipado con resolución digital, sonda de detección inversa y unidad de 

temperatura variable. El equipo operó a 400,16 MHz para 1H y a 100,63 para 13C. Se utilizaron 

tubos de 5 mm de diámetro marca Merck®. Todos los experimentos se desarrollaron empleando 

como solvente acetona deuterada (CD3COCD3, 99,99%, Sigma Aldrich®) y utilizando 

trimetilsilano como estándar interno. La concentración de las muestras fue de 50 mM en todos 

los casos. Los corrimientos químicos se expresan en ppm. 

 

2.1.5.4 Espectrometría de masas de alta resolución (HRMS)  

 

El peso molecular de los compuestos obtenidos, se determinó por HRMS, utilizando un 

equipo Bruker Daltonics micro TOF QII®, del Instituto Superior de Investigación, Desarrollo y 

Servicios en Alimentos (ISIDSA). Los ensayos se realizaron empleando una interface de 

electrospray (ESI) configurada en modo negativo, abarcando un rango de detección de 257 a 400 

m/z,  

 

 

 

 

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 
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2.2 Estabilidad Química 

 

2.2.1 Introducción   

 

  Un aspecto fundamental para el diseño de un nuevo profármaco, es lograr una 

regeneración del principio activo con una velocidad y extensión adecuadas. La velocidad de 

regeneración debe ser rápida e idealmente completa, para no disminuir la biodisponibilidad del 

principio activo. El proceso de regeneración in vivo es el resultado de la hidrólisis química o 

enzimática del enlace covalente entre el fármaco y el complemento molecular. 

 Particularmente, los ésteres se hidrolizan en medios acuosos a través de catálisis ácida o 

básica, obteniéndose el ácido carboxílico y alcohol correspondiente (Figura 2.8). 

 

 

 

Figura 2.8. Hidrólisis de ésteres en medio acuoso. 

 

2.2.2 Objetivos 

 

Teniendo en cuenta la necesidad de conocer la estabilidad química 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 

permitirán conocer los parámetros cinéticos involucrados, identificando además los productos 

de degradación correspondiente y serán 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 química a pH 2 y 7,4 

 

 Se realizaron los estudios de estabilidad por 48 h a 37°C en buffer fosfato 0,1 M a pH 2 y 

7,4 de AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi. En esas condiciones, no se observaron cambios en la 

concentración de los profármacos AZT-Espaciador (1-3) evaluados, ni se detectó la aparición 

del principio activo como producto de degradación (Figura 2.9), demostrando que son estables 

en las condiciones evaluadas. En cambio, si se observó degradación de AZT-Oxa en medio 

ácido y neutro, con un t½ de 19 (±3) h y 12 (±2) h, respectivamente (Figura 2.9 y Ecs 2.1 y 2.2). 

 

Figura 2.9. Ln concentración vs tiempo. Perfiles de hidrólisis de los profármacos AZT-Suc, 

AZT-Glu, AZT-Adi y AZT-Oxa. A) pH 2 y 37°C. y B) pH 7,4 y 37°C. 

 

Ln [AZT-Oxa] (pH 2) = -0,035(± 0,001) tiempo (h) -10,89 (± 0,03)         Ec 2.1 

n = 11; r2 = 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; r2 = 0,994; ds= 0,07; F = 1605,6 
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Tabla 2.3. Constantes de velocidad de degradación observadas (kobs) y  

tiempos de vida media (t½) para AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en pH 2 y 7,4; 48h. 

 

 

  

 

 

 

 

 

Comparando los resultados obtenidos para los derivados 1-3 con los de AZT-Oxa, se 

observó que el comportamiento a esta evidencia que la separación de los grupos carboxílicos 

empleando grupos metilenos en el “Espaciador” es beneficioso en cuanto a una mayor 

resistencia a la hidrólisis química de los derivados 1-3. 

 

2.2.3.2 Estudios de estabilidad química a pH 10 

 

 Además, se realizaron estudios de estabilidad en condiciones básicas (pH 10), tomándose 

muestras durante 24 h. En estos ensayos se observó 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 t½: 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 t½. 

También se evaluó la estabilidad de AZT-Oxa a pH 10 por 24 h, obteniéndose un valor de t½ 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 profármacos, y que a su vez presentan t½ 

mayores que           AZT-Oxa, lo cual podría traducirse en un mejor perfil biofarmacéutico al 

comparar entre estos derivados.  

Derivado pH 2  pH 7,4  

kobs (h-1) t½ (h) kobs (h-1) t½ (h) 

AZT-Oxa 0,04 (± 0,01) 19,0 (± 3,0) 0,06 (± 0,01) 12,0 (± 2,0) 

AZT-Suc Estable Estable Estable Estable 

AZT-Glu Estable Estable Estable Estable 

AZT-Adi Estable Estable Estable Estable 
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Figura 2.10. Ln concentración vs tiempo. Perfiles de hidrólisis 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; r2 = 0,993; ds = 0,04; F = 689,83 

 

Ln [AZT-Glu] = -0,093(± 0,005) tiempo (h) -10,89 (± 0,06)           Ec 2.4 

n = 6; r2 = 0,984; ds = 0,09; F = 308,84 

 

Ln [AZT-Adi] = -0,109(± 0,003) tiempo (h) -11,15 (± 0,03)           Ec 2.5 

n = 6; r2 = 0,996; ds = 0,06; F =1399,33 

 

Ln [AZT-Oxa] = -3,94(± 0,03) tiempo (h) -10,73 (± 0,02)               Ec 2.6 

n = 11; r2 = 0,999; ds = 0,04; F = 11292,73 

 

Tabla 2.4. Constantes de velocidad de degradación observadas (kobs) y tiempos de vida media 

(t1/2) para AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en pH 10, a 37 °C, 24h.  
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Derivado pH 10  

kobs (h-1) t½ (h) 

AZT-Oxa 3,9 (± 0,2) 0,21 (± 0,01) 

AZT-Suc 0,053 (± 0,002) 13,2 (± 0,4) 

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 metodologías en 

mecánica cuántica, en colaboración con el Dr. S. Ribone75, del Departamento de Ciencias 

Farmacéuticas, FCQ-UNC, los cuales no se analizan exhaustivamente debido a que no forman 

parte de los objetivos de este Trabajó de Tesis. Para ello, se modelaron las coordenadas de 

reacción involucradas en la hidrólisis de los derivados AZT-Espaciador; las que corresponden al 

ataque del ión oxidrilo sobre el carbono carbonílico del grupo éster correspondiente (Anexo III). 

En estos estudios se puedo observar que el primer estado de transición correspondiente a 

la proximidad del oxidrilo al carbono carbonílico del éster (TS1; Anexo III), es el paso limitante 

en la reacción de hidrólisis de los profármacos estudiados, siendo AZT-Oxa el que presenta la 

energía de su TS1 como la más baja, siendo el mismo el más inestable de la serie. La diferencia 

de energías entre los profármacos 1-3 y AZT-Oxa se debe a que, este último, posee el grupo 

carboxilo adyacente al carbonilo del éster que sufre el ataque por el ión hidróxido, con lo cual 

atrae una mayor densidad de moléculas de agua alrededor del centro hidrolítico (Anexo III). La 

presencia de dichas moléculas de agua estabiliza por medio de una red de puentes de hidrógeno 

el TS1 de la reacción, lo cual produce una notoria disminución en la Ea de la misma, y por 

consiguiente una menor estabilidad de AZT-Oxa 

 

2.2.4 Conclusiones parciales 

 

 Los estudios de estabilidad química demostraron que AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi 

pueden regenerar AZT en condiciones básicas y que a pH neutros o ácidos presentan una 

significativa estabilidad, exhibiendo así un perfil de estabilidad química optimizado respecto del 

profármaco AZT-Oxa, que forma parte de los esfuerzos científicos previos realizados en el 

grupo de trabajo. Combinando los estudios teóricos con los experimentales, se concluye que 

AZT-Oxa presenta un grupo carboxilo terminal que se encuentra solvatado y contiguo al carbono 

carbonílico del éster correspondiente, siendo dichas moléculas de agua las que asisten la 

hidrólisis de la unión éster entre el AZT y el complemento molecular. Dicha situación no ocurre 

para los nuevos profármacos de AZT sintetizados como parte de este Trabajo de Tesis, 

justificando sus estabilidades químicas 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 química que justifican la continuidad de 

los estudios biofarmacéuticos, entre ellos, los estudios de estabilidad en matrices biológicas. 
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2.2.5 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 así una 

concentración de 1 mg/mL. A partir de ellos, se hicieron soluciones de AZT-Suc y AZT-Glu en 

ACN de concentración 0,15 mg/mL, para ser empleadas como estándar interno (EI), de acuerdo 

al compuesto a cuantificar por HPLC-UV (Sección 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 

Na2HPO4) y pH 10 (8,63 mg/mL NaH2PO4). Las cuales, se prepararon con reactivos para análisis 

(Anedra®) en agua Milli-Q el mismo día de los ensayos. El pH de las soluciones se midió con un 

pHmetro GLP21 (Crison Instruments®), equipado con un electrodo de Ag/AgCl, el cual se 

calibró con soluciones estándar 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 10-4 

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 alícuotas de 2 mL cada una y se incubaron a 37ºC en un baño 

termostatizado con agitación. Se tomaron muestras a diferentes tiempos a las cuales se les 

adicionó 80 µL de HCl 2 M y 50 µL del correspondiente EI para la cuantificación por HPLC-

UV. Se empleó como EI AZT-Glu 0,15 mg/mL para la cuantificación de AZT, AZT-Suc y 

AZT-Adi, mientras que para la cuantificación de AZT-Glu se utilizó 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 agitación continua para asegurar la homogeneidad de las muestras. Se empleó un baño 

termostatizado Vicking Masson D® con una precisión de ± 0,1 ºC, con agitación controlada. Las 

muestras fueron cuantificadas por HPLC-UV, utilizando los métodos validados descriptos en el 

Capítulo 4. 
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  2.2.5.3 Preparación y cuantificación de las muestras 

 

 Las muestras se prepararon mediante un proceso de extracción en fase sólida (SPE, por 

sus siglas en inglés). Se utilizaron cartuchos de extracción Strata-X 30 mg, Phenomenex® y una 

celda de vacío 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 vacío durante 1 min y por último elución con 1 mL de 

ACN. Finalmente, se evaporó el solvente a sequedad utilizando un concentrador Techne Sample 

Concentrator, Dri-Block® DB-3A. Las muestras así procesadas se almacenaron a -10°C hasta el 

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

 

2.3.1 Introducción 

 

 La administración de un fármaco puede llevarse a cabo por diversas vías, entre las más 

importantes se encuentran, a) la vía endovenosa, en la cual el fármaco ingresa directamente a 

circulación sistémica y se distribuye por todo el organismo; o b) la vía oral, en la cual el 

principio activo llega a la circulación sistémica a través del proceso de absorción intestinal. En 

ambos casos, la biodistribución 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 

biotransformación, metabolismo y excreción. Finalmente, tienen lugar los fenómenos asociados 

a la eliminación del fármaco del organismo y la consiguiente finalización de la actividad 

biológica88. 

La acción terapéutica de un principio activo, es ejercida por la fracción de fármaco libre, 

es decir aquella que no se encuentra unida a proteínas plasmáticas, ya que esta última no puede 

unirse a su blanco terapéutico y por consiguiente no puede ejercer su acción farmacológica89. A 

su vez, los complejos entre el fármaco y las proteínas de transporte sirven como reserva para 

mantener la concentración plasmática del principio activo, la cual va disminuyendo por procesos 

de biotransformación, y por lo tanto prolongan la permanencia de fármaco en el organismo. 

 El plasma es la fracción acelular de la sangre, que contiene diversas proteínas. Entre ellas 

la albúmina sérica humana (ASH), la alfa-1-glicoproteína ácida (αAGP), diversas globulinas y 

lipoproteínas88,90. La principal proteína es la ASH, cuya concentración es de 600 µM y es la 

responsable de transportar sustancias de carácter ácidas y neutras91. En contrapartida, la αAGP es 

capaz de unir compuestos de carácter básico y complementa la funcionalidad de ASH en el 

transporte de sustancias exógenas. Otras proteínas que están presentes en una concentración más 

baja en el plasma, tienen una significancia mucho menor en términos del impacto en la 

farmacocinética de fármacos91. 

 La ASH es una proteína compuesta por 585 aminoácidos (PM = 66 kDa), que puede unir, 

solubilizar y transportar sustancias endógenas y exógenas. Entre las primeras se encuentran los 

ácidos grasos (AG), bilirrubina, hormonas y aminoácidos, mientras que entre las sustancias 
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exógenas se encuentran una gran diversidad de fármacos, principalmente con características 

ácidas92. El fenómeno de unión a la ASH está gobernado por equilibrios de múltiples 

interacciones intermoleculares no covalentes de diversa naturaleza (fuerzas electrostáticas, 

hidrofóbicas y Van der Waals). Sobre la base de la estructura general de la ASH, se describieron 

varios sitios de unión de fármacos, 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 año 197593. En la actualidad se 

sabe que existen 4 sitios principales de unión, siendo los sitios I y II los que presentan mayor 

relevancia desde el punto de vista clínico (Figura  2.11) 94. 

 

Figura 2.11. (A) Estructura tridimensional de la albúmina sérica humana (ASH). 

(B) Vista 3D del sitio de unión I. (C) Vista 3D del sitio de unión II. 

 

  El Sitio I (Figura 2.11. A y B), es una cavidad grande y flexible, de carácter 

principalmente apolar con algunas regiones polares, como por ejemplo Tyr150, His242 y 

Arg25791,95. Entre los ligandos que tienen selectividad por este sitio comúnmente se encuentran 

el ácido salicílico (SAL), la warfarina, la indometacina y AZT94. Se ha descripto a SAL como 

uno de los marcadores utilizados como referencia de este sitio de unión de la ASH, debido a que 

presenta una constante de afinidad elevada (Ka=1,9 x 105 M-1)91,94,95. 

  EL Sitio II (Figura 2.11. A y C), también presenta característica principalmente 

apolar con regiones polares. En contraste con el sitio I, la entrada al sitio II está expuesta al 

solvente y su cavidad interna es más pequeña, poco flexible y estereoselectiva (l-triptófano 

muestra una afinidad 100 veces mayor que el  enantiómero d-triptófano)95. Las moléculas que se 

unen al sitio II son comúnmente ácidos carboxílicos aromáticos, 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 = 3,8 x 105 M-1)94. 

 La unión a ASH es un proceso reversible, en el cual el fármaco libre [F] se une a la 

proteína [P] a través de un proceso de equilibrio gobernado por una constante de unión (Ka), para 

generar el complejo fármaco-proteína [F-P]96, como se muestra en la Figura 2.12 

 

 

Figura 2.12. Equilibrio complejo Fármaco proteína 

  

 Existen diferentes formas de cuantificar la afinidad por las proteínas plasmáticas. Las dos 

más utilizadas se describen a continuación:  

 

Diálisis de equilibrio, el plasma o suero enriquecido con fármaco 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 fármaco unido a las mismas. El principio activo libre difunde por gradiente de concentración 

al compartimento receptor a través de la membrana hasta que las concentraciones en ambos 

compartimentos se equilibran (Figura 2.13). Las condiciones estándares utilizadas para lograr tal 

equilibrio son de 6 h a 37 °C. Esta metodología presenta como principales desventajas el tiempo 

de incubación requerido, debido a que durante el mismo pueden tener lugar inestabilidades 

químicas y/o enzimáticas. Por otra parte, también es necesario utilizar buffer con la misma fuerza 

osmótica que en el compartimento donor para lograr condiciones de equilibrio adecuadas92. 

 

Figura 2.13. Proceso de diálisis de equilibrio. 
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Ultrafiltración: el método se basa en la separación del fármaco libre del 

fármaco unido a proteínas, mediante el ultrafiltrado de una solución preincubada, empleando una 

membrana semipermeable como parte de un dispositivo de ultrafiltración que es sometido a 

fuerza centrífuga. El método experimental consiste en agregar el fármaco a una solución que 

contiene plasma e incubarla por un tiempo determinado para alcanzar condiciones de equilibrio 

de unión. Luego, la solución de estudio se coloca en un dispositivo de ultrafiltración que 

contiene una membrana semipermeable y se centrifuga a 1000-2000 g (Figura 2.14). Las 

condiciones aplicadas durante la centrifugación (tiempo, velocidad, temperatura, etc.) se tienen 

en cuenta, de manera tal de obtener una pequeña fracción de ultrafiltrado, la cual no debe 

modificar el equilibrio de unión del analito a la proteína. Normalmente, el Vultrafiltrado no debe ser 

mayor al 20% del volumen incubado. Esta metodología presenta como ventaja, que es rápida, 

simple y eficiente, y con un tiempo de separación que minimiza el porcentaje de fármaco 

degradado. La principal desventaja es la aplicación de una fuerza centrífuga para lograr la 

separación, la cual puede provocar un desplazamiento de las condiciones de equilibrio, si no se 

realiza una adecuada validación del procedimiento aplicado92. 

 

Figura 2.14. Proceso de ultrafiltración. 

 

 La fracción de fármaco 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 así también la esterasa presente en la ASH 97. Las carboxilesterasas 

(CES), no se encuentran en el plasma humano, debido que a nivel sanguíneo se localizan en los 

eritrocitos y leucocitos98. La actividad hidrolítica de la ASH y de PON, son significativamente 

más bajas que la de las esterasas (BChE y CES). La expresión de las enzimas hidrolíticas o 

degradativas es muy variable según la especie animal, por lo cual es muy importante la correcta 

selección de la especie a utilizar cuando se desarrolla un estudio biofarmacéutico. Algunos 

autores, sugieren la utilización de plasma humano o de perros debido a su similitud en la 

expresión y cantidad de enzimas hidrolíticas. Por el contrario, el patrón de expresión en  rata, 
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ratón y conejos, es muy diferentes al de los humanos, por lo cual no se aconseja su utilización si 

se estudian moléculas con potencial interés en terapéutica humana99.  

 Desde el punto de vista de los profármacos, es muy importante que éstos puedan ser 

hidrolizados por alguna de estas enzimas para regenerar el fármaco activo. Igualmente, dicha 

hidrólisis no debe ser excesivamente rápida, ya que no se traduciría en una optimización 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 unión a ASH 27. Esto provoca una tasa de 

metabolismo alta, debido a la elevada fracción de fármaco libre100, y una deficiente 

concentración del principio activo en los diversos órganos o tejido y por consiguiente en el 

blanco terapéutico. Sobre la base de lo expuesto, el objetivo de la presente sección es evaluar la 

estabilidad plasmática de los profármacos de AZT en desarrollo, como así también evaluar su 

afinidad por las proteínas plasmáticas. Ambos aspectos constituyen elementos esenciales para 

caracterizar de manera muy general el comportamiento in vivo de los profármacos en 

desarrollo41,101. 

 

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 sección el estudio de la 

estabilidad plasmática y la unión por las proteínas presentes en este fluido de 1, 2 y 3 y AZT-

Oxa.  Ello permitirá conocer determinados parámetros cinéticos, la posibilidad de regeneración 

de AZT a nivel plasmático, y si estos derivados presentarían una biodistribución optimizada con 

respecto a AZT.  

 

2.3.3 Resultados y discusiones 

 

2.3.3.1 Estabilidad en plasma humano 

 

 Los estudios de estabilidad plasmática se desarrollaron para AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-

Adi y AZT-Oxa. Se encontró que 1-3 sufren un pequeño porcentaje de hidrólisis plasmática, 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 t½: 138,6 (±1,6), 25,6 (± 0,7) y 43,3 (± 0,4) h, 

respectivamente (Tabla 2.5). Es necesario destacar que dichos t½ son estimados, debido a que el 
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estudio de estabilidad plasmática no pudo extenderse por más de 24 h, ya que, superado ese 

tiempo, se puede producir perdida de la actividad enzimática y/o crecimiento microbiano en el 

plasma incubado. Para el profármaco AZT-Oxa (Figura 2.15 y Tabla 2.5), se determinó un t½ 5,1 

(± 0,5) h, evidenciando que los profármacos 1-3 presentan una mayor resistencia a la hidrólisis 

mediada por esterasas plasmáticas. Dicho comportamiento puede deberse a un aumento del 

porcentaje de unión a las proteínas plasmáticas y/o a una acción diferencial de las enzimas 

degradativas presentes en el mismo.  

 

Figura 2.15. Perfiles de Concentración en plasma humano vs tiempo a 37°C, 

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

 

 

Ln [AZT-Suc] = -0,0049 (± 0,0003) Tiempo (h) -10,39 (± 0,01)            Ec 2.7 

n = 8; r2 = 0,974; ds = 0,01; F = 231,08 

 

 

Ln [AZT-Glu] = -0,027 (± 0,001) Tiempo (h) -10,62 (± 0,01)               Ec 2.8 

n = 6; r2 = 0,989; ds= 0,03; F = 569,26 

 

 

Ln [AZT-Adi] = -0,016 (± 0,001) Tiempo (h) -10,38 (± 0,01)               Ec 2.9 

n = 7; r2 = 0,982; ds = 0,02; F =285,41 
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Ln [AZT-Oxa] = -0,135(± 0,009) Tiempo (h) -10,31 (± 0,03)              Ec 2.10 

n = 8; r2 = 0,997; ds = 0,07; F = 3374,21 

 

 

Tabla 2.5. Constantes de velocidad observadas (kobs) y tiempos de vida media (t½), para  

AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en plasma humano 37°C; 24 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   a Valores estimados. kobs: constante de velocidad observada y t½: tiempo de vida media 

 

  2.3.3.2 Unión a proteínas plasmáticas 

 

 Se realizaron los estudios de unión a proteínas plasmáticas totales de los profármacos 

AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi y AZT-Oxa, en los cuales se observó que 1-3 presentan una 

mayor afinidad por las proteínas transportadoras que el fármaco original. En cambio, AZT-Oxa 

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

presentan en la Tabla 2.6. 

 

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

proteínas totales (PP) y con la presencia de ácido salicílico (PP + SAL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Derivado Plasma humano 

 kobs (h-1) t½ (h) 

AZT-Oxa  0,135 (± 0,009) 5,1 (± 0,5) 

AZT-Suc  0,005 (± 0,001)a 138,6 (±1,6)a 

AZT-Glu  0,027 (± 0,001)a 25,6 (± 0,7)a 

AZT-Adi  0,016 (± 0,002)a 43,3 (± 0,4)a 

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 profármacos se unen a la ASH se realizaron ensayos de 

incubación,  específicamente SAL como marcador por excelencia del sitio I 94,102 (SAL+PP, 

Tabla 2.6). En todos los casos se observó una disminución significativa en el porcentaje de unión 

de AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi. Este comportamiento, indica que los 

profármacos en estudio y AZT se unen a la ASH y lo hacen en el sitio I 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 estabilización de la carga podría ser el motivo en las diferencias de 

afinidad entre los profármacos estudiados.  

 Con el fin de esclarecer a nivel molecular el modo de unión de AZT-Suc, AZT-Glu y 

AZT-Adi al sitio I de la ASH, se utilizaron técnicas y metodologías computacionales. Estos 

estudios fueron realizados en colaboración con el Dr. S Ribone103. 

 A partir de los resultados obtenidos, se observó que 1-3 se unen de manera homóloga al 

sitio I, interaccionando con los residuos Tyr150, Ser192, Lys195, Gln196, Lys199, Val241, 

Cys245, Arg257, Ser287, His288 y Ala291 (Figura 2.16. A-C). Dichos residuos forman parte de 

la subcavidad de unión para AZT, que es principalmente una región de carácter hidrofílico92 

(Figura 2.16.E). Por otra parte, SAL también ocupa el sitio de unión I de la ASH, e interactúa 

con los residuos Leu219, Phe223, Leu238, Val241, Arg257, Leu260, Ile264, Ser287, Ile290 y 

Ala291 (Figura 2.16.D). En la Figura 2.16 se puede observar que 1-3 establecen interacciones 

electrostáticas fuertes con Arg257, y que a su vez mejoran su afinidad en comparación con AZT. 

Las interacciones electrostáticas con Arg257 resultan cruciales para la unión de los AZT-

Espaciador a ASH, de igual modo que SAL. Además, 1 y 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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Figura 2.16. Patrón de interacciones de los compuestos (A) AZT-Suc, (B) AZT-Glu, (C) AZT-

Adi, (D) SAL y (E) AZT, en el sitio I de unión de la ASH. 

 

 Los valores de ΔGsum presentados en la Tabla 2.7 se correlacionan con las fracciones 

unidas determinadas experimentalmente en la Tabla 2.6, observándose la mayor energía de 

interacción para 1 (-20,75 kcal/mol) y 3 (-20,28 kcal/mol) en comparación con 2 (-18,10 

kcal/mol). 
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Tabla 2.7. Análisis de descomposición energética (kcal/mol) por Molecular mechanics 

Generlized Born surface area (MMGBSA) AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi y SAL sobre el sitio I de 

unión de la ASH. 

 

   a Suma total de las energías de interacción. 

 

Es de importancia resaltar que en ensayos previos para el derivado AZT-Oxa, se observó 

que dicho derivado no puede estabilizar la carga negativa con la Arg257 debido a que presenta 

una repulsión electrostática con un ácido graso que estabiliza la carga negativa en dicho residuo, 

compitiendo así por el mismo sitio de interacción27. Dicho fenómeno explica la observación 

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 plasmática y de unión a proteínas 

totales de los AZT-Espaciador, se pudo determinar que AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi, 

presentan un perfil de estabilidad plasmática mejorado con respecto a AZT-Oxa, con valores de 

t1/2 que posibilitarían mayor tiempo de permanencia del fármaco en el organismo. 

 En cuanto a los estudios de unión a proteínas plasmáticas totales, los derivados 1-3 

presentan una mayor fracción de fármaco unido, comparado con AZT y AZT-Oxa, por lo que la 

Residuos AZT AZT-Suc AZT-Glu AZT-Adi  Residuos SAL 

Tyr150 -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 

Gln196 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  Ile264 -0,22 

Arg257 1,15 -8,62 -13,23 -14,04  Ser287 -2,18 

Ser287 -0,14 -0,41 -0,51 -0,20  Ile290 -1,81 

His288 -0,10 -5,33 -1,49 -0,20  Ala291 -1,76 

Ala291 -0,24 -0,65 -1,16 -1,32    

ΔGsum
a -2,72 -20,75 -18,10 -20,28   -24,15 
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elongación de la cadena favorece la unión a la proteína transportadora. Además, estos nuevos 

derivados, son desplazados por la presencia de SAL, lo cual indica que se unen al sitio I de la 

ASH. Estos resultados fueron consistentes con obtenidos mediante técnicas computacionales de 

unión a ASH, en las cuales se observó que 1-3 presentan un patrón de interacción en el sitio I de 

la ASH similar a SAL, y que el aumento en el porcentaje de unión está relacionado directamente 

con la posibilidad de estabilizar la carga negativa por interacción 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 últimas, se 

hicieron soluciones de AZT-Suc y AZT-Glu en ACN de concentración 0,15 mg/mL, para ser 

empleadas como estándar interno (EI), de acuerdo al compuesto a cuantificar por HPLC-UV. El 

plasma humano fue generosamente donado por el Instituto de Hematología, Hemoterapia y 

Banco de Sangre, de la Universidad Nacional de Córdoba, Argentina y almacenado a -80 °C. 

Para su utilización fue descongelado en baño de agua fría y luego filtrado por gravedad sobre 

lana de vidrio para eliminar las posibles proteínas desnaturalizadas e impurezas producidas 

durante los procedimientos de almacenamiento y descongelación. Previo a los ensayos, se 

determinó la concentración de proteínas totales y de ASH utilizando el kit comercial Proti 2, 

Weiner lab®, Boston, MA. El rango de concentración de proteínas 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 utilizó SAL como marcador del sitio de unión I de la ASH, para lo cual se preparó 

una solución en DMSO de concentración de 1 mg/mL. 

 

  2.3.5.2 Estabilidad en plasma humano  

 

 La estabilidad plasmática se evaluó incubando soluciones de concentración 5,5 x 10-4 M 

del compuesto en estudio en 2 mL de plasma humano, termostatizada a 37 °C durante 24 h en un 

baño de agua con agitación continua. Se tomaron muestras a diferentes tiempos y luego se 

cuantificó por HPLC-UV. Los ensayos se realizaron por triplicado. 
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  2.3.5.3 Unión a proteínas plasmáticas 

 

 La unión a proteínas plasmáticas se evaluó utilizando la técnica de ultrafiltración para 

separar el fármaco libre del unido a proteínas. 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 concentración de trabajo de 0,01 mg/mL. De esta última solución, se tomaron 600 

µL y se adicionó 600 µL de plasma (solución de trabajo) o 600 µL de buffer fosfato (0,1 M) pH 

7,4 para referencia (muestra 100 %). Las soluciones resultantes se incubaron a 37°C durante10 

min en un baño termostatizado con agitación. Luego se tomó 1 mL de cada muestra y se lo 

colocó en el dispositivo de ultrafiltración (Centrifree®UF, Millipore) equipado con una 

membrana Ultracel YM-T (cut-off 30000 Da) y se lo sometió a centrifugación a 2000 RPM por 5 

min.  

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

resultado tales como: la adsorción de los derivados sobre la membrana de filtración, el tiempo y 

la velocidad de centrifugación y la densidad de la muestra a utilizar.  El tiempo y la velocidad de 

centrifugación son dos factores relevantes para no provocar un desplazamiento del equilibrio de 

unión fármaco-proteína, al intentar separar la fracción libre de fármaco de la fracción unida a las 

mismas. Las condiciones experimentales finales involucraron una relación (1:1), plasma humano 

: buffer fosfato (0,1 M) pH 7,4, centrifugado a 2000 rpm por 5 min, obteniéndose así 200 µL del 

ultrafiltrado para su posterior cuantificación por HPLC, sin provocar un desplazamiento del 

equilibrio de unión. 

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

Ec. 2.11 

𝒇𝑢 =  100 − ((𝐴𝑀/ 𝐴100%) ∗ 100))                  Ec 2.11 

 

en donde, AM corresponde al área de la muestra, A100% al área muestra 100% y 𝒇𝑢 a la fracción 

unida. 

 Los ensayos de unión a proteínas se realizaron por duplicado para cada uno de los 

compuestos. Cada ensayo consta de 1 muestra de 100% y 3 muestras de unión a PP, preparadas a 

partir de la misma solución stock del derivado y tratadas en forma paralela. De todos los ensayos 

se calcula el promedio (n = 6) de los resultados con su correspondiente desviación estándar. Para 

determinar el sitio de unión de los derivados a la ASH, se utilizó como marcador al SAL, el cual 

se conoce que se une al sitio I de la ASH con una elevada afinidad56.  
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  2.3.5.4 Estudios computacionales de unión a ASH 

 

Para analizar el modo de unión de los profármacos de AZT a la ASH se realizaron 

estudios computacionales en colaboración con el Dr. Sergio R. Ribone, investigador de 

UNITEFA-CONICET, en el Departamento de Ciencias Farmacéuticas, de la Facultad de 

Ciencias Químicas, UNC. 

Para determinar el modo de unión de todos los compuestos estudiados en el sitio  I, se 

sometieron a un protocolo de docking molecular utilizando la estructura cristalográfica de ASH 

complejada con AZT y ácido mirístico (Myr) como proteína blanco (código PDB: 3B9L)92. El 

ácido salicílico (SAL) fue sometido al mismo protocolo de docking molecular, pero utilizando el 

complejo cristalográfico de ASH y Myr conteniendo SAL (código PDB: 2I30)104.  

Los procedimientos de docking molecular se realizaron utilizando software desarrollado 

por OpenEye Scientific Software105. Para la realización de los estudios se empleó una estrategia 

de docking rígido exhaustivo, el cual se ejecutó a partir de dos etapas secuenciales: 1) una etapa 

de generación de librerías de confórmeros de los ligandos, que se realizó usando una barrera 

energética de 10 kcal/mol y utilizando el software OMEGA2.4.3106 y 2) los ensayos de docking 

se realizaron utilizando el método rígido y exhaustivo implementado por el software FRED107. 

En este caso, se utilizó la función de puntuación ChemGauss3 para evaluar y clasificar las 

posiciones de docking. Para conocer los potenciales modos de unión de los profármacos a la 

ASH, se seleccionaron las posiciones de docking de menor energía. 

 El cálculo de la energía de interacción se realizó utilizando la técnica Molecular 

Mechanics Poisson-Boltzmann surface area (MM-PBSA)108, implementada en  Amber17109. Para 

parametrizar a la ASH y a los ligandos, se utilizaron los campos de fuerza ff14SB y GAFF110, 

respectivamente. La energía de unión se calculó tomando en cuenta las energías de solvatación 

de las moléculas interactuantes, además de las energías de mecánica molecular (MM). La 

contribución de las energías de solvatación polar se calculó mediante el modelo de solvente 

implícito generalizado de Born (GB), mientras que la contribución no polar de la energía de 

solvatación dependió del área superficial accesible al solvente (SASA)111. Las interacciones 

intermoleculares se identificaron y representaron usando software VMD v.1.9.3. y LigPlot + 

v.1.4.5112,113. Se seleccionaron aquellos residuos que presentan una mayor interacción al realizar 

la descomposición energética. La suma de las energías de interacción con los residuos 

correspondientes, se correlacionó posteriormente con los resultados experimentales de unión a 

proteínas totales. 
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2.4 Estudios de permeabilidad intestinal 

 

2.4.1 Introducción 

 

La biodisponibilidad es la cantidad de fármaco administrado por vía oral que llega a la 

circulación sistémica después de ser absorbido desde la forma farmacéutica. La optimización de 

esta propiedad es uno de los objetivos más importantes para la industria farmacéutica, durante la 

fase de desarrollo de nuevos farmacos114.  

La cantidad de fármaco biodisponible depende de numerosos factores, entre los cuales se 

encuentran las propiedades fisicoquímicas de la molécula (peso molecular, pKa, lipofilicidad), su 

solubilidad, su estabilidad, el pH gastrointestinal, el vaciamiento gástrico, el tránsito intestinal y 

su vía de absorción, entre otros. Posterior a su absorción, el fármaco debe pasar hígado, donde 

será susceptible de sufrir lo que se conoce como “metabolismo de primer paso hepático”, 

fenómeno por el cual numerosos fármacos presentan una baja biodisponibilidad115. 

 Para optimizar la biodisponibilidad de un fármaco, se requiere el conocimiento de los 

procesos fisiológicos y moleculares relacionados con su absorción, como así también de las 

propiedades fisicoquímicas de las moléculas. De esta manera, es fundamental conocer la 

absorción intestinal del fármaco durante las etapas tempranas de su desarrollo. Para lograrlo, es 

necesario contar con modelos experimentales adecuados, los cuales deben ofrecer información 

cuantitativa sobre los mecanismos de absorción. 

 La absorción intestinal de un fármaco desde el lumen intestinal hacia la circulación 

sistémica, puede llevarse a cabo mediante cinco tipos principales de mecanismos, los cuales se 

describen brevemente a continuación (Figura 2.17)116. 
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Figura 2.17. Procesos mediante los cuales un fármaco puede atravesar el tejido intestinal para 

lograr su absorción. A: Pasaje paracelular; B: Difusión pasiva; C-F: Transporte facilitado; 

G: Transcitosis; H: Endocitosis. 

 

A) Pasaje paracelular: En este caso, el fármaco puede atravesar el tejido intestinal 

utilizando los poros intercelulares. Transcurre sin gasto energético y es impulsado por el 

gradiente de concentración. Este mecanismo tiene lugar fundamentalmente en la absorción 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) Difusión pasiva: Es la vía más utilizada por las moléculas lipofílicas de bajo 

peso molecular. Este mecanismo sigue la ley de Fick, por la cual, la cantidad de fármaco 

absorbido es proporcional al gradiente de concentración y al área de contacto (Figura 2.17; B). 

C-F) Transporte facilitado: Este mecanismo involucra la interacción específica 

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 fármacos atraviesan el epitelio 

intestinal mediante un gasto energético y pueden actuar contra un gradiente de concentración del 

sustrato. En el transporte pasivo, es necesario también un transportador de membrana, aunque 

opera sin gasto energético y es impulsado por la concentración del sustrato o por la presencia de 

un cotransportador (Figura 2.17; C-F). 

G) Transcitosis: Se puede definir como un determinado conjunto de fenómenos, 

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 acción 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 mayoría de las células de 

mamíferos para la absorción de macromoléculas. Se requiere gasto metabólico y la realizan 

algunos tipos de células especializadas, por ejemplo, las células del sistema retículo-endotelial. 

Es generalmente un mecanismo de absorción lenta que resulta de la fusión de vesículas 

endocíticas con los lisosomas que contienen altos niveles de actividad enzimática. La endocitosis 

puede involucrar también algunos receptores específicos (Figura 2.17; H). 

El enterocito (célula intestinal especializada) presenta diferentes características en su cara 

basal y apical, tanto en la estructura como en la función, por lo cual se las denomina “células 

polarizadas” (Figura 2.18). La superficie apical orientada hacia el lúmen intestinal se especializa 

en la absorción 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 sanguíneo117. En 

ambos lados del enterocito se expresan proteínas que intervienen en los procesos de transporte 

mencionados, tal como se muestra en la Figura 2.18. 

 

 

Figura 2.18. Distribución de proteínas de eflujo en el enterocito. 

 

La superficie apical de los enterocitos, presenta numerosas proyecciones en forma de 

dedos (100 nm de diámetro) llamadas “microvellosidades”, las cuales aumentan 

significativamente el área expuesta de la superficie apical, mejorando así la capacidad de 

absorción del tejido intestinal117,118. Sobre las microvellosidades, se encuentra el glicocalix, una 

red compuesta de glicoproteínas integrales de membrana, glucolípidos y enzimas que catalizan 

las etapas finales en la digestión de carbohidratos y proteínas. La acción de estas enzimas 

Lumen 
Intestinal
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produce monosacáridos y aminoácidos, que se transportan a través del epitelio intestinal y 

finalmente al torrente sanguíneo117.  

 Las células epiteliales, contienen un conjunto de proteínas 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 energía 119,120. Dependiendo de su función y ubicación, pueden 

aumentar o disminuir la permeabilidad de un fármaco (Figura 2.18). 

Las principales proteínas de esta familia son la glicoproteína P (P-gp) y la proteína 

asociada a la resistencia múltiple de fármacos tipo 1 (MRP-1, por sus siglas en inglés). Ambas 

están presentes en diversos tejidos del organismo, y son capaces de transportar sustratos con 

estructuras muy diversas, exhibiendo la función de mediar el eflujo de sustancias desde el 

interior celular, muchas de ellas tóxicas, y por lo tanto cumplen un rol fisiológico de protección 

para la célula. En el intestino P-pg se encuentra en la membrana apical, y expulsa los 

xenobióticos desde el interior del enterocito hacia el lumen intestinal. En cambio, MRP-1 está 

presente en la cara basal, y promueve el flujo de sustratos hacia la circulación enterohepática. La 

expresión de los transportadores a lo largo del tracto gastrointestinal es variable. En particular, P-

gp aumenta su expresión hacia los segmentos distales del intestino, mientras que MRP-1 

presenta mayor abundancia en el segmento proximal y disminuye hacia los segmentos distales121. 

 Otro punto a tener en cuenta es la presencia de carboxilesterasas (CES) en la mucosa 

intestinal y en el interior  del enterocito 40,122, ya que los profármacos pueden ser metabolizados 

durante el pasaje por el mismo. Este proceso también puede ser beneficioso si mejora algún 

aspecto en la absorción intestinal del fármaco original122. Las CES, desempeñan un papel 

fundamental en la hidrólisis de una variedad de fármacos y profármacos que presentan una 

función éster, amida o carbamato40,41. Las CES son isoenzimas que se pueden clasificar en 5 

subfamilias denominadas CESh1-CESh5 de acuerdo con la homología en su secuencia. La 

mayoría de las CES identificadas al momento pertenecen a las subfamilias CESh1 o CESh2. La 

primera hidroliza principalmente sustratos con un grupo alquilo más pequeño y un grupo acilo 

más grande, mientras que también se han reportado excepciones en donde su amplia cavidad 

catalítica también permite que se reconozcan ésteres de alcoholes más voluminosos. Por el 

contrario, la enzima CESh2 reconoce sustratos con grupos alquilo más grandes y grupos acilo 

más pequeños40,41. En el intestino delgado solo se expresa CESh2122. 

Particularmente, AZT presenta una biodisponibilidad oral relativamente baja (65 ± 15%), 

pero que está asociada a una alta variabilidad intra e inter-paciente123. A su vez, se ha informado 

que AZT es sustrato de proteínas de eflujo presentes en diversas tejidos, tales como en el sistema 

nervioso central (SNC), en las células del sistema inmune y en el epitelio intestinal124,125, estando 
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éste último directamente relacionado con sus problemas de biodisponibilidad oral. El eflujo que 

sufre AZT a nivel intestinal está mediado principalmente por la P-gp 58. 

 

2.4.2 Objetivos 

 

 Dada la permeabilidad intestinal subóptima 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 absorción optimizada respecto de AZT. 

 

2.4.3 Diseño experimental 

 

Teniendo en cuenta la gran variedad de fenómenos que tienen lugar durante el pasaje de 

un profármaco por la membrana intestinal, se seleccionó un modelo ex vivo que emplea 

segmentos intestinales completos aislados de rata126, conocido por el nombre de técnica del saco 

intestinal evertido de ratas. Dicha técnica ha sido utilizada con anterioridad en el grupo de 

investigación donde se realizó el presente Trabajo de Tesis57,58,127. Éste es un modelo 

conveniente, ya que se mantienen las características 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 solución 

conteniendo la sustancia a evaluar, posibilitando así la determinación de parámetros relacionados 

a la cinética de permeación a través del tejido, involucrando tanto a los transportadores de 

membrana como a los procesos de difusión pasiva. Otra característica de relevancia que presenta 

este diseño 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 

información de gran valor y utilidad128–130.  

 Para que el ensayo sea válido, 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 síntesis y purificación de profármacos son habitualmente procesos 

laboriosos y de costos elevados. Así, el volumen de solución en la cual se disuelve el compuesto 

a ensayar es mayor que el de otras metodologías existentes, de manera que la solubilidad del 

compuesto a evaluar, usualmente no es un factor limitante en la ejecución del experimento. Ésto, 

junto con el pequeño volumen de la solución en la cual se colecta de muestra del ensayo de 

permeación, facilita notablemente el análisis cuantitativo, por lo cual no se requieren límites de 

cuantificación extremadamente bajos. Asimismo, es necesario una minuciosa manipulación del 
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tejido durante el armado del dispositivo, a fin de no dañar 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 eversión, de manera tal que la mucosa intestinal 

responsable de la absorción 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 cánula que permite la 

introducción del medio fresco (solución serosal) y la toma de muestras desde el interior del 

segmento. Posteriormente, el tejido se incuba en la solución que contiene la sustancia en estudio 

(solución mucosal), la cual difunde hacia el interior del segmento intestinal, desde donde se 

recolectan las muestras por medio de la cánula y se la prepara para su posterior cuantificación. 

 

 

Figura 2.19 Esquema del dispositivo utilizado para el ensayo de permeación intestinal 

empleando el modelo del saco intestinal evertido. 

 

 De acuerdo al diseño experimental, los dispositivos se incuban a 37 °C y se extraen 

muestras de la solución serosal a distintos tiempos, cuantificándose el analito proveniente de la 

solución mucosal por difusión a través del segmento intestinal. A partir de los datos obtenidos, se 

grafica la cantidad de analito acumulado en la solución serosal en función del tiempo. Mediante 

un análisis de regresión lineal simple, se obtiene una recta cuya pendiente corresponde al flujo de 

permeación (F, μg/min), el cual es una medida directa de la cantidad de fármaco 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) según las ecuaciones 2.12 y 2.13.  

 

                           𝑷𝒂𝒑𝒑 =
𝐹

𝑆𝑢𝑝𝑒𝑥𝑝 𝑥 𝐶𝑖
      (Ec. 2.12) 

                              𝑆𝑢𝑝𝑒𝑥𝑝 = 2𝜋𝑟ℎ      (Ec. 2.13) 

 

 en donde, Supexp es la superficie del segmento intestinal expuesto a la solución mucosal, 

Ci es la concentración inicial del fármaco en la solución mucosal, r es el radio promedio del 

segmento intestinal (0,4 cm) y h es el largo del segmento intestinal disponible para la 

permeación (10 cm). El Papp representa una medida directa del grado de permeabilidad del 

fármaco y refleja su velocidad de transporte a través del tejido intestinal 58,127,131–133. 

 El Papp depende tanto de F como de la Supexp para la absorción, por lo tanto, para obtener 

resultados comparables es indispensable emplear segmentos intestinales de igual tamaño (r = 0,4 

cm y h = 10 cm) originando así, una Supexp = 25,13 cm2 (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 experimentación, los cuáles a su vez son manipulados siguiendo las normas de buenas 

prácticas de uso de animales de laboratorio134–136. Cabe destacar, que los procedimientos 

utilizados fueron revisados y aprobados por el Comité de Ética de la Facultad de Ciencias 

Químicas, UNC. (Res. Nº 138/07), quienes regulan el uso de animales en protocolos 

experimentales. Los valores se informan como la media de las determinaciones con su 

correspondiente desviación estándar. La comparación entre los valores de Papp calculados, se 

realizó mediante un análisis de ANOVA de una vía, mientras que, al comparar más de un grupo 

de resultados, fue necesario la aplicación del test t de Student. Se consideró como 

estadísticamente significativo un valor de p < 0,05. 

 

2.4.4 Resultados y discusiones 

 

2.4.4.1 Viabilidad del tejido intestinal y estabilidad química 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. Éstos, consistieron en medir la capacidad 

que tienen los segmentos intestinales para concentrar activamente glucosa desde la solución 
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mucosal hacia la solución serosal137. Para ello, se cuantificó la cantidad de glucosa presente en la 

solución serosal, siguiendo el procedimiento detallado en la sección 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 solución 

serosal durante los 60 min que duró el estudio, indicando que el tejido se mantuvo viable y 

conserva su integridad (Figura 2.20). 

 

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

 

Previo a los estudios de permeación intestinal, fue necesario determinar la estabilidad 

química de AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi, aplicando la misma metodología 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 profármacos 1-3 son estables en 

las condiciones experimentales por el tiempo que duró 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 fármaco 0,50 y 1,00 x 10-3 M. Se evaluaron en yeyuno proximal, debido a que 

según reportes previos, en este segmento AZT presenta una permeabilidad mediada por 

mecanismos de transporte saturable y sufre fenómenos de eflujo138
. 

Se observó 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 difusión entre la 

concentración de fármaco y el tejido intestinal necesarios para alcanzar un estado estacionario en 

el proceso de permeación. La Figura 2.21.B, muestra los µg acumulados de AZT en la solución 

serosal en función del tiempo, como resultado de la permeación 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 x10-3 M), para cada una se realizó el ensayo por triplicado y luego se promedian los 

valores de F y del Papp. 

 

 

Figura 2.21. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT concentración 0,5 y 1,0 x10-3 M. A) 

Moles permeados en función del tiempo. B) µg acumulados de AZT en función del tiempo. 

 

µg acum AZT (0,5 x10-3 M). = 0,78 (±0,02) tiempo (min) – 6,24 (±0,64)     Ec. 2.14 

n = 6; r2 = 0,992; ds = 0,08; F = 641,66 

 

µg acum AZT (1,0 x10-3 M). = 1,82 (±0,05) tiempo (min) – 15,71 (±2,10)   Ec. 2.15 

n = 6; r2 = 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 condición, obteniéndose un valor promedio de 0,9 (± 0,1) y 1,8 (± 0,2) 

µg/min, para una solución mucosal de AZT de 0,5 y 1,0 x10-3 M, respectivamente. A partir de 

los valores de F y utilizando las Ecs 2.12 y 2.13, se determinó el valor del Papp, siendo 2,9 (± 

0,3) y 2,7 (± 0,3) x10-4 cm/min para una concentración de AZT de 0,5 y 1,0 x10-3 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 concentración de AZT en la solución los 

valores de Papp son estadísticamente similares, consistente con la intervención de mecanismos de 

difusión pasiva a través del segmento intestinal. Esta conclusión concuerda con los resultados 

reportados previamente en nuestro grupo de investigación138. 
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Tabla 2.8. Valores de F y Papp para las diferentes concentraciones de AZT 

 
Concentración   

 (M) 

F 

(µg/min) 

Papp  

(x10-4 cm/min) 

AZT 
0,5 x 10-3 M 0,9 (± 0,1) 2,9 (± 0,3) 

1,0 x 10-3 M 1,8 (± 0,2) 2,7 (± 0,3) 

 

Debido a que AZT es sustrato de proteínas de eflujo a nivel intestinal 57,58, se realizaron 

ensayos de permeación en presencia de verapamilo (VER), el cual es un inhibidor de las 

proteínas de eflujo tales como P-gp y MRP-1. Para realizar estos estudios se empleó una 

concentración de AZT de 1,0 x 10-3 M, añadiendo VER a la solución mucosal (1,0 x 10-3 M + 

VER). La concentración de VER empleada fue de 1,0 x 10-4 M, la cual se seleccionó de acuerdo 

a los reportes bibliográficos que demuestran que dicha concentración es capaz de inhibir a la P-

gp y a su vez no resulta citotóxica para el enterocito58,124,139,140. De esta manera, se analizó la 

influencia de las proteínas de eflujo, observando los moles permeados y los µg acumulados de 

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

 

 

 

Figura 2.22. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT concentración 1,0 x 10-3 M y 1,0 x 10-

3M +VER. A) Moles permeados de AZT en función del tiempo. B) µg acumulados de AZT en 

función del tiempo. 

 

µg acum AZT (1,0 x 10-3 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 10-3M +VER), es inferior en todos los tiempos comparado con los 

moles permeados en el ensayo sin la presencia del inhibidor (1,0 x 10-3M). Esto se traduce en un 

menor flujo de AZT en los ensayos con VER (Figura 2.22.B). Luego del correspondiente análisis 

de regresión 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 10-3M +VER) 

Derivado 
Concentración  

(M) 

F 

(µg/min) 

Papp 

(x10-4 cm/min) 

AZT 1,0 x 10-3 M + VER 1,2 (± 0,1) 1,7 (± 0,2) 

 1,0 x 10-3 M 1,8 (± 0,2) 2,7 (± 0,3) 

 

En yeyuno proximal, la expresión de MRP-1 es mayoritaria con respecto a P-gp, y se 

encuentra a nivel basal, promoviendo el paso de las sustancias a circulación enterohepática121. Si 

un compuesto es sustrato de MRP-1, se espera observar una disminución en el valor de Papp al 

realizar el ensayo de permeabilidad en presencia de VER evidenciando un fenómeno de influjo a 

nivel intestinal. A partir de los resultados detallados en la Tabla 2.9, se puede afirmar que se 

determinó 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 fenómeno es consistente 

con lo descripto en diversos trabajos científicos124,141,142. 

 

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

  

Los estudios de permeabilidad intestinal para AZT-Suc se realizaron evaluando una 

concentración de 1,0 x 10-3 M en la solución mucosal. Durante los ensayos se monitoreó en la 

solución serosal la presencia de AZT-Suc, como así también la aparición del AZT regenerado 

(AZTreg) como producto de degradación (Figura 2.23.A). 
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Figura 2.23. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Suc 1,0 x 10-3 M. Moles permeados en 

función del tiempo para A) AZT-Suc y AZTreg y para B) AZTeq y AZT como tal en la solución 

mucosal. 

 

Como se puede apreciar en la Figura 2.23.A, una fracción 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 fracción 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 solución serosal, se calcularon los moles equivalentes de AZT 

(AZTeq) y se observó que los mismos son inferiores en todos los tiempos, con respecto a los 

detectados en los estudios realizados para AZT en una concentración de 1 x 10-3 M (Figura 

2.23.B). 

A partir de los moles presentes en la solución serosal para AZT-Suc y AZTeq, se 

calcularon los µg acumulados en función 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 (± 0,05) y 0,79 (± 0,06) µg/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 10-4 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. µg acumulados de AZT-Suc y 

AZTeq en función del tiempo. 

 

µg acum AZT-Suc (1,0 x10-3 M). = 0,454 (±0,02) tiempo (min) –2,99 (±0,08)  Ec. 2.16 

n = 6; r2 = 0,999; ds= 0,07; F = 46745,7 

 

µg acum AZTeq (1,0 x10-3 M). = 0,795 (±0,01) tiempo (min) –4,54 (±0,26)     Ec. 2.17 

n = 6; r2 = 0,999; ds= 0,07; F = 1470,15 

 

Tabla 2.10. Valores de F y Papp para AZT-Suc y AZTeq (1 x10-3 M.) 

 

 

 

 

 

En ambos casos, se observó que el Papp para AZT-Suc y AZTeq es inferior al obtenido 

para AZT en solución mucosal (2,7 (± 0,3) x 10-4 cm/min), indicando que el derivado 1 presenta 

una permeabilidad intrínseca inferior a la del principio activo. Ello podría estar asociado a sus 

propiedades fisicoquímicas, como por ejemplo su aumentada hidrofilicidad, como así también a 

la acción de proteínas de eflujo. 

Para determinar si AZT-Suc y el correspondiente AZTreg producido durante el proceso 

de permeación son sustratos de proteínas de eflujo, se evaluó la permeabilidad del derivado 1 

utilizando una concentración de 1 x 10-3 M en presencia de VER en la solución mucosal (Figura 

2.25). 

 

Especie F (µg/min) Papp (x 10-4 cm/min) 

AZT-Suc 0,48 ± 0,05 0,52 ± 0,06 

AZTeq 0,79 ± 0,06 1,17 ± 0,02 
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Figura 2.25. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Suc 1,0 x 10-3 M en ausencia y 

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

tiempo. 

Analizando los moles detectados en la solución serosal en presencia de VER en función 

del tiempo, se determinó 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 

intervención de un fenómeno 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). 

 

Figura 2.26. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT-Suc 1,0 x 10-3 M en ausencia y 

presencia de Verapamilo. µg acumulados de AZT-Suc y AZTeq en función del tiempo. 

 

µg acum AZT-Suc= 0,36 (±0,01) tiempo (min) –1,60 (±0,02)                  Ec. 2.18 

  n = 6; r2 = 0,998; ds= 0,06; F = 3755,9                                     

 

µg acum. AZTeq= 0,88 (±0,02) tiempo (min) –4,42 (±0,03)        Ec. 2.19 

n = 6; r2 = 0,998; ds= 0,06; F = 2152,5           

                       

Tabla 2.11. Valores de F y Papp 1 x 10-3 M y 1 x 10-3 M +VER, para AZT-Suc y AZTeq. 

Derivado Concentración  
F 

(µg/min) 

Papp 

(cm/min) 

AZT-Suc 
1 x 10-3 M 0,48 ± 0,14 0,52 ± 0,06 

1 x 10-3 M + VER 0,36 ± 0,02 0,38 ± 0,02 

AZTeq 
1 x 10-3 M 0,79 ± 0,06 1,17 ± 0,02 

1 x 10-3 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 confirmó que el coeficiente 

de permeabilidad es levemente inferior en el ensayo con el inhibidor, confirmando que este 

derivado es reconocido por proteínas 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 proteínas de eflujo 

no modifican la permeabilidad global obtenida a partir de AZT-Suc (Tabla 2.11). Esto podría 

traducirse en una potencial optimización en la biodisponibilidad del fármaco a nivel intestinal. 

 

A modo de evaluar si los cambios en la concentración de AZT-Suc en la solución 

mucosal afectan el valor de Papp, se trabajó con tres concentraciones más, 0,38; 0,50; 0,70 x 10-3 

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 Concentración 

(x 10-3 M) 

F 

(µg/min) 

Papp 

(x 10-4 cm/min) 

AZT-Suc 

0,38 0,11 ± 0,04 0,29 ± 0,05 

0,50 0,17 ± 0,03 0,33 ± 0,01 

0,70 0,25 ± 0,02 0,37 ± 0,01 

1,00 0,45 ± 0,02 0,48 ± 0,02 
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Figura 2.27. Representación del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) de AZT-Suc vs. 

concentración de la solución mucosal. 

 

 Papp AZT-Suc= 0,28 (± 0,04) x 10-3 M + 0,18 (± 0,03)       Ec. 2.20 

n = 4; r2= 0,942; ds = 0,03; F = 49,419 

 

Del análisis de los valores de Papp obtenidos con respecto a la variación de la 

concentración de AZT-Suc en la solución mucosal, se observa que éstos no son estadísticamente 

equivalentes, sino que el Papp aumenta de conforme aumenta la concentración del profármaco 

(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 concentración del 

derivado en la solución mucosal. Es de destacar que en el rango de concentraciones evaluadas no 

se produce una saturación del sistema de transporte. 

 

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

 

Se evaluó una concentración de AZT-Glu en la solución mucosal de 1 x 10-3 M (Figura 

2.28.A). Se detectó la presencia de AZTreg en la solución serosal, indicando que AZT-Glu está 

siendo metabolizado durante su pasaje a través del segmento intestinal. Cabe destacar que, la 

cantidad de moles de AZT-Glu en la solución serosal es mayoritaria, indicado que la fracción de 

profármaco 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 solución serosal, se calcularon los moles equivalentes de AZT (AZTeq) y se 

observó que los mismos aumenta durante todo el ensayo, pero son inferiores con respecto a los 

detectados en los estudios realizados para AZT en una concentración de 1 x 10-3 M (Figura 

2.28.B). 
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Figura 2.28. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT-Glu 1,0 x 10-3 M. Moles permeados en 

función del tiempo para A) AZT-Glu y AZTreg y para B) AZTeq y AZT como tal en la solución 

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. 2.21 y 

2.22). determinándose valores de Papp de 1,32 (± 0,06) y 1,61 (± 0,02) x 10-4 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 (± 0,3) x 10-4 cm/min), demostrando que este derivado logra 

atravesar con una menor eficiencia el tejido intestinal.  

 

Figura 2.29 Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Glu (1,0 x10-3 M). µg acumulados de 

AZT-Glu y AZTeq en función del tiempo. 

 

µg acum. AZT-Glu. = 0,75 (±0,03) tiempo (min) –5,40 (±1,15)   Ec. 2.21 

n = 6; r2 = 0,992; ds= 1,5; F = 648,7        

                             

µg acum AZTeq= 1,09 (±0,06) tiempo (min) –7,67 (±0,70)   Ec. 2.22 

n = 6; r2 = 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. Concentración 1 x 10-3 M. 

 

 

 

  

 

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

intestinal, se determinó realizando ensayos de permeabilidad en presencia de VER y utilizando 

una concentración fija de AZT-Glu de 1 x 10-3M (Figura 2.30). 

 

 

 

 

Figura 2.30. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Glu 1,0 x 10-3 M en ausencia y 

presencia de Verapamilo. Moles permeados para A) AZT-Glu y para B) AZTeq en función 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 intervención de fenómenos de eflujo 

durante el pasaje del derivado 2. Dicha tendencia también se observó para los AZTeq (Figura 

2.30.B).  Para profundizar el análisis, se determinaron los valores de F y Papp (Figura 2.31, 

Ecs.2.23 y 2.24 y Tabla 2.14) 

 F (µg/min) Papp (x 10-4 cm/min) 

AZT-Glu 1,23 ± 0,06 1,32 ± 0,06 

AZTeq 1,09 ± 0,06 1,61 ± 0,02 
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Figura 2.31. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Glu 1,0 x 10-3 M en ausencia y 

presencia de Verapamilo. µg acumulados de AZT-Glu y AZTeq en función del tiempo. 

 

µg acum. AZT-Glu = 2,21 (±0,01) tiempo (min) –7,16 (±0,04)  Ec. 2.23 

n = 6; r2 = 0,999; ds= 0,14; F = 62133,1                                     

 

µg acum AZTeq= 1,99 (±0,01) tiempo (min) – 7,93 (±0,05)   Ec. 2.24 

n = 6; r2 = 0,999; ds= 0,34; F = 19907,1 

Al determinar el Papp para AZT-Glu y AZTeq en presencia de VER, se observó que los 

mismos son estadísticamente 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 x10-3 M y 1 x10-3 M +VER, 

para AZT-Glu y AZTeq. 

Derivado Concentración  
F 

(µg/min) 

Papp 

(cm/min) 

AZT-Glu 
1 x10-3 M 1,23 ± 0,06 1,32 ± 0,06 

1 x10-3 M + VER 2,21 ± 0,02 2,41 ± 0,02 

AZTeq 
1 x10-3 M 1,09 ± 0,06 1,61 ± 0,02 

1 x10-3 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 función de dichas 

proteínas. 

0 10 20 30 40 50 60

0

20

40

60

80

100

120

140
 AZT-Glu 1 x10

-3
M

 AZT-Glu 1 x10
-3
M+VER

 AZTeq 1 x10
-3
M

  AZTeq 1 x10
-3
M +VER

µ
g

 a
c
u

m
u

la
d

o
s
 

Tiempo (min)



2. Síntesis y evaluación biofarmacéutica de profármacos AZT-Espaciador 

67 

 

Si bien este derivado no presenta una permeabilidad intrínseca superior a la de AZT 

como tal y que es sustrato de proteínas de eflujo, es destacable que evidenció un menor grado de 

metabolismo durante el pasaje por la membrana intestinal que el profármaco AZT-Suc. 

 

2.4.4.5 Estudios de permeabilidad intestinal de AZT-Adi (3) 

 

Se evaluaron las propiedades de permeación de AZT-Adi, a una concentración de 1 x 10-

3 M (Figura 2.32.A). En la solución serosal se pudo observar que AZT-Adi, al igual que los otros 

profármacos 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 solución serosal, se calcularon los moles 

AZTeq y se observó que los mismos son inferiores con respecto a los detectados en los estudios 

realizados para AZT en una concentración de 1 x 10-3 M (Figura 2.32.B). 

 

 

Figura 2.32. Ensayos de permeabilidad intestinal de AZT-Adi 1,0 x 10-3 M. Moles permeados en 

función del tiempo para A) AZT-Adi y AZTreg y para B) AZTeq y AZT como tal en la solución 

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 x10-3 M). µg acumulados de 

AZT-Adi y AZTeq en función del tiempo. 

 

µg acum. AZT-Adi (1,0 x10-3 M). = 0,19 (±0,01) tiempo (min) – 0,84 (±0,17)        Ec. 2.25 

n = 6; r2 = 0,997; ds= 0,4; F = 1788,8 

  

µg acum. AZTeq (1,0 x10-3 M). = 1,09 (±0,06) tiempo (min) –7,67 (±0,70) Ec. 2.26 

n = 6; r2 = 0,994; ds= 0,4; F =786,9 

 

 

 

Tabla 2.15. Valores de F y Papp para de AZT-Adi y AZTeq. Concentración 1 x10-3 M. 

 

 

 

 

 

 A la concentración evaluada, AZT-Adi presentó un Papp inferior que AZT y que resto de 

los derivados evaluados (1 y 2). Esto también se observó al evaluar el Papp para los AZTeq, 

indicando que AZT-Adi presenta un grado de permeabilidad intrínseca 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 y utilizando 

una concentración de AZT-Adi de 1 x10-3M (Figura 2.34). 
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Especie F (µg/min) Papp (x 10-4 cm/min) 

AZT-Adi 0,19 ± 0,02 0,20 ± 0,01 

AZTeq 0,46 ± 0,09 0,68 ± 0,10 
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Figura 2.34. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Adi 1,0 x 10-3 M en ausencia y 

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

tiempo 

 

 Al realizar los ensayos de permeabilidad intestinal de AZT-Adi en presencia de VER, se 

observó que la cantidad de moles que pueden atravesar el epitelio no son similares a los 

determinados sin el inhibidor, determinándose 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 solución 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). 

 

Figura 2.35. Ensayo de permeabilidad intestinal de AZT-Adi (1,0 x 10-3 M) en ausencia y 

presencia de Verapamilo. µg acumulados de AZT-Adi y AZTeq en función del tiempo. 

 

µg acum. AZT-Adi= 0,35 (±0,02) tiempo (min) – 3,97 (±0,63)               Ec. 2.27 

n = 6; r2 = 0,987; ds= 0,1; F = 222,43          

                            

 µg acum. AZTeq = 0,59 (±0,03) tiempo (min) –6,09 (±0,01)         Ec. 2.28 

n = 6; r2 = 0,989; ds= 0,4; F =451,6          
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Tabla 2.16. Valores de F y Papp 1 x10-3 M y 1 x10-3 M +VER, para AZT-Adi y AZTeq. 

 

Derivado Concentración  
F 

(µg/min) 

Papp 

(cm/min) 

AZT-Adi 
1 x10-3 M 0,19 ± 0,02 0,20 ± 0,01 

1 x10-3 M + VER 0,38 ± 0,03 0,39 ± 0,05 

AZTeq 
1 x10-3 M 0,46 ± 0,09 0,68 ± 0,10 

1 x10-3 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 fenómenos de eflujo a nivel apical 

especialmente para AZT-Adi (Tabla 2.16). En consecuencia, se concluye que este derivado está 

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 concentración de AZT-Adi de 0,5 x 10-3 M debido a que la 

fracción de profármaco y de principio activo que atraviesan la membrana intestinal caen por 

debajo del límite de cuantificación.  

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 intrínseca menor que la de AZT como tal, presentado el siguiente 

orden 3 < 1 < 2 < AZT. A pesar de su baja permeabilidad, se observó 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 

circulación enterohepática. 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 hígado 

antes de llegar a circulación sistémica. Por otro lado, se determinó que una fracción 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 fenómeno en menor 

medida.  

 Para conocer si los derivados AZT-Espaciadores (y el AZTreg que se produce a partir de 

ellos) son o no sustratos de proteínas de eflujo, se determinó la permeabilidad de los mismos en 

presencia de VER. En el caso de AZT-Suc se pudo observar una leve disminución en el Papp 
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indicando la acción de proteínas de eflujo a nivel basal. En cambio, para AZT-Glu y AZT Adi 

se observó 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 concentración del derivado en la solución mucosal, 

evidenciando una difusión 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 

determinó una permeabilidad intrínseca inferior a AZT, asociada a una baja tasa de regeneración 

de AZT durante el pasaje por el tejido intestinal57. A su vez la difusión de AZT-Oxa a través del 

tejido intestinal demostró que el Papp aumenta conforme aumenta la concentración en la solución 

mucosal57, evidenciando una difusión facilitada de manera similar al descripto para AZT-Suc. 

Así, 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 Preparación de las soluciones mucosales y serosales 

 

 La preparación de la solución mucosal de cada profármaco (AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-

Adi), se realizó 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 concentración desde los 0,38 x10-3 M a 1 x10-3 M, según corresponda. El medio de cultivo 

TC199, se preparó según las indicaciones del proveedor, ajustando el pH final a 7,4 y sometido a 

burbujeo con gas carbógeno (5:95 CO2: O2), termostatizando la solución resultante a 37 °C. Las 

condiciones descriptas permitieron asegurar la viabilidad del tejido intestinal durante el tiempo 

que dura el ensayo. 

La solución de verapamilo (VER), se preparó pesando 25 mg, los cuáles fueron 

solubilizados en 50 mL de TC199, obteniéndose una concentración de 1,0 x 10-4M. La solución 

serosal utilizada, estaba compuesta de medio de cultivo TC199 termostatizado a 37 °C y saturado 

con gas carbógeno. 
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  2.4.6.2 Obtención 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 administración 

intraperitoneal de una solución de uretano (1000 mg/Kg). Posteriormente, se les realizó una 

incisión de 2 cm en la línea de la cavidad abdominal, se aisló el estómago 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 obtención del tejido, los animales se sacrificaron mediante la 

administración de dióxido de carbono. 

 

  2.4.6.3 Montaje del dispositivo de permeación 

 

El segmento de yeyuno proximal aislado se colocó en una varilla de vidrio y se procedió 

a evertirlo. Luego, se lo insertó en una cánula de vidrio (0,2 cm de diámetro) y se sujetó el 

segmento en su extremo superior. En el extremo inferior se colocó una pesa de 10 g para 

mantener estirado el segmento intestinal. Luego se ligó el extremo inferior del tejido a la cánula, 

quedando expuestos 10 cm de tejido intestinal para el proceso de permeación. El segmento 

intestinal conteniendo la cánula en su interior, fue colocado en medio de cultivo TC199 y 

termostatizado a 37 °C, saturando la solución con gas carbógeno. En el interior del saco 

intestinal se adicionó 1 mL de la solución serosal y se lo dejó 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 µL de solución serosal cada 10 min 

durante una 1 h. Se cuantificó la glucosa presente en las muestras, utilizando un kit comercial 

(Wiener Lab) para este fin. El protocolo de trabajo empleado consistió en incubar a 37 °C por 10 

min, los 20 μL de la muestra con 2 mL de solución de trabajo, compuesta por 50% de agua 

destilada, 5% de 4-aminofenazona 25 mM en buffer TRIS (0,92 M), el 5% de una solución de 

fenol 55 mM y 0,3% de glucosa oxidasa 1000 U/mL y peroxidasa 120 U/mL. La absorbancia 

correspondiente de la muestra se midió utilizando un espectrofotómetro UV-Vis, a una longitud 

de onda de 505 nm. 
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  2.4.6.5 Toma, preparación y cuantificación de las muestras 

 

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

solución mucosal. En el interior del segmento intestinal, se colocó 1 mL de solución serosal por 

medio de una cánula insertada en su interior. Transcurridos 10 min, se retira el volumen 

agregado y se lava con 1 mL de solución serosal, tras lo cual se vuelve a introducir 1 mL de 

solución serosal fresca. De esta manera, la muestra de permeación está compuesta por 2 mL 

provenientes de la solución serosal retirados del interior de la cánula (muestra de permeación + 

muestra de lavado), a los cuales se le adicionó 80 µL de HCl 2 M y 50 µL de EI. La solución de 

EI para la cuantificación de AZT, AZT-Suc y AZT-Adi, fue preparada utilizando AZT-Glu 

(0,15 mg/mL), mientras que para AZT-Glu, se utilizó una solución de AZT-Suc (0,15 mg/mL). 

Este procedimiento se repitió cada 10 min durante 60 min. Luego se acondicionaron las muestras 

por extracción en fase sólida y posteriormente se cuantificaron mediante los métodos analíticos 

desarrollados y validados para tal fin, los cuáles se describen en el Capítulo 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 síntesis de profármacos más complejos, conteniendo 

aminoácidos esenciales como complemento molecular (AZT-Espaciadores-Aa-O-met). Debido a 

que estos últimos pueden ser metabolizados generando como producto los AZT-Espaciadores 

correspondiente, se evaluaron propiedades de estabilidad química y plasmática, unión a proteínas 

plasmática 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 utilización de diácidos de diferente longitud de cadena alquílica lineal, ampliando así el 

espacio químico disponible de ser explorado para la síntesis de este tipo de profármacos de AZT. 

 Se evaluó la estabilidad química de los derivados en soluciones de pH 2,0, 7,4 y 10,0 

obteniendo buenos y prometedores perfiles de estabilidad. Se determinó que AZT-Suc, AZT-

Glu y AZT-Adi pueden regenerar AZT en condiciones alcalinas, y que estos presentan un perfil 

de estabilidad química superior con respecto a AZT-Oxa. Asimismo, los derivados 1-3 

demostraron que al aumentar la separación de los grupos carbonilos disminuye la estabilidad en 

soluciones acuosas, probablemente debido a un efecto de catálisis intramolecular que no fue 

estudiado en mayor detalle debido a que no forma parte de los objetivos de este Trabajo de Tesis. 

 Con relación a los estudios en plasma humano, se pudo observar que los nuevos 

derivados también presentan buena estabilidad plasmática, siendo AZT-Suc el que exhibe el 

mayor t1/2. En cuanto a la unión a proteínas plasmáticas, 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 ácidos evaluados fueron desplazados 

por el marcador del sitio I (SAL) de la ASH, confirmando su afinidad por este sitio. Éstos 

estudios se complementaron mediante estudios teóricos de unión a ASH, en los cuales se observó 

que AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi presentan interacciones similares a SAL, confirmando que 

se unen al sitio I de la ASH, estableciendo interacciones del tipo iónico con Arg257, aumentando 

así 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 conducirían a una disminución en la tasa de 
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metabolismo hepático del AZT debido a que en su forma de profármaco, no son hidrolizados 

completamente durante el pasaje por el segmento intestinal, lo cual inhibiría el metabolismo que 

presenta AZT a nivel hepático.  

Para estudiar si 1-3 y el AZTreg que se produce a partir de éstos, son o no sustratos de 

proteínas de eflujo, se determinó la permeabilidad intestinal de los mismos en presencia de VER. 

En estos ensayos se pudieron observar diversos fenómenos de eflujo a nivel intestinal. 

Particularmente para AZT-Glu y el correspondiente AZTreg, se observó una mayor acción de 

proteínas de eflujo a nivel basal. Dicho fenómeno tuvo lugar en menor medida, para AZT-Adi. 

En cambio, AZT-Suc presentó una leve disminución del Papp, indicando la intervención de 

fenómenos 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 podría traducirse en una potencial optimización en la biodisponibilidad 

del fármaco a nivel intestinal 

En el caso particular de AZT-Suc, se observó que el Papp depende de la concentración del 

derivado en la solución mucosal, evidenciando un mecanismo de difusión facilitada. 

Sobre la base de lo discutido, se puede concluir que los profármacos AZT-Suc, AZT-Glu 

y AZT-Adi presentan mejores propiedades biofarmacéuticas que AZT-Oxa, en cuanto a una 

mayor estabilidad química, enzimática y a un aumento en la afinidad por la ASH. Esto lleva a la 

conclusión que al separar los grupos carbonilos presentes en el “espaciador”, se pueden modular 

las propiedades mencionadas anteriormente.  
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Capítulo 3: Síntesis y evaluación biofarmacéutica de 
profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met  

 Los profármacos pueden estar diseñados para superar diversos aspectos subóptimos de 

los principios activos, como una baja solubilidad acuosa,  una baja biodisponibilidad oral o una 

corta duración de la acción143. Con el fin de aumentar la biodisponibilidad de un fármaco se 

emplean diversas estrategias, como por ejemplo, mejorar su solubilidad acuosa, optimizar su 

absorción intestinal, o bien disminuir el grado de metabolismo38. 

 La absorción intestinal por difusión pasiva de un principio activo, depende de sus 

propiedades fisicoquímicas como la lipofilicidad, el grado de ionización, etc. Normalmente los 

fármacos que presentan un peso molecular bajo o medio y que se encuentran no ionizados, son 

absorbidos a través de las membranas por difusión pasiva, a favor de un gradiente de 

concentración. La velocidad de dicha difusión está regida por la ley de Fick, y será mayor cuanto 

mayor sea el gradiente de concentración y menor sea el peso molecular y la hidrofilicidad de la 

molécula. En cambio, la difusión facilitada, depende de que los transportadores de membrana 

reconozcan a las moléculas, y de esta forma aumentan su permeabilidad. En particular, los 

profármacos que contienen aminoácidos 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 absorción del principio activo44. Uno de los 

casos más representativos, es la conjugación de aciclovir con el aminoácido esencial l-valina, 

para generar valaciclovir (Valtrex®), que presenta una biodisponibilidad oral 3-5 veces mayor 

que el principio activo original44,144. Esta misma estrategia fue aplicada para obtener 

valganciclovir (Valcyte®) el cual presenta una biodisponibilidad 10 veces mayor que el 

ganciclovir44. 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%44. 

En todos estos casos, los profármacos presentan una biodisponibilidad aumentada debido a que 

son reconocidos por el transportador de péptidos PEPT-1 presente en la cara apical de los 

enterocitos145. También actúa como transportadores para sustratos tales como cefalosporinas, 

penicilinas, oseltamivir y péptidos, entre otros145,146. En la actualidad se sabe que los sustratos de 

PEPT-1 presentan algunas de las siguientes características estructurales: contener l-aminoácidos, 

una función ácida y otra débilmente básica, un enlace amida y una conformación trans en el 

enlace peptídico147.  



3. Síntesis y evaluación biofarmacéutica de profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met 

78 

 

 Teniendo en cuenta las posibles ventajas que puede presentar la presencia de un 

aminoácido en los profármacos de AZT en desarrollo, se propone adicionar al complemento 

molecular de los nuevos derivados AZT-Espaciador desarrollados en el Capítulo 2, un                         

l-aminoácido con el fin de obtener profármacos que exhiban un potencial aumento en su 

biodisponibilidad oral respecto de AZT, como así también un aumento de afinidad por las 

proteínas de transporte plasmático. Por otra parte, la introducción de un complemento molecular 

del tipo aminoácido, podría conllevar a una disminución en el metabolismo de primer paso 

hepático que sufre el principio activo. En este caso en particular, se plantea la conjugación de los 

derivados evaluados en el capítulo anterior, con aminoácidos a través de una unión amida y de 

esta manera generar profármacos 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 capítulo anterior no 

presentaron un aumento en la permeabilidad intestinal, fundamentalmente porque los mismos 

presentaban un grupo ácido ionizado a pH intestinal (pH 5-7), se decidió utilizar aminoácidos 

que presenten el grupo ácido enmascarado por un grupo metilo (Aa-O-met), impidiendo así, su 

ionización. 

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

Capítulo 2, es decir: 

 

1) Síntesis de nuevos profármacos (AZT-Espaciador-Aa-O-Met) 

2) Estudios de estabilidad química 

3) Estudios en plasma humano 

4) Estudios de permeabilidad intestinal 
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3.1 Síntesis de profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met 

 

3.1.1 Introducción  

 

 Se planteó la síntesis de compuestos que presenten un enlace amida, por conjugación de 

un ácido carboxílico y una amina. En la Figura 3.1 se representa la reacción general para la 

obtención del enlace amida. 

 

 

  

Figura 3.1. Reacción general para la obtención de amidas. 

 

 La formación de un enlace amida, entre un ácido carboxílico y una amina, no es favorable 

termodinámicamente, por lo cual se han  desarrollado diversas estrategias sintéticas que 

posibilitan la formación de dicho enlace a través de la activación del grupo carboxilo72. Existen 

diferentes métodos, los cuales se pueden dividir en tres grupos72,148: 

1) Formación del intermediario reactivo y luego en una segunda etapa la adición de 

la amina.  

2) Formación de un reactivo acilante, que se aísla y se purifica. 

3) Activación del ácido carboxílico, con posterior formación del enlace amida en 

una sola etapa.  

 

 La última estrategia fue la elegida para la obtención de los derivados propuestos en esta 

etapa de síntesis. 

 Una de las metodologías utilizadas para activar el grupo carboxilo es emplear 

carbodiimidas, previamente descriptas en la sección 2.1.1, lo cual permite mejorar el rendimiento 

de la reacción si se la asocia con un catalizador que evite la formación de la N-acilurea no 

reactiva (Figura 3.2). Durante décadas se han utilizado los benzotriazoles como catalizadores 

para la formación del enlace amida, entre los cuales se encuentran: 1-hidroxibenzotriazol 
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(HOBt), 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt), hexafluorofosfato de N,N,N',N'-Tetrametil-O-(1H-

benzotriazol-1-yl) uronio (HBTU), hexafluorofosfato de (7-azabenzotriazol-1-iloxi) 

trispirrolidinofosfonio (PyAOP) 72,149,150. Sin embargo, todos estos compuestos están clasificados 

como materiales explosivos de la clase 1 y, por lo tanto, requieren de extremo cuidado durante el 

transporte, el almacenamiento y su utilización, limitando el uso de los mismos 150,151, lo cual ha 

llevado a la búsqueda de nuevos catalizadores no explosivos. Es por ello que se estudió la 

utilización de un derivado sintetizado en los años 70, específicamente el acetato de etil-

(hidroxiimino)–ciano, comercialmente conocido como OymaPure® (Oxyma)150. Este compuesto, 

no presenta propiedades explosivas y se ha reportado que se obtienen mejores rendimientos de 

reacción, que cuando se utiliza HOBt150. Por las ventajas que presenta, es muy utilizado en la 

actualidad conjuntamente con carbodiimidas152,153. 

 El procedimiento sintético seleccionado para la formación del enlace amida de los 

profármacos, es similar al descripto para la formación del enlace tipo éster presentado en el 

capítulo anterior (Sección 2.1.1). La diferencia radica en el catalizador utilizado.  

El mecanismo de reacción se detalla a continuación (Figura 3.2)72:  

 

 
 

 

Figura 3.2. Mecanismo de reacción para la obtención de los derivados 

 AZT-Espaciador-Aa-O-met. 
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1) Inicialmente, la DCC actúa como base abstrayendo el protón del ácido carboxílico, 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) El grupo amino, ataca de forma nucleofílica al éster reactivo, para generar el enlace 

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

 

En este caso, la adición de la Oxyma es fundamental para la formación del enlace amida, 

ya que, sin este catalizador, la reacción se desplaza hacia la formación 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 profármacos de AZT que responden a la 

estructura general que se presenta en la Figura 3.3. 

 

 

 

 

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

capítulo. 

 

3.1.3 Resultados y discusiones 

 

Los profármacos planteados que son objeto de síntesis son: 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), los cuales se 

representan en la Figura 3.4. y en el anexo I. 

 

 

AZT ESPACIADOR AMINOÁCIDO-O-MET 
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Figura 3.4. Estructuras de los profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met. 

  

3.1.3.1 Condiciones de reacción 

  

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

representar como se muestra en la Figura 3.5. 

 

 
*Oxyma: acetato de etil-(hidroxiimino)–ciano.DCC: Dimetilaminopiridina. DIPEA: N,N'-diisopropiletilamina 

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

 

 Teniendo como referencia el mecanismo de reacción planteado en la Figura 3.2, se 

realizó la síntesis de los profármacos 4-7 en un solo paso, en el cual se produce la activación del 

ácido carboxílico por acción de la DCC, seguido de la formación del enlace amida por 

conjugación del intermediario activado y el Aa-O-met, obteniéndose los profármacos 

correspondientes. 

 

Compuesto n R 

4; AZT-Suc-Fen-O-met 2 CH2C6H5 

5; AZT-Suc-ILeu-O-

met 

2 CH(CH3)CH2CH3 

6; AZT-Glu-Fen-O-met 3 CH2C6H5 

7; AZT-Adi-Fen-O-met 4 CH2C6H5 
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 El producto objeto de síntesis se aisló del crudo de reacción a través de una cromatografía 

en columna de fase reversa, método por el cual fue eliminada la Oxyma. La fase móvil consistió 

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 evaporó a presión reducida la acetona y luego se realizó 

una extracción líquido-líquido con diclorometano. El extracto orgánico resultante, luego es 

evaporado a presión reducida. El producto de reacción se obtuvo como un sólido, calculándose 

un rendimiento en el rango de 60 – 65 %. 

 

3.1.3.2 Caracterización de los profármacos 4 - 7 

 

 Una vez aislados y purificados los productos obtenidos en esta etapa de síntesis, fueron 

caracterizados por RMN, en una y dos dimensiones, y HRMS. En los espectros de H1-RMN, se 

observaron las señales descriptas previamente para los derivados AZT-Espaciador, como así 

también un singlete a 3,54 ppm que integra para 3 protones, perteneciente al grupo O-met de los 

nuevos profármacos. También se identificaron las señales provenientes de los protones del 

aminoácido incluido como complemento molecular. Para asignar correctamente cada señal y 

dilucidar la estructura química de cada derivado, se realizaron estudios de C13-RMN, HMBC y 

HSCQ. 

 Por otra parte, se utilizó la técnica de HRMS para la determinación del ión molecular de 

cada compuesto, utilizando condiciones estándares, en las cuales se observó para todos los casos 

la presencia del aducto [M+Na]+, confirmando la identidad de los compuestos que son objeto de 

síntesis.  

 A continuación, se detallan los resultados obtenidos que confirman la obtención de 4-7, 

mientras que en el Anexo 1 se encuentran los espectros de RMN y de HRMS correspondientes. 

Para facilitar la identificación cada una de las señales en los espectros de 1H-RMN y de 13C-

RMN, se enumeraron los átomos de cada derivado, tal como se muestra en la Figura 3.6. 
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Figura 3.6. Numeración de los compuestos sintetizados, para su interpretación por métodos 

espectroscópicos. 

 

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 fusión: 144-145°C.1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [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’’ 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]. 13C-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [ppm] = 11,61 [C7], 29,84 [C 2´´ y 

3´´], 36,50[C 2´],37,51 [C 9´´], 51,32 [C 8´´],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 [C 1´´], 171,81 [C 4´´], 172,14 [C 7´´]. HRMS (ESI) m/z C24H28N6O8Na 

[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-ILeu-O-met): Se 

obtuvo utilizando AZT-Suc e Isoleucina-O-met, con un rendimiento aislado del 60%. Punto de 

fusión: 130-131°C.1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [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’’ 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]. 13C-RMN (400 MHz, 

Acetona-d6, TMS]): δ [ppm] = 10,8 [C11´´ ], 11,61 [C7], 14,98 [C12´´ ], 25,01 [C10´´], 29,60 [C 

2´´], 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 [C4´], 84,32 [C 1´], 110,36 [C 5], 135,69 [C 6], 150,33 [C 2], 163,27 [C 4], 170,98 [C 

1´´], 171,920 [C 4´´], 172,20 [C 7´´]. HRMS (ESI) m/z C20H28N6O8Na [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 

fusión: 150-151°C. 1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [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 (400 MHz, 

Acetona-d6, TMS): δ [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 1´], 

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 C25H30N6O8Na [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 

fusión: 159–160°C. 1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6, 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 = 18,4 Hz, 10´´-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]. 13C-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [ppm] = 11,67 [C7], 24,12 

[C3´´], 24,72 [C4´´], 33,34 [C2´], 36,47 [C2´´-5´´], 37,44 [C 11´´], 51,29 [C 10´´], 53,49 [C 8´´], 

60,85 [C 3´], 63,22 [C5´], 81,49 [C4´], 84,69 [C 1´], 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 C26H32N6O8Na [M+Na]+: calculado 579,2174, experimental: 579,2161. 

 

 

 

3.1.4 Conclusiones parciales  

 

 En esta sección se obtuvieron cuatro nuevos profármacos de AZT, denominados 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 través de la generación de un enlace amida entre el ácido carboxílico del AZT-

Espaciador y el grupo amino de los Aa-O-met. Para ello se utilizó DCC como activador del 

grupo ácido de AZT-Espaciador, asistido por el uso de Oxyma como catalizador, impidiendo la 

formación de la N-acilurea no reactiva. Esta estrategia permitió generar en un solo paso el enlace 

amida correspondiente y obtener los productos de reacción 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 según lo reportado 

en el Capítulo 2 de este Trabajo de Tesis. Los reactivos utilizados fueron adquiridos en Sigma 

Aldrich® (99,9 % de pureza). La síntesis y la purificación se realizó con solventes de grado 

analítico (Sintorgan®). Se utilizó agua Milli-Q en todos los experimentos. 
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3.1.5.1 Procedimiento general para la síntesis de ILeu-O-met y Fen-O-met. 

 

Para la síntesis de Fen-O-met e ILeu-O-met (Aa-O-met) se utilizó el procedimiento descripto 

por Li et. al154. Se utilizaron 0,02 moles de triclorometilsilano y 0,024 moles del aminoácido 

correspondiente. Luego se adicionaron 10 mL de MeOH y se dejó agitando durante toda la noche 

a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo de reacción, se evaporó el solvente a 

sequedad, obteniéndose un sólido que corresponde al producto deseado. 

 

3.1.5.2 Procedimiento general para la síntesis de los profármacos 4-7 

 

 Para la síntesis de los compuestos: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 disolvió 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 agitó en baño de hielo por 15 min. Luego se agregaron, 1,5 

mmol de DCC y 1,1 mmol de Oxyma y se dejó agitando durante toda la noche a temperatura 

ambiente. La fase orgánica se evaporó a sequedad y el residuo se disolvió en una solución buffer 

fosfato pH 2: acetona (80:20) (20 mL). La solución fue purificada mediante cromatografía en 

columna en fase reversa, empleando cartuchos Phenomenex Strata-X®. La fase móvil consistió 

en mezclas buffer fosfato pH 2: acetona (80:20 x 50 mL, 70:30 x 50 mL, 60:40 x 100 mL). La 

fracción de solvente final se recolectó y la acetona se evaporó a presión reducida. La solución 

acuosa resultante se extrajo con DCM (3 x 10 mL). Luego, la fase orgánica se secó con sulfato 

de sodio, se filtró y se evaporó a sequedad. El producto deseado se obtuvo como un sólido 

blanco con rendimientos cercanos al 60 %. 

 

 3.1.5.3 Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) 

 

 Las síntesis fueron monitoreadas por HPLC-UV, utilizando un cromatógrafo JASCO UV-

2077 Plus, equipado con una bomba cuaternaria. Se empleó una columna analítica Phenomenex 

Synergi Fusion C18® (4 x 250 mm, 5 mm tamaño de partícula) con precolumna Phenomenex 

Security Guard Fusion RP® (4 x 30 mm) termostatizada a 40 °C. La longitud de onda 

seleccionada para la cuantificación de las muestras fue 267 nm. Debido a la elevada lipofilicidad 

de los compuestos sintetizados y a la necesidad de cuantificar tanto AZT como así también AZT-

Espaciador, se utilizó un gradiente de fase móvil, que consistió en buffer pH 2 (0,1 mM): MeOH 

(53:47 v/v) 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 volvió a la composición inicial de fase móvil, 

estabilizando entre cada inyección durante al menos 1,5 min.  

En la Figura 3.7 se muestra a modo de ejemplo el cromatograma para la síntesis de AZT-

Suc-Fen-O-met. Los tiempos de retención (tr) para AZT, AZT-Espaciador (1-3) y para los 

profármacos (4-7), se presentan en la Tabla 3.1. 

 

 

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

 

Tabla 3.1. Tiempos de retención (tr). 

 

 

 

 

  

 

 

3.1.5.4 Resonancia magnética nuclear (RMN)  

 

Los espectros de RMN fueron obtenidos usando un espectrómetro Bruker Avance II 400 

de alta resolución, sonda de detección inversa y unidad de temperatura variable. El equipo operó 

a 400,16 MHz para 1H y a 100,63 para 13C. Se utilizaron tubos Merck® de 5 mm de diámetro. 

Todos los experimentos se desarrollaron en acetona deuterada (CD3COCD3, 99,99%, Sigma 

Aldrich®) utilizando tetrametilsilano (TMS) como estándar interno. La concentración de las 

muestras fue de 50 mM en todos los casos. Los corrimientos químicos se expresan en ppm. 

 

 

 

Compuesto tr (min)  Compuesto tr (min) 

AZT 4,41  4; AZT-Suc-Fen-O-met 15,01 

1; AZT-Suc 5,28  5; AZT-Suc-ILeu-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 
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3.1.5.5 Espectrometría de masas de alta resolución (HRMS)  

 

El peso molecular de los profármacos 4-7, se determinó por espectrometría de masas de 

alta resolución (HRMS), utilizando un equipo Bruker Daltonics micro TOF QII® realizados del 

Instituto Superior de Investigación, Desarrollo y Servicios en Alimentos (ISIDSA). Los ensayos 

se realizaron, en modo positivo abarcando un rango de detección de 250 a 800 m/z, y la muestra fue 

sometida a una energía de colisión de 6,5 eV. 
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3.2 Estabilidad Química 

3.2.1 Introducción 

 

Los profármacos deben tener una adecuada estabilidad química para mejorar las 

propiedades biofarmacéuticas del principio activo, ya que los mismos, son farmacológicamente 

inactivos y biotransformarse para regeneran moléculas con actividad biológica. Si el profármaco 

se hidroliza rápidamente no mejorara las propiedades biofarmacéuticas del fármaco activo. Por 

otra parte si el proceso es muy lento va a ser eliminado del organismo, sin que el mismo regenere 

el fármaco activo 42. 

 Para la determinación de la estabilidad química de los profármacos 4-7 se debe tener en 

cuenta que presentan tres centros de hidrólisis, en los cuales se puede producir la ruptura de 

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

 

 

Figura 3.8. Representación de los puntos de hidrólisis en la estructura general de los 

profármacos 4-7. 

  

 Es necesario tener en cuenta, que el enlace amida presenta una mayor estabilidad química 

que la de los ésteres, debido a la diferencia en el carácter electrónico de los átomos que los 

componen. El oxígeno es más electronegativo que el átomo de nitrógeno, 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 155.  
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3.2.2 Objetivos  

 

Teniendo en cuenta la necesidad de conocer la estabilidad química de los profármacos de 

AZT, se plantea como objetivo el estudio de esta propiedad 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). Dicha 

estabilidad química será estudiada en soluciones acuosas de diferentes pH, determinándose los 

parámetros cinéticos asociados a tal proceso, e identificando los productos de degradación 

obtenidos a partir de los profármacos desarrollados 

  

3.2.3 Resultados y discusiones 

 

  3.2.3.1. Estudios de estabilidad química a pH 2 

 

 Se realizaron los estudios de estabilidad por 24 h a 37°C en condiciones ácidas (buffer 

fosfato 0,1 M pH 2) de los profármacos 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 encontró que durante este tiempo 

todos los profármacos son estables, sin observarse cambios en su concentración inicial, ni la 

aparición de productos de degradación. 

  

  3.2.3.2 Estudios de estabilidad química a pH 7,4 

 

 Cuando se estudió la estabilidad química de los profármacos a pH 7,4 se observó que los 

mismos sufren procesos de hidrólisis, ya que se observa la aparición de productos de 

degradación. En la Figura 3.9 se presenta, a modo de ejemplo, el cromatograma de HPLC-UV 

correspondiente a los 5 h del estudio de degradación de AZT-Suc-Fen-O-met a pH 7,4.  

 

 

Figura 3.9. Cromatograma correspondiente al estudio de estabilidad de 

AZT-Suc-Fen-O-met a pH 7,4; 5 h. 
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Los profármacos 4-7 sufren hidrólisis posibilitando la regeneración de AZT (AZTreg) 

como uno de los productos de degradación. La mayor estabilidad química del enlace amida 

imposibilita la aparición de los derivados AZT-Espaciador como productos de degradación, 

observándose únicamente 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 profármacos 4-7. 
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Figura 3.10. Ln concentración vs tiempo. Perfiles de hidrólisis de los profármacos AZT-Suc-

Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-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 (± 0,0003) Tiempo (min) -13,04 (± 0,07)         Ec 3.1 

n = 8; r2 = 0,927; ds = 0,01; F = 90,78 

 

Ln [AZT-Glu-Fen-O-met] = -0,0018 (± 0,0001) Tiempo (min) -12,87 (± 0,03)                 Ec 3.2 

n = 8; r2 = 0,976 ds = 0,01; F = 287,59 

 

Ln [AZT-Adi-Fen-O-met] = -0,00023 (± 0,00004) Tiempo (min) -12,76 (± 0,01)              Ec 3.3 

n = 8; r2 = 0,928 ds = 0,02; F = 91,62 

 

Ln [AZT-Suc-ILeu-O-met] = -0,00038 (± 0,00001) Tiempo (min) -12,39 (± 0,01)  Ec 3.4 

n = 8; r2 = 0,987; ds = 0,01; F = 559,71 

 



3. Síntesis y evaluación biofarmacéutica de profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met 

93 

 

 

 Del análisis de las constantes de hidrólisis y de los t1/2 (Tabla 3.2), se puede observar que 

al adicionar el Aa-O-met al complemento molecular, se genera una mayor inestabilidad en los 

profármacos, ya que tal como se comentó en el capítulo 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 profármacos 4 y 5, se observa que el aminoácido aromático confiere una menor 

estabilidad química, ya que 5 presenta mayor t1/2 que 4. En cuanto a la estabilidad de los 

profármacos en los cuales se utiliza el mismo aminoácido y sólo 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 separación entre los grupos carbonilos, el profármaco se 

vuelve más estable, en el siguiente orden creciente de estabilidad, 4 < 6 < 7 (Tabla 3.2). Este 

comportamiento evidencia una relación directa entre la separación de los carbonilos y el t1/2. 

 

Tabla 3.2. Constantes de velocidad de hidrólisis observadas (kobs) y tiempos de vida media (t1/2) 

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 7,4; 37 °C; 8 h. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

3.2.3.3 Estudios de estabilidad química a pH 10 

  

 Por último, se realizaron estudios en condiciones básicas (buffer fosfato 0,1 M pH 10), 

tomando muestras durante 30 min, dado que en ensayos preliminares se observó la hidrólisis 

total de los profármacos 4-7 en el lapso de 1 hora. En estos ensayos se observó que los 

profármacos evaluados sufren hidrólisis significativa siguiendo una cinética de pseudo-primer orden 

(Figura 3.11 y Ecs. 3.5 - 3.8). En condiciones alcalinas, todos los profármacos exhibieron una tasa 

de hidrólisis significativamente mayor a la observada a pH 2 y pH 7,4, exhibiendo en todos los 

Derivado pH 7,4   

kobs x 10-3 (min-1) t½ (min)  

AZT-Suc-Fen-O-met (4) 2,9 (± 0,1) 244,7(±4,9)  

AZT-Suc-ILeu-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)  
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casos valores de t1/2 inferiores a los 11 min (Tabla 3.3). Asimismo, en todos los casos se observó 

AZTreg como único producto de hidrólisis química. 
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Figura 3.11. Ln concentración vs tiempo. Perfiles de hidrólisis de los profármacos  

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, 37 °C, 30 min. 

 

Ln [AZT-Suc-Fen-O-met] = -0,296 (± 0,007) Tiempo (min) -12,99 (± 0,07)   Ec 3.5 

 n = 3; r2 = 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(± 0,002) Tiempo (min) -12,58 (± 0,02)   Ec 3.7 

n = 6; r2 = 0,928 ds = 0,02; F = 293,43 

 

Ln [AZT-Suc-ILeu-O-met]= -0,081(± 0,002) Tiempo (min) -12,54 (± 0,04)   Ec 3.8 

n = 6; r2 = 0,992; ds = 0,01; F = 650,07 
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Tabla 3.3. Constantes de velocidad de hidrólisis observadas (kobs) y tiempos de vida media (t1/2) 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4 Conclusiones parciales 

 

 Al evaluar la estabilidad química de los profármacos 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 observó que la 

adición 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, posibilitó que los profármacos 4-7 

regeneren el principio activo (AZTreg) con una mayor velocidad que los derivados 1-3. Los 

profármacos 4-7 presentan valores de t1/2 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 profármaco. 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 observó una dependencia 

de la estabilidad química respecto del tipo de aminoácido incluido en el profármaco, siendo el 

t1/2 para AZT-Suc-Fen-O-met significativamente inferior al de AZT-Suc-ILeu-O-met.  

 En condiciones ácidas, todos los compuestos ensayados resultaron ser estables durante el 

tiempo de ensayo (24 h), mientras que la velocidad de degradación aumentó notablemente 

cuando se sometieron a los derivados a condiciones alcalinas (pH 10), en las cuáles todos los 

derivados exhibieron t1/2 inferiores a los 11 min. Este comportamiento posibilita que los 

profármacos en el organismo se hidrolicen principalmente por la acción de enzimas, dado que 

resisten de manera significativa a la hidrólisis química en prácticamente la totalidad del rango de 

pH fisiológico del tracto gastro intestinal. 

Profármaco pH 10 (37°C)  

kobs (min-1) t½ (min)  

AZT-Suc-Fen-O-met (4) 0,300 (± 0,007) 2,3 (± 0,7)  

AZT-Suc-ILeu-O-met (5) 0,079 (± 0,007) 8,8 (± 0,8)  

AZT-Glu Fen-O-met (6) 0,077 (± 0,003) 7,9 (± 0,3)  

AZT-Adi Fen-O-met (7) 0,070 (± 0,002) 10,4 (± 0,2)  
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 Los estudios de degradación química de los profármacos 4-7, presentan como único 

producto de degradación a AZTreg. Es decir, que los mismos pueden regenerar el principio 

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

 

3.2.5 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 así una 

concentración de 1 mg/mL. Además, se prepararon soluciones en ACN de AZT-Suc y AZT-Glu 

(0,15 mg/mL), las cuales se utilizaron como estándar interno (EI) para la cuantificación 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 Na2HPO4) y pH 10 

(8,63 mg/mL NaH2PO4). En todos los casos, se utilizaron reactivos para análisis (Anedra®) en 

agua Milli-Q, preparados el mismo día de los ensayos. El pH de las soluciones se determinó con 

un pHmetro GLP21 (Crison Instruments®), equipado con un electrodo de Ag/AgCl, el cual se 

calibró con soluciones estándar de buffer pH 7,00 (± 0,01) y 4,00 (± 0,01) marca Crison®. 

 

3.2.5.2 Ensayos de estabilidad química 

 

 Con el objetivo de estudiar la estabilidad 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 soluciones de 

trabajo cuya concentración 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 alícuotas de 2 mL 

cada una y se incubaron a 37ºC en un baño termostatizado con agitación. A diferentes tiempos se 

tomaron muestras de 2 mL, a las cuales se les adicionó 80 μL de una solución de HCl 2 M y 50 

μL de EI. Se empleó como EI AZT-Glu (0,15 mg/mL) para la cuantificación de AZT, AZT-Suc-

Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met y una solución de AZT-Suc (0,15 

mg/mL) para la cuantificación 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 requirió temperatura controlada a 37 °C y agitación 

continua para asegurar la homogeneidad de las muestras. Para ello se empleó un baño 

termostatizado Vicking Masson D® con una precisión de ± 0,1 ºC, con agitación controlada. Las 

muestras fueron cuantificadas por HPLC-UV. 

 

3.2.5.3 Preparación y cuantificación de las muestras 

 

 Las muestras se acondicionaron mediante un proceso de extracción en fase sólida (SPE, 

por sus siglas en inglés). Se utilizaron cartuchos de extracción Strata-X 30 mg, Phenomenex® y 

una celda de vacío 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 vacío durante 1 min y por último elución del 

analítico con 1 mL de ACN. Finalmente, se evaporó el solvente a sequedad utilizando un 

concentrador Techne Sample Concentrator, Dri-Block® DB-3A. Las muestras así tratadas se 

almacenan a -10°C hasta el momento de análisis. 

Al momento de la cuantificación, las muestras se resuspenden en 100 μL 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 Capítulo 4. 
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3.3 Estudios en plasma humano 

3.3.1 Introducción 

 

 Como se mencionó anteriormente, AZT presenta una baja unión a ASH, lo cual provoca 

una llegada deficiente al sitio de acción, como así también un corto t1/2 plasmático (~ 1 h). 

Optimizar la afinidad hacia la ASH, aumentaría la llegada del principio activo al sitio blanco y al 

mismo tiempo disminuiría la fracción de fármaco libre disponible para ser metabolizado, 

resultando en un aumento en su tiempo de permanencia en el organismo. Ésta conduciría a una 

disminución de la dosis del principio activo administrada a los pacientes, con la consiguiente 

optimización 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 profármacos 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 presentan como objetivos el estudio de su estabilidad 

plasmática y su unión a las proteínas presentes en este fluido. Ello permitirá conocer 

determinados parámetros cinéticos relevantes en el desempeño biofarmacéutico de los mismos, 

como así también conocer la posibilidad de regeneración de AZT a nivel plasmático. 

 

3.3.3 Resultados y discusiones 

 

  3.3.3.1 Estabilidad en plasma humano 

 

 Se encontró que los profármacos 4-7 sufren hidrólisis en este fluido, observándose 

una disminución en la concentración 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-ILeu-O-met (Figura 3.12, Tabla 3.4 y Ecs 3.9 -3.12). Los profármacos ensayados se 

hidrolizaron con una velocidad dependiente de la estructura del compuesto siguiendo una 

cinética de seudo primer orden, presentando valores de t1/2 inferiores que 1-3. Comparando los 
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profármacos 4, 6 y 7, es posible decir que, al aumentar la cadena carbonada del grupo 

Espaciador, los derivados presentan mayor valor de t1/2. En el caso particular de AZT-Suc-

ILeu-O-met, se observó 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 química, 

según lo cual se determinó que modificando la estructura del Espaciador y del tipo de 

aminoácido utilizado, es posible modular de manera muy efectiva el t1/2 del profármaco obtenido. 
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Figura 3.12. Perfiles de hidrólisis 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)  Ec 3.9 

n = 10; r2 = 0,972; ds = 0,02; F = 312,43 

 

Ln [AZT-Glu-Fen-O-met] = -0,0079 (± 0,0003) Tiempo (min) -11,29 (± 0,01) Ec 3.10 

n = 10; r2 = 0,963 ds = 0,01; F = 257,52 

 

Ln [ AZT-Adi-Fen-O-met] = -0,0053 (± 0,0005) Tiempo (min) -10,96 (± 0,01)  Ec 3.11 

n = 10; r2 = 0,998 ds = 0,02; F = 293,4813,42 

 

Ln [ AZT-Suc-ILeu-O-met] = -0,0027 (± 0,004) Tiempo (min) -11,15 (± 0,01)    Ec 3.12 

n = 10; r2 = 0,957; ds = 0,01; F = 200,33 
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Tabla 3.4. Constantes de velocidad de hidrólisis observadas (kobs) y tiempos de vida media (t½) 

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. 

 

 

 

 

 

 

  

En la figura 3.13 se presentan los perfiles de estabilidad plasmática para 4-7, en los cuales 

se observan la desaparición del profármaco en estudio, como así también la aparición de sus 

productos de degradación. 

 

Figuras 3.13. Perfiles de concentración vs tiempo parala hidrólisis 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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Profármaco Plasma humano 

 kobs (min-1) t ½ (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 ± 3,4 

AZT-Adi Fen-O-met (7)  0,0053 ± 0,0005 125,1± 10,9 

AZT-Suc-ILeu-O-met (5)  0,0027± 0,0004 253,7 ± 5,3 



3. Síntesis y evaluación biofarmacéutica de profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met 

101 

 

Analizando los perfiles de estabilidad plasmática para 4, 6 y 7 (Figura 3.12. A, C y D), se 

observa que estos profármacos se degradan generando el derivado demetilado (AZT-Espaciador-

Aa) y AZTreg, por hidrólisis de las uniones tipo éster presente en los profármacos. En cambio, 

para AZT-Suc-ILeu-O-met (Figura 3.12. B), se observó como único producto de degradación a 

AZTreg, lo cual se podría atribuir a que las esterasas plasmáticas no pueden demetilar al 

profármaco 5.  La ausencia del producto de degradación correspondiente al AZT-Espaciador, 

indica que las enzimas plasmáticas no son capaces de hidrolizar los enlaces amidas presentes en 

los profármacos 4-7. En los perfiles de degradación 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 profármacos estudiados podrían disminuir el 

metabolismo a nivel hepático que presenta AZT. 

 

  3.3.3.2 Unión a proteínas plasmáticas 

 

 Se evaluó la afinidad de los profármacos 4-7 por las proteínas plasmáticas, 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 unión 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 proteínas plasmáticas en estado puro (PP), en 

presencia de ácido salicílico (PP + SAL) y con diazepam (PP + DZP) 

 

nd: no determinado. 

 

Ordenando a los derivados según su afinidad por las proteínas plasmáticas, se encuentra 

que AZT-Suc-Fen-O-met = AZT-Suc-ILeu-O-met < AZT-Glu-Fen-O-met < AZT-Adi-Fen-O-

met, observándose un aumento en la afinidad al aumentar el largo de la cadena del Espaciador. 

Al comparar los valores de unión por las proteínas plasmáticas de los profármacos 1-3 (Tabla 

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 (±1,4) 

AZT-Suc-ILeu-O-met (5)  50,5(±1,3) 45,5(±2,8) 23,5(±7,2) 

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) 
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2.6) con los de 4-7 (tabla 3.5), se observa que la adición de Aa-O-met como complemento 

molecular, aumenta considerablemente la afinidad por dichas proteínas.   

 Se realizaron ensayos de desplazamiento para determinar si los profármacos 4-7 se unen 

al sitio I de la ASH de igual forma que AZT y 1-3 (Tabla 2.6). En los ensayos de unión con SAL, 

no se observó una disminución significativa en las fracciones de profármaco unido, lo cual indica 

que los derivados AZT-Espaciador-Aa-O-met no se unen al sitio I de la ASH (Tabla 3.5). Por 

esta razón, se realizaron los estudios utilizando DZP, el cual es un marcador del sitio II (Ka=3.8 x 

105 M-1) 94. En estos estudios se observó una disminución en la afinidad de los derivados por las 

proteínas plasmáticas, indicando que 4 -7 se unen a la ASH en el sitio II (Tabla 3.5). Dicha 

disminución es moderada, lo cual es consistente con la afinidad elevada por este sitio II que 

presentan los nuevos profármacos (Tabla 3.5). 

Para comprender con mayor detalle el modo de unión de los profármacos 4-7 por el sitio 

II de la ASH, se realizaron estudios computacionales empleando técnicas de modelado 

molecular. Cuando se acoplaron en el sitio II los profármacos 4, 6 y 7 (Figura 3.14), se observó 

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) está orientado hacia la entrada de la misma, la cual 

presenta características polares. Sobre la base de este modo de unión, los profármacos establecen 

interacciones intermoleculares con Glu383, Pro384, Leu387, ILeu388, Asn391, Fen403, Leu407, 

Tyr411, Leu430, Gly434, Ala449, Glu450, Leu453 y Arg485. Para el caso particular de AZT-

Adi-Fen-O-met, parte del complemento molecular se ubica fuera del sitio de unión, quedando 

expuesto al solvente (Figura 3.14.C). En cambio, el profármaco AZT-Suc-ILeu-O-met (Figura 

3.14 D), interacciona con Pro384, Leu387, ILeu388, Asn 391, Leu 394, Leu407 y Ser 489, 

ubicándose 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 porción correspondiente al 

fragmento ILeu-O-met interacciona con los residuos que conforman la entrada de la cavidad. 
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Figuras 3.14. Modelo de interacción 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 II de la ASH. 
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La Tabla 3.6 presenta el análisis de energía libre de unión de molecular Molecular 

mechanics Generlized Born surface area MMGBSA por residuo para la unión de 4 -7 y DZP al 

sitio II.  

 

Tabla 3.6. Análisis de descomposición de energía 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 unión II de la ASH. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

aSuma total de todas las interacciones 

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 

Ile388 -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 - - 

Ala449 -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 

Leu491 - -0,25 -0,13 -0,10 -0,63 

ΔGsum
a -12,26 -13,22 -12,86 -14,13 -19,26 
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A partir de la Tabla 3.6 se puede observar que DZP y los profármacos 4-7 comparten 

varios puntos de interacción con ASH, lo que es consistente con los desplazamientos obtenidos 

en estudios experimentales. La suma de las energías de interacción (ΔGsum) calculadas para AZT-

Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, se 

correlacionan con los datos experimentales, observándose para el derivado AZT-Adi-Fen-O-met 

la energía de interacción más alta y la mayor fracción de profármaco unido. Es notable que las 

energías de interacción calculadas para los profármacos 4-7 sean mayores a las de DZP, lo cual 

es consistente con la capacidad limitada de este último para desplazar a los profármacos unidos 

al sitio II (Tablas 3.5 y 3.6). 

  Para complementar estos estudios teóricos, se estudiaron las bases moleculares asociadas 

a la imposibilidad de los profármacos 4-7 de unirse al sitio I de ASH, realizando estudios de 

docking molecular a dicho sitio y calculando las eventuales energías de interacción (Tabla 3.7). 

Los resultados demuestran que los profármacos de AZT no establecen interacciones favorables 

con los residuos que conforman la cavidad del sitio I, obteniéndose valores de ΔGsum positivos, 

indicando un modo de unión 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 ΔGsum se deben 

fundamentalmente a que los profármacos 4 -7 presentan energías de repulsión con Arg257, lo 

que coincide con los hallazgos experimentales, en los cuales no se observa una disminución de la 

afinidad de los profármacos en presencia de SAL. 
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Tabla 3.7. Análisis de descomposición de energía libre (kcal/mol) por Molecular mechanics 

Generlized Born surface area (MMGBSA) de 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) en el sitio de unión I de la ASH. 
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a
Suma total de todas las interacciones 

 

3.3.4  Conclusiones parciales 

 

 De los ensayos de estabilidad en plasma humano, se encontró que los profármacos 

evaluados son susceptibles a hidrólisis, presentando los siguientes valores de t ½ de 61,6; 88,2; 

125,1 y 2537,7 min, 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), respectivamente. Ésto demuestra que los profármacos 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 posibilitó obtener profármacos que 

promueven la reconversión del fármaco activo. También se pudo determinar que los profármacos 

4, 6 y 7 sufren hidrólisis en las dos uniones tipo éster, obteniéndose como productos de 

degradación AZT-Espaciador-Fen y AZTreg. Por otra parte, para el profármaco 5 sólo se 

observó la regeneración del principio activo, sugiriendo que las enzimas plasmáticas no pueden 

demetilar a este profármaco. 

Residuos 4 5 6 7 

Tyr150 -1,97 -1,31 -3,60 -2,21 

Ser192 -0,71 -0,74 -1,17 -0,78 

Lys195 1,97 3,69 1,26 0,93 

Gln196 -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 

ΔGsum
a 3,88 3,71 3,43 2,51 
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 Los estudios de unión a proteínas plasmáticas, mostraron un fuerte aumento de la 

fracción unida de los AZT-Espaciador-Aa-O-met, si se lo compara tanto con AZT (entre 4 y 6 

veces más), como así también con los derivados AZT-Espaciador evaluados en el capítulo 

anterior. El porcentaje de unión depende de la estructura de los derivados, observándose que, al 

aumentar el largo de la cadena del espaciador, aumenta la afinidad por las proteínas plasmáticas. 

En cuanto a los ensayos de desplazamiento, se determinó que 4 -7 no son desplazados por SAL, 

es decir no presentan afinidad por el sitio I de la ASH, pero si son desplazados parcialmente por 

DZP, indicando que se unen al sitio II de la ASH. El cambio en el sitio de unión, tendría 

beneficios en el perfil biofarmacéuticos, ya que tras la bioactivación y la regeneración de AZT 

en los fluidos corporales, no tendrá lugar un desplazamiento competitivo entre los profármacos 

4-7 y el principio activo. Para comprender en mayor detalle este hallazgo, se realizaron estudios 

computacionales de unión a ASH, en los cuales se determinó que los profármacos 4-7 presentan 

un patrón de interacción similar al de DZP y diferente al de SAL, lo cual explica la evidencia 

observada de forma experimental.  

Sobre la base de los estudios realizados en esta sección, se puede concluir que la adición 

de Aa-O-met al complemento molecular, le confiere un tiempo de regeneración plasmática de 

AZT compatible con los procesos fisiológicos, un aumento notable en la fracción unida a 

proteínas plasmáticas, un cambio en la selectividad del sitio de unión en la ASH y una posible 

disminución de la tasa metabólica que sufre el principio activo al presentar el 5´-OH protegido. 

Por esto, es de esperar que con estos profármacos 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-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met), de 10 mg/mL y 1 

mg/mL en DMSO. Además, se prepararon soluciones en ACN de AZT-Suc y AZT-Glu (0,15 

mg/mL), las cuales se utilizaron como estándar interno (EI), para la cuantificación de los 

derivados por HPLC-UV. El plasma humano fue generosamente donado por el Instituto de 

Hematología, Hemoterapia y Banco de Sangre, de la Universidad Nacional de Córdoba, 

Argentina y almacenado a -80 °C. Para su utilización fue descongelado en baño de agua fría y 
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luego filtrado por gravedad sobre lana de vidrio para eliminar las posibles proteínas 

desnaturalizadas e impurezas producidas durante procedimiento de almacenamiento y 

descongelado. Previo a los ensayos, se determinó la concentración de proteínas totales y de ASH 

utilizando el kit comercial Proti 2, Weiner lab®, Boston, MA. Para todas las muestras utilizadas 

se determinó la concentración de proteínas 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 utilizó SAL como marcador del sitio de unión I y DZP como marcador del sitio II, 

para lo cual se prepararon soluciones en DMSO de concentración de 1 mg/mL, para ambos 

compuestos. 

  

  3.3.5.2 Estabilidad en plasma humano 

 

 La estabilidad plasmática de los profármacos se evaluó incubando soluciones de los 

mismos en 2 mL de plasma humano con una concentración final de 5,5 x 10-4 M para cada 

profármaco, termostatizado a 37 °C durante 7 h en un baño con agitación continua. Se tomaron 

muestras a diferentes tiempos (5, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 min). Los 

procedimientos de cuantificación se llevaron a cabo mediante HPLC-UV, realizando por 

triplicado los ensayos. 

 

  3.3.5.3 Unión a proteínas plasmáticas 

 

La unión a proteínas plasmáticas se evaluó utilizando la técnica de ultrafiltración para 

separar el fármaco libre del unido a proteínas. 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 concentración de trabajo de 0,01 mg/mL. De esta última solución, se tomaron 600 

μL y se adicionó 600 μL de plasma (solución de trabajo) o 600 μL 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 baño termostatizado con agitación. Luego se tomó 1 mL de cada muestra y se lo 

colocó en el dispositivo de ultrafiltración (Centrifree®UF, Millipore) equipado con una 

membrana Ultracel YM-T (cut-off 30000 Da) y se lo sometió a centrifugación a 2000 rpm 

durante 5 min. 

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

equilibrio de unión, entre los que se encuentran la adsorción de los derivados sobre la membrana 
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de filtración, el tiempo y la velocidad de centrifugación y la densidad de la muestra a utilizar. El 

tiempo y la velocidad de centrifugación son dos factores relevantes para no provocar un 

desplazamiento del equilibrio de unión fármaco-proteína, al separar la fracción libre de fármaco 

de la fracción unida a las mismas. Las condiciones experimentales finales involucraron una 

relación (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 μL de ultrafiltrado para su posterior 

cuantificación por HPLC-UV, sin provocar un desplazamiento del equilibrio de unión. 

 La cantidad de fracción unida (𝒇𝑢) para cada derivado se calculan como porcentaje, 

utilizando la Ec. 2.11 

 

𝒇𝑢 =  100 − ((𝐴𝑀/ 𝐴100%)𝑥  100))                Ec 2.11 

 

en donde, AM: Área de la muestra, A100%: Área muestra 100% y 𝒇𝑢: Fracción 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 unión a PP, preparadas a partir de la misma 

solución del derivado y tratadas en forma paralela. De todos los ensayos (n = 6) se calcula el 

promedio de los resultados con su correspondiente desviación estándar. 

  En los ensayos de desplazamiento, se utilizaron  como marcadores el ácido salicílico 

(SAL), el cual se conoce que se une con gran afinidad al sitio I (unión a ASH 95%) y diazepam 

(DZP)  como marcador del sitio II 56,102. 

 

  3.3.5.4 Estudios computacionales de unión a ASH 

 

Los estudios computacionales se realizaron en colaboración con el Dr. Sergio R. Ribone, 

investigador de UNITEFA-CONICET, en el departamento de Ciencias Farmacéuticas de la 

Facultad de Ciencias Químicas, UNC. 

 Los procedimientos de docking molecular se realizaron utilizando software 

desarrollado por OpenEye Scientific Software105. Se empleó una estrategia de docking rígido 

exhaustivo, el cual se ejecutó a partir de dos etapas secuenciales: 1) una etapa de generación de 

librerías de confórmeros de los ligandos, aplicando una barrera energética de 10 kcal/mol y 

utilizando el software OMEGA 2.4.3106, 2) los ensayos de docking, se realizaron utilizando el 

método rígido y exhaustivo implementado en el software FRED107. En este caso, se utilizó la 

función de puntuación ChemGauss3 para evaluar y clasificar las posiciones de docking. Para 
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conocer los potenciales modos de unión de los profármacos a la ASH, se seleccionaron las 

posiciones de docking de menor energía. 

Teniendo en cuenta que el complejo cristalográfico de ASH complejada con Myr y DZP 

no está disponible, se lo construyó superponiendo la estructura correspondiente al complejo 

cristalográfico entre ASH pura y DZP (código PDB: 2BXF)91 con la estructura cristalina de HSA 

conteniendo Myr (código PDB: 1E7G)156. De esta forma, las coordenadas del DZP en el 

complejo con ASH pura fueron copiadas sobre la estructura de ASH complejada con ácido 

grasos, generando así el complejo cristalográfico de ASH complejada con Myr y DZP. 

 En base a los complejos ligando-ASH obtenidos mediante docking molecular, se calculó 

la energía de interacción utilizando el script MMPBSA.py108 implementado en AMBER17109. Se 

utilizaron los campos de fuerza ff14SB y GAFF 110 para parametrizar a la ASH y al ligando, 

respectivamente. Se calculó la energía de unión, teniendo en cuenta las energías de solvatación 

de las moléculas, además de las energías de la mecánica molecular (MM). La contribución de las 

energías de solvatación polar se calculó utilizando el modelo de disolvente implícito Born 

generalizado (GB), mientras que la contribución no polar a la energía de solvatación se calculó 

en función del área superficial accesible al disolvente (SASA)111. 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 interacción al realizar la descomposición. La suma de las energías de 

interacción con los residuos correspondientes, se correlacionó posteriormente con los resultados 

experimentales de unión a ASH. 
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3.4 Estudios de permeabilidad intestinal 

 

3.4.1 Introducción 

 

Uno de los aspectos biofarmacéuticos que se busca mejorar con la generación de 

profármacos de AZT es la biodisponibilidad oral, con el objetivo de aumentar la concentración 

en circulación sistémica y por consecuencia, disminuir la dosis de fármaco administrado a los 

pacientes en la terapia antiviral. Los profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met, fueron diseñados 

con el objetivo de que sean reconocidos por los transportadores de péptidos (PEPT-1, por sus 

siglas en inglés) presentes en los enterocitos157. Este transportador promueve la absorción de 

aminoácidos y de pequeños péptidos, facilitando el pasaje desde el lumen intestinal hacia 

circulación sanguínea, y está presente en el lado apical del enterocito145. Estos profármacos, 

también se desarrollaron con el objetivo de disminuir la variabilidad en la biodisponibilidad 

provocada principalmente por la acción de la P-gp a nivel intestinal, como se mencionó 

anteriormente en la Sección 2.4. 

Otro aspecto importante a evaluar, es el perfil de estabilidad de los profármacos cuando 

están 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 carbamato40,122. 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 así también en la 

membrana apical de los mismos. 

 

3.4.2 Objetivos 

 

 En base a los resultados prometedores de unión a proteínas plasmáticas 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), 

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 profármacos pueden, ser 

reconocidos por transportadores que favorezcan su absorción y si los mismos sufren fenómenos 

de eflujo. Asimismo, resulta relevante evaluar si los profármacos 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 evaluó la permeabilidad intestinal de los profármacos 4-7 de manera similar a lo 

realizado para 1-3, utilizando la técnica del saco intestinal evertido de ratas, descripta en la 

Sección 2.4. Se utilizó yeyuno proximal como segmento intestinal y se evaluaron dos 

concentraciones de profármaco 0,5 x10-3 M y 1,0 x10-3 M, como así también el efecto de la 

inhibición de las proteínas de eflujo en la permeabilidad (1,0 x10-3M+ VER). Debido a que los 

profármacos presentan tres centros de hidrólisis (Figura 3.8) y a la presencia de enzimas 

degradativas presentes en el glicocalix que recubre las microvellosidades del intestino, se evaluó 

de manera simultánea durante el ensayo de permeabilidad, la estabilidad de los profármacos en la 

solución mucosal. De esta forma se determinó el comportamiento de los profármacos 4 – 7 en la 

solución mucosal, y se lo correlacionó con los moles permeados en la solución serosal. 

 

3.4.3.1 Estabilidad química de los profármacos 4-7 en TC199 

 

 Previo a los estudios de permeabilidad intestinal, fue necesario determinar la estabilidad 

química de AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-

O-met, en TC199 sin la presencia del segmento intestinal.  Se aplicó la misma metodología 

utilizada en los ensayos de permeabilidad, utilizando la solución mucosal de mayor 

concentración (1,0 x 10-3 M). De este estudio, se determinó que los profármacos 4-7 son estables 

en la solución mucosal durante el tiempo evaluado, por lo cual se puede atribuir todo el proceso 

hidrolítico 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 solución mucosal en presencia del tejido 

intestinal. Se observó que AZT-Suc-Fen-O-met es hidrolizado en un 68% durante el tiempo que 

dura el ensayo, obteniéndose como productos de degradación 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 solución mucosal sólo se produce la hidrólisis de las uniones tipo éster.  
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Figuras 3.15. Estudio de estabilidad en la solución mucosal para AZT-Suc-Fen-O-met (4). 

 

 Se continuó con los ensayos de permeabilidad intestinal y debido al perfil de estabilidad 

que presenta 4, se evaluó la permeabilidad del profármaco, como así también de los posibles 

productos de degradación. Como se puede observar en la Figura 3.16.A, en la solución serosal no 

se detecta la presencia del profármaco 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 solución serosal es producido durante el pasaje del profármaco y/o sus 

metabolitos por la membrana intestinal, ya que en la solución mucosal no se produce la ruptura 

de la unión amida. 

 

Figuras 3.16. Estudio de permeabilidad intestinal de AZT-Suc-Fen-O-met (1 x10-3 M).  

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

 

 µg acumulados AZTeq = 1,41 (±0,04) Tiempo (min) – 12,2 (±1,3)   Ec 3.13  

n = 6; r2 = 0,996; ds = 0,002; F = 1633,02 
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 Teniendo en cuenta que el profármaco 4 no puede atravesar el tejido intestinal como tal, 

se determinaron los moles de AZT equivalentes (AZTeq), los cuales están conformados por los 

moles de AZT-Suc-Fen, AZT-Suc y AZTreg detectados en la solución serosal.  A partir de los 

moles de AZTeq, se calcularon los µg acumulados y se los graficó en función del tiempo (Figura 

3.16.B). Los valores encontrados de F (Ec 3.13) y de Papp fueron 1,4 μg/min (± 0,1) y 1,9 x 10-4 

(± 0,2) cm/min, respectivamente. El Papp es estadísticamente inferior al de AZT como tal, 

indicando que la biodisponibilidad global de AZT a partir del profármaco 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 así su metabolización hepática, por lo 

cual podrían presentar una mayor llegada a circulación sistémica que AZT como tal.   

 Para evaluar si el pasaje a través del tejido intestinal del profármaco 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,  

(1 x 10-3 M y 0,5 x 10-3 M)  

 

Derivado 
Concentración 

(µg/mL) 

F 

(µg/min) 

Papp 

(x 10-4cm/min) 

AZTeq  
0,5 x10-3 M 0,4 (± 0,1) 1,3 (± 0,1) 

1,0 x10-3 M 1,3 (± 0,1) 1,9 (± 0,2) 

 

Los coeficientes calculados indican que al disminuir la concentración del profármaco en 

la solución mucosal disminuye el Papp, evidenciando que la permeabilidad depende de la 

concentración, es decir que la permeabilidad intestinal del profármaco y/o sus metabolitos se 

produce a través de un mecanismo facilitado involucrando un transportador. 

Por último, se evaluó la permeabilidad de AZT-Suc-Fen-O-met en presencia de VER, 

para evaluar el efecto de la inhibición de las proteínas de eflujo durante su pasaje por la 

membrana intestinal (Tabla 3.9). 
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Tabla 3.9. Valores de F y Papp para AZT-Suc-Fen-O-me (1,0 x10-3 M), calculados como AZTeq, 

en presencia y ausencia de VER. 

Derivado 
Concentración 

(µg/mL) 

F 

(µg/min) 

Papp 

(x 10-4cm/min) 

AZTeq 
1,0 x10-3 M 1,3 (± 0,1) 1,9 (± 0,2) 

1,0 x10-3 M + VER 0,9 (± 0,2) 1,8 (±0,3) 

 

Se obtuvo un valor de Papp promedio de 1,8 (±0,4) x 10-4 cm/min (Tabla 3.9), el cual no 

presenta una diferencia estadísticamente significativa con el ensayo realizado a la misma 

concentración sin la inhibición de las proteínas de eflujo. Ello demuestra que la permeación a 

partir de distintas especies provenientes del profármaco, no se ve afectada por la presencia de 

proteínas de eflujo. 

  

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

 

 Durante los ensayos de estabilidad del profármaco 5 en la solución mucosal (Figura 

3.17), se observó que la cantidad de profármaco en la esta solución disminuye a medida que 

transcurre el experimento, determinándose un 53% de la concentración inicial del mismo al 

terminar el ensayo. En la Figura 3.17 se muestra el perfil de degradación, en el cual se puede 

observar que en la solución mucosal se detectaron dos productos de degradación AZT-Suc-ILeu 

y AZTreg. 

 

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

 

Se evaluó la permeabilidad intestinal de AZT-Suc-ILeu-O-met (Figura 3.18) utilizando 

la misma concentración que en los estudios de estabilidad detallados anteriormente.   
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Figuras 3.18. Estudio de permeabilidad intestinal de AZT-Suc-ILeu-O-met (1 x 10-3 M).  

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

 

µg acumulados AZTeq = 0,79 (±0.03) Tiempo – 5,2 (±1,1).   Ec 3.14 

n = 6; r2 = 0,997; ds = 0,001; F = 2309,92 

 

 En la solución serosal (Figura 3.18.A) se detectó la presencia de AZTreg, AZT-Suc y 

pequeñas cantidades de AZT-Suc-ILeu y de AZT-Suc-ILeu-O-met, indicando que el 

profármaco 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 concentración en la 

solución mucosal, sugiriendo un reconocimiento por transportadores a nivel intestinal. Teniendo 

en cuenta todas las especies que se detectaron en la solución serosal, se calcularon los moles de 

AZTeq y a partir de éstos, se determinaron los parámetros de interés. Se obtuvo un valor de F de 

0,8 (±0,1) µg/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 estadísticamente inferior al de AZT. 

 De igual manera se analizaron los ensayos realizados a una concentración de 0,5 x 10-3 

M. Al comparar los valores de Papp obtenidos para las dos concentraciones ensayadas, se observó 

un incremento en el valor del coeficiente de permeabilidad conforme aumenta la concentración 

en la solución mucosal, evidenciando un proceso de transporte facilitado (Tabla 3.10).  

Por otro lado, al inhibir las proteínas de eflujo con VER no se observó un aumento 

significativo del valor del Papp, siendo este coeficiente estadísticamente equivalente al de los 

ensayos realizados sin la presencia del inhibidor. De esta manera, se demostró que la permeación 

de las diferentes especies que pueden atravesar el epitelio intestinal a partir de 5, no es afectada 

por proteínas 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,  

 

Derivado 
Concentración 

(µg/mL) 

F 

(µg/min) 

Papp 

(x 10-4cm/min) 

AZTeq 

0,5 x 10-3 M 0,4 (± 0,1) 0,8 (± 0,1) 

1,0 x 10-3 M 0,8 (± 0,1) 1,2 (± 0,1) 

1,0 x 10-3 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 solución mucosal en presencia del tejido intestinal 

para AZT-Glu-Fen-O-met (6) 1 x 10-3 M, presentando el perfil de degradación de la Figura 

3.19. 

 

 

Figuras 3.19. Estudio de estabilidad en la solución mucosal para AZT-Glu-Fen-O-met (6). 

 

Se observó que 6 es demetilado casi en su totalidad durante el tiempo que duró el ensayo, 

originando en la solución mucosal AZT-Glu-Fen y una mínima cantidad de AZTreg. El 

producto de degradación demetilado no es hidrolizado rápidamente, ya que su concentración 

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 observó la ruptura del enlace amida (Figura 3.19). 

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

concentración de 1 x 10-3 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 10-3 M).  

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

 

µg acumulados AZTeq = 0,16 (± 0,01) Tiempo – 0,8 (±0,4)  Ec 3.15 

n = 6; r2 = 0,979; ds = 0,001; F = 243,64 

 

Se encontró una pequeña cantidad de moles AZTreg y AZT-Glu-Fen en la solución 

serosal (Figura 3.20.A), los cuales son sustancialmente inferiores comparados con los moles 

detectados en la solución serosal de los ensayos de permeabilidad con los profármacos 4 y 5. 

Este profármaco no atraviesa el epitelio intestinal como tal, ya que no es detectado en la solución 

serosal. Teniendo en cuenta las especies que pueden atravesar el tejido intestinal, se determinó 

los µg de AZTeq y a partir de éstos se calcularon los valores de F y del Papp, obteniéndose 

valores de 0,2 (± 0,1) µg/min y 0,3 (± 0,1) x 10-4 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 proteínas de eflujo. Se observó un Papp 0,7 (± 0,3) x 10-4 cm/min 

(Tabla 3.11), el cual es superior al del ensayo sin VER, evidenciando un fenómeno de eflujo 

posiblemente mediado por P-gp. Ésto 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. 

Derivado 
Concentración 

(µg/mL) 

F 

(µg/min) 

Papp 

(x 10-4cm/min) 

AZTeq 
1,0 x 10-3 M 0,2 (± 0,1) 0,3 (± 0,1) 

1,0 x 10-3 M + VER 0,6 (± 0,1) 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 profármacos anteriormente evaluados, se realizaron con los 

ensayos de estabilidad para AZT-Adi-Fen-O-met (7) en solución mucosal en presencia del 

segmento intestinal (Figura 3.21). 

 

Figura 3.21. Estudio de estabilidad en la solución mucosal para AZT-Adi-Fen-O-met (7). 

 

De esta manera se determinó que el profármaco 7 es hidrolizado casi completamente a los 

20 min de comenzado el ensayo, originando principalmente AZT-Adi-Fen el cual también es 

susceptible a hidrólisis, observándose una disminución de su concentración en la solución a 

partir de los 40 min de ensayo; observándose la regeneración de AZT (AZTreg), durante todo el 

tiempo que duró el ensayo. 

Los ensayos de permeabilidad se realizaron evaluando una concentración de 1 x 10-3 M 

(Figuras 3.22) 

 

Figuras 3.22. Estudio de permeabilidad intestinal de AZT-Adi-Fen-O-met (1 x 10-3 M).  

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

µg acumulados AZTeq = 2,38 (± 0,01) Tiempo – 50,6 (±0,6)  Ec 3.16 

n = 5; r2 = 0,987; ds = 0,01; F = 240,9 
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En los estudios de permeabilidad intestinal para el profármaco 7, se detectó AZTreg 

como la principal especie presente en la solución serosal. La cantidad de moles permeados fue 

superior a los moles de AZTreg presentes en la solución mucosal, sugiriendo que el principio 

activo se regenera principalmente durante el pasaje por el tejido intestinal. En la solución serosal, 

se detectaron cantidades mínimas de AZT-Adi-Fen y de AZT-Adi-Fen-O-met (Figura 3.22.A). 

A partir de los µg acumulados en función del tiempo, se determinaron los valores de F y el Papp 

presentando los siguientes valores: 2,4 (± 0,5) µg/min y 3,5 (± 0,3) x 10-4 cm/min, 

respectivamente. Al comparar este Papp con el de AZT, se encontró que 7 presenta un coeficiente 

superior al del principio activo (Papp AZT= 2,9 (±0,1) x10-4 cm/min), lo que indica una mejora en 

la biodisponibilidad de AZT. 

Este perfil de permeabilidad, se correlacionó con la estabilidad en la solución 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 solución mucosal, demostrando que 

éste se está produciendo en el interior de los enterocitos como consecuencia del metabolismo de 

AZT-Adi-Fen.  

 Se continuó con la evaluación de la permeabilidad de 7 en una concentración inferior (0,5 

x 10-4 M). En este caso, se observó una diferencia estadísticamente significativa comparada con 

los resultados obtenidos a una concentración de 1,0 x 10-3 M (Tabla 3.12). Esto indica que la 

permeabilidad se ve afectada por cambios en la concentración, sugiriendo que el AZT-Adi-Fen 

que se produce en la solución mucosal podría 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. 

Derivado 
Concentración 

(µg/mL) 

F 

(µg/min) 

Papp 

(x 10-4cm/min) 

AZTeq 
0,5 x 10-3 M 1,0 (± 0,2) 1,4 (± 0,1) 

1,0 x 10-3 M 2,4 (± 0,5) 3,5 (± 0,3) 

 

 Al evaluar el efecto de inhibición de las proteínas de eflujo, se observó 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 10-3 M+ VER).  

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

 

µg acumulados AZTeq = 4,4 (±0.2) Tiempo – 34,3 (±0,6)   Ec 3.17 

n = 6; r2 = 0,993; sd = 0,01; F = 680,4 

 

 Al comparar el perfil de moles permeados a partir del profármaco 7 en presencia y en 

ausencia de VER, se observó que al inhibir las proteínas 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 solución serosal. Este incremento sugiere que el principio activo 

regenerado a partir de AZT-Adi-Fen-O-met es reconocido por proteínas de eflujo y a su vez 

reafirma lo supuesto anteriormente con relación a que este producto de degradación se produce 

durante el pasaje del profármaco a través del tejido intestinal, ya que las cantidades de AZTreg 

que se originan en la solución mucosal no podrían generar una cantidad de moles permeados tan 

elevada, como los que se observan en la Figura 3.23.A. Teniendo en cuenta los µg acumulados 

de AZTeq, se determinó el valor de F y del Papp, obteniéndose los siguientes valores 4,4 (± 0,3) 

µg/min y 6,5 (± 0,5) x 10-4 cm/min, respectivamente (Tabla 3.13). Este valor de coeficiente 

refuerza la hipótesis que el AZT-Adi-Fen que se produce en la solución mucosal (Figura 3.22) 

está 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. 

Derivado Concentración (µg/mL) 
F 

(µg/min) 

Papp 

(x 10-4cm/min) 

AZTeq 
1,0 x 10-3 M 2,4 (± 0,5) 3,5 (± 0,3) 

1,0 x 10-3 M + VER 4,4 (± 0,3) 6,5 (± 0,5) 

 

3.4.4 Conclusiones parciales 

 

 Cuando se evaluó la estabilidad en la solución mucosal en presencia del segmento 

intestinal de los profármacos 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 observó 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 profármacos regeneran el principio activo, como así también la hidrólisis de 

diversos derivados de AZT que pueden ser reconocidas por transportadores presentes en la cara 

apical de los enterocitos, favoreciendo su absorción. Debido a la estructura de los productos de 

degradación, dicho transporte podría estar mediado por transportadores de péptidos.  

Los resultados obtenidos al evaluar los profármacos 4-7, demuestran que presentan 

propiedades de absorción diferentes a las de AZT. En la solución serosal, para los ensayos de 

AZT-Suc-Fen-O-met y AZT-Suc-ILeu-O-met, se observó la aparición de AZT-Suc el cual se 

produce durante el pasaje por la membrana intestinal de las especies presentes en la solución 

mucosal. En cambio, para AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, no se observó como 

producto de degradación al AZT-Espaciador correspondiente, indicando que las esterasas 

responsables de la hidrólisis no reconocen de igual manera a todos los profármacos evaluados.  

Los profármacos 4, 5 y 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 hepático que se produce luego del pasaje por la membrana intestinal. En cambio, 

para el AZT-Adi-Fen-O-met se determinó un Papp estadísticamente superior al de AZT, 

determinado principalmente como AZT, debido a que el profármaco como tal y el producto de 

degradación (AZT-Adi-Fen), no logran atravesar el epitelio en gran medida. Esta elevada 

concentración de AZT en la solución serosal no es coincidente con la determinada en la solución 

mucosal, lo cual pone en evidencia que el AZT-Adi-Fen que se genera en la solución mucosal 

está siendo reconocido por algún tipo de transporte que promueve su absorción y una vez en el 

interior del enterocito es metabolizado produciendo AZTreg, el cual es detectado en la solución 
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serosal, generando así 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. 

 

 

Figura 3.24. Ilustración del posible mecanismo de permeabilidad intestinal determinado para 

AZT-Adi-Fen-O-met.  

 

Al evaluar el efecto de la inhibición de las proteínas de eflujo para los profármacos 4-7, 

se observó que AZT-Suc-Fen-O-met y AZT-Suc-ILeu-O-met no son sustratos de estas 

proteínas, 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 observó que este coeficiente es aproximadamente 

dos veces superior en presencia de VER (Tabla 3.13) demostrando que el profármaco y/o sus 

metabolitos presentan una permeabilidad intrínseca elevada.  

 

3.4.5 Materiales y métodos 

 

  3.4.5.1 Preparación de las soluciones mucosales y serosales 

 

 La preparación de la solución mucosal de cada profármaco (AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-

Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met), se realizó 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 concentración es 0,5 x10-3 M y 

1,0 x10-3 M, según corresponda. El medio de cultivo TC199, se preparó según las indicaciones 

del proveedor, ajustando el pH final a 7,4 y sometido a burbujeo con gas carbógeno (5:95 CO2: 



3. Síntesis y evaluación biofarmacéutica de profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met 

124 

 

O2), termostatizando la solución resultante a 37 °C, para asegurar la viabilidad del tejido durante 

el tiempo que dura el ensayo. 

La solución de verapamilo (VER) se preparó pesando 25 mg, que luego se solubilizaron 

en 50 mL de TC199, obteniéndose una concentración de 1,0 x 10-4M. La solución serosal 

utilizada, estuvo compuesta de medio de cultivo TC199 termostatizado a 37 °C y saturado con 

gas carbógeno. 

 

  3.4.5.2 Obtención 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 administración 

intraperitoneal de una solución de uretano (1000 mg/Kg). Posteriormente, se les realizó una 

incisión de 2 cm en la línea de la cavidad abdominal y se aisló el estómago, se descartaron los 

primeros 10 cm de tejido intestinal (duodeno), se tomó el segmento de yeyuno proximal de 10 

cm. Luego, los animales se sacrificaron mediante la administración de dióxido de carbono. Los 

procedimientos fueron revisados y aprobados por el Comité de Ética de la Facultad de Ciencias 

Químicas, UNC. (Res. Nº 138/07), para el uso de animales en protocolos experimentales. 

 

  3.4.5.3 Montaje del dispositivo de permeación 

 

El segmento de yeyuno proximal aislado se colocó en una varilla de vidrio y se procedió 

a evertirlo. Luego, se lo insertó en una cánula de vidrio (0,2 cm de diámetro) y se sujetó el 

segmento en su extremo superior. En el extremo inferior se colocó una pesa de 10 g para 

mantener estirado el segmento intestinal. Luego se ligó el extremo inferior del tejido a la cánula, 

quedando expuestos 10 cm de tejido intestinal para la permeación. El segmento intestinal 

conteniendo la cánula en su interior, se colocó en medio de cultivo TC199 termostatizado a 37 

°C y saturado con gas carbógeno. En el interior del saco intestinal se adicionó 1 mL de la 

solución serosal y se lo dejó durante 10 min para equilibrar el tejido.  El mismo se mantuvo en 

estas condiciones hasta el momento de comenzar el experimento. 

 

  3.4.5.4 Toma, preparación y cuantificación de las muestras 

 

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

solución mucosal. En el interior del segmento intestinal, se le colocó 1 mL de solución serosal 
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por medio de una cánula insertada en su interior. Transcurridos 10 min, se retira el volumen 

agregado y se lava con 1 mL de solución serosal, tras lo cual se vuelve a llenar con 1 mL de 

solución serosal fresca. De esta manera, la muestra de permeación está formada por 2 mL de 

solución serosal retirados del interior de la cánula (muestra de permeación + muestra de lavado), 

a los cuales se le adicionó 80 µL de HCl 2 M y 50 µL de EI. La solución de EI para la 

cuantificación 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 utilizó una solución de AZT-Suc (0,15 mg/mL). Luego se acondicionaron las 

muestras por extracción en fase sólida y posteriormente se cuantificaron mediante los métodos 

analíticos desarrollados y validados para tal fin, lo cuáles se describen en el Capítulo 4.  

Para estudiar la estabilidad de cada compuesto en la solución mucosal en presencia y 

ausencia de del segmento intestinal, se tomaron muestras de 100 μL (0, 10, 20, 30, 40 y 60 min) 

y se los colocó en 2 mL de buffer fosfato pH, a los cuales se le adicionó 80 μL de HCl 2 M y 50 

μL de EI, de igual manera que lo detallado anteriormente. Luego se acondicionaron las muestras, 

por extracción en fase sólida y posteriormente se cuantificó por HPLC-UV, utilizando los 

métodos validados descriptos en el Capítulo 4. 
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3.5 Conclusiones parciales 

 

 Se sintetizaron 4 nuevos profármacos: 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 profármacos 1, 2 y 3 obtenidos en el Capítulo 2, con Aa-O-met, empleando como 

reactivos de acoplamiento DCC y Oxyma, para generar la unión amida entre ambos compuestos. 

 Estos derivados denominados AZT-Espaciador-Aa-O-met, presentaron buenos perfiles de 

estabilidad química, siendo estables a pH ácido y neutro, y aumentando su inestabilidad en 

medios alcalinos. La adición del Aa-O-met, posibilitó que los mismos regeneren el fármaco 

activo con una mayor velocidad, que los derivados AZT-Espaciador, evaluados en el Capítulo 2. 

Esta variabilidad depende tanto del largo de la cadena del espaciador (cuanto más larga es la 

cadena, mayor estabilidad presentan los derivados), como del tipo de aminoácido, siendo el t1/2 

para AZT-Suc-Fen-O-met (4) significativamente inferior al de AZT-Suc-ILeu-O-met (5). 

 En los estudios en plasma humano, se observó nuevamente que la generación de este tipo 

de profármacos, posibilitó que tengan una velocidad de regeneración de AZT compatible con la 

administración en humanos. La velocidad de hidrólisis es dependiente de la estructura del 

compuesto, observándose como producto de degradación AZT-Espaciador-Aa y AZTreg. En 

todos los casos no se observó hidrolisis de la función amida, evidenciando que estos profármacos 

no son reconocidos por las enzimas plasmáticas que hidrolizan dicha unión. Los estudios en 

plasma determinaron que los profármacos 4 – 7, presentan valores de afinidad por las proteínas 

plasmáticas, entre 4 a 6 veces mayores que AZT. Cuando se empleó DZP, se observó que esta 

serie de profármacos son desplazados por dicho marcador, demostrando que se unen al sitio II de 

la ASH. Esto fue confirmado por estudios de modelado molecular, en los cuales se observó que 

DZP y los profármacos 4-7 presentan un patrón similar de interacción con los residuos que 

conforman el sitio II de la ASH. El aumento en la afinidad y el cambio en el sitio de unión de 

estos profármacos mejorarían la biodistribución 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 así también el AZT-Espaciador-Aa correspondiente. Esto 

último es importante, ya que permitiría 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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observó un proceso de degradación rápida que genera principalmente AZT-Adi-Fen el cual 

podría ser reconocido por transportadores que facilitan el pasaje desde la solución mucosal hacia 

el interior del enterocito, donde es metabolizado obteniéndose AZTreg, el cual no es reconocido 

por proteínas de eflujo.  

 La conclusión de esta etapa indica que los profármacos 4-7 evaluados, presentan 

propiedades mejoradas respecto de AZT, lo cual podrían presentarían beneficios en cuanto a su 

farmacocinética, al poseer un perfil de degradación plasmático prometedor, asociado a un 

cambio en el sitio de unión en la ASH. Desde el punto de vista de la absorción intestinal, 

presentaron particularidades importantes, que podrían resultar en una biodisponibilidad 

aumentada respecto de AZT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 4:  

Validación de métodos analíticos y 
bioanalíticos. 
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Capítulo 4: Validación de métodos analíticos y 
bioanalíticos 

4.1 Introducción 

 

La validación de un método, ya sea analítico o bioanalítico, es el proceso por el cual se 

establece mediante estudios de laboratorio, que las características de desempeño del método 

empleado cumple con los requisitos para las aplicaciones analíticas previstas158,159. Una 

validación se realiza para determinar con fundamento estadístico, que la metodología de trabajo 

es la adecuada, confiable y reproducible. 

 La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), es uno de los métodos más 

utilizados para la cuantificación de sustancias en el ámbito de las ciencias farmacéuticas, debido 

a su practicidad 160. La utilización de dicha metodología de trabajo, requiere previamente de la 

validación de los métodos desarrollados, incluyendo desde la obtención de la muestra hasta su 

cuantificación.  

Existen diversas guías internacionales para el desarrollo y validación de métodos 

analíticos, en donde se establecen que parámetros se deben evaluar y los criterios de aceptación 

de los mismos. Entre las más importantes se encuentran, las directrices de la International 

Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals 

for Human Use (ICH)161 y las guías para la industria de la  Food and Drug Administration 

(FDA)159. 

Para validar una metodología analítica, se deben determinar los siguientes parámetros: 

selectividad, linealidad, sensibilidad, precisión, exactitud y  recuperación162, aplicando los 

criterios de aceptación definidos en la bibliografía161–163. 

 

 Selectividad 

 

 La selectividad de un método analítico es la habilidad del mismo para evaluar 

inequívocamente el analito en presencia de otros componentes, por ejemplo: impurezas, 

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

observándose la ausencia de señales en el tiempo de retención del analito. 
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Linealidad  

 

 La linealidad es la proporcionalidad directa entre la concentración del analito y la 

respuesta que genera, siendo el rango lineal, el intervalo comprendido entre la concentración 

mínima y máxima del analito dentro del cual se puede analizar una muestra por extrapolación en 

la curva estándar. Resulta conveniente evaluar estimadores de regresión en un intervalo de 

confianza dado, tales como: 

 

✓ Pendiente (a), se determina como parámetro indicativo de la sensibilidad y permite 

evaluar la correlación entre diferentes métodos.  

✓ Coeficiente de regresión lineal (r), Se determina para evaluar el ajuste al modelo lineal 

propuesto (y = a x + b), el cual debe exhibir un elevado coeficiente de correlación lineal 

(r2) (idealmente mayor a 0,99).  

✓ Ordenada al origen (b), para evaluar la proporcionalidad de la función analítica, es 

decir, que la recta pase por el origen y que cualquier desviación pueda adjudicarse 

únicamente a un error aleatorio.  

Sensibilidad  

 

 La sensibilidad de un método analítico es su capacidad para discernir pequeñas 

variaciones en la concentración de analito. Así, la pendiente de la curva de calibrado es la 

medida de la sensibilidad y se denomina, sensibilidad de calibrado. Esta última es constante en 

todo el intervalo de linealidad. La sensibilidad está dada por los límites  de detección  (LD) y de 

cuantificación (LC)164.  

 Límite de detección (LD): es la cantidad más baja de analito en una muestra que se puede 

detectar, pero no necesariamente cuantificar como un valor exacto. 

 Límite de cuantificación (LC): es la cantidad más baja de analito en una muestra que se 

puede determinar cuantitativamente con precisión y exactitud adecuadas. 

 

Precisión 

 

 La precisión está relacionada con la dispersión 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 alícuotas múltiples de una muestra homogénea. Se expresa 

matemáticamente como la desviación estándar, o más comúnmente como la desviación estándar 
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relativa (RSD, por sus siglas en inglés).  El criterio de aceptación suele ser RSD ≤ 2%; pero 

cuando se trabaja con fluidos biológicos, se considera la complejidad de la matriz, resultando 

apropiado un RSD ≤ 10%.162 

  

Exactitud 

 

 La exactitud, es también conocida como error sistemático, y corresponde a la diferencia 

entre el valor medido y el valor verdadero obtenido a partir de la concentración 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. 

 

 Recuperación 

 

 La recuperación de un analito en un ensayo, es la respuesta del detector obtenida a partir 

de una cantidad del analito añadido y extraído de la matriz, en comparación con la respuesta del 

detector obtenida para la concentración verdadera. La recuperación se refiere a la eficiencia de 

extracción de un método analítico dentro de los límites de la variabilidad. La recuperación del 

analito no debe ser necesariamente el 100%, pero el grado de recuperación de un analito y del EI 

debe ser consistente, preciso y reproducible.  

 

4.2 Objetivos 

 

El presente capítulo tiene como objetivo la validación de los métodos analíticos y 

bioanalíticos, para asegurar que se cuenta con metodologías de trabajo confiables y 

reproducibles, en los diversos estudios desarrollados con AZT y los profármacos evaluados en el 

presente Trabajo de Tesis. 

Debido a que los estudios fueron desarrollados en diversos medios, como soluciones buffer 

o medio de cultivo tal como TC199, los métodos fueron validados considerando las diversas 

condiciones empleadas y aplicando los criterios de aceptación correspondientes a metodologías 

analíticas159,161,162 o bioanalíticas159,163, según corresponda, teniendo estas últimas un mayor 

rango de aceptación, ya que se considera la complejidad de la matriz biológica utilizada. 

 

 

 



4. Validación de métodos analíticos y bioanalíticos 

132 

 

4.3 Resultados y discusiones 

Como se comentó anteriormente, la matriz empleada define los criterios de aceptación de 

los parámetros, ya sea una validación analítica o bioanalítica. Considerando, una validación 

analítica cuando el analito se encuentra en buffer fosfato (pH 2,0, 7,4 y 10,0) acidificado hasta 

llegar a pH 1 y una validación bioanalítica cuando se utiliza medio de cultivo TC199 para 

realizar los ensayos.  

Debido a la elevada lipofilicidad teórica que presentan los compuestos sintetizados en el 

Capítulo 3 y a la necesidad de cuantificar tanto AZT como así también los potenciales productos 

de degradación, se requirió la utilización de diferentes equipos de HPLC.  

 

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

fosfato 

 

En los estudios de estabilidad química y plasmática, como así también de unión a proteínas 

plasmáticas, los analitos se encuentran disueltos en soluciones de buffer fosfato a diversos 

valores de pH. Dichas muestras son posteriormente acidificadas con HCl 2 M hasta llegar a un 

valor de pH 1 y luego realizar la extracción en fase sólida que permite tanto la purificación como 

la concentración de las mismas.  Para la cuantificación de las muestras se utilizó el cromatógrafo 

Agilent S1100, con las siguientes condiciones cromatográficas: fase móvil MeOH: buffer fosfato 

pH 2 (0,1 M) : THF (55:45:2); columna analítica Phenomenex Synergi Fusion C18® (4 x 250 

mm, 5 mm tamaño de partícula) con precolumna Phenomenex Segurity Guard Fusion RP® (4,0 

x 30 mm) termostatizada a 40 °C; longitud de onda seleccionada para la cuantificación de las 

muestras fue de 267 nm. Los tiempos de retención para cada compuesto se detallan en la Tabla 

4.1 y 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 concentración de 0,05 a 10,2 x 10-5 M, 

utilizando como estándar interno (EI) AZT-Glu 0,15 mg/mL para la cuantificación de AZT, 

AZT-Suc, AZT-Adi y AZT-Oxa; y AZT-Suc 0,15 mg/mL para AZT-Glu. En todos los casos 

se determinó el LC y LD utilizando el punto más bajo de la curva de calibrado. En la Tabla 4.2 

se detallan los parámetros más importantes de las validaciones realizadas. 
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Figura 4.1. Selectividad para AZT  

A) Matriz buffer fosfato acidificado. B) Muestra correspondiente a AZT (tr = 4,7 min). 

 

 

Figura 4.2 Selectividad para AZT-Suc 

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

 

Figura 4.3. Selectividad para AZT-Glu 

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

 

 

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 retención (tr). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compuestos tr (min) 

AZT 4,7 

AZT-Suc 6,2 

AZT-Glu 6,9 

AZT-Adi 10,2 

AZT-Oxa 3,7 



 

 

 

 

Tabla 4.2. Parámetros validados para AZT, AZT-Suc, AZT-Glu, AZT-Adi y AZT-Oxa en buffer fosfato. 

Parámetro AZT AZT-Suc AZT-Glu AZT-Adi AZT-Oxa 
 

E
cu

ac
ió

n
 d

e 
la

 

re
ct

a 

Pendiente 0,43 (± 0,01) 0,57 (± 0,01) 0,29 (± 0,01) 0,50 (± 0,01) 0,52 (± 0,01)  

Ordenada al origen 0,08 (± 0,05) 0,03 (± 0,02) 0,06 (± 0,09) 0,02 (± 0,01) 0,04 (± 0,01)  

r2 0,994 0,998 0,999 0,999 0,994  

n 9 9 9 9 8 
 

E
x
ac

ti
tu

d
 Baja (0,05 x 10-5 M) 99,5 ± 0,6 100 ± 1,7 90,2 ± 0,5 92,2 ± 0,8 93,3 ± 0,9  

Media (1,02 x 10-5 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 10-5 M) 95,5 ± 0,6 98,8 ± 0,8 96,8 ± 0,6 94,5 ± 0,4 96,5 ± 0,4  

P
re

ci
si

ó
n
 

(%
R

S
D

 

in
te

r-
d
ía

) Baja (0,05 x 10-5 M) 0,66 1,67 1,79 1,72 1,89  

Media (1,02 x 10-5 M) 0,34 0,54 0,68 1,18 0,63  

Alta (10,2 x 10-5 M) 0,68 0,73 0,64 0,42 1,31  

P
re

ci
si

ó
n
 

(%
R

S
D

 

in
tr

a-
d
ía

) Baja (0,05 x 10-5 M) 0,57 1,60 1,79 0,02 0,20  

Media (1,02 x 10-5 M) 1,52 0,95 0,68 0,71 0,19  

Alta (10,2 x 10-5 M) 0,61 0,45 0,64 0,34 1,41  

%
 

R
ec

u
p
er

ac
ió

n
 

(±
D

S
) 

Baja (0,05 x 10-5 M) 98,5 ± 0,5 100,2 ± 1,7 95,8 ± 0,8 93,6 ± 1,1 94,7 ± 1,7 
 

Media (1,02 x10-5 M) 98,9 ± 1,4 101,4 ± 0,5 94,1 ± 0,4 99,5 ± 1,5 98,8 ± 0,5  

Alta (10,2 x 10-5 M) 96,1 ± 0,7 98,8 ± 0,8 93,8 ± 0,5 99,3 ± 0,7 96,3 ± 1,2 



4. Validación de métodos analíticos y bioanalíticos 

 

136 

 

4.3.2 Cuantificación 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 cromatográficas que las descriptas en la 

Sección 4.3.1, pero con una matriz diferente, motivo por el cual se debe validar nuevamente 

todos los parámetros.  La matriz TC199 contiene rojo fenol, el cual no se elimina completamente 

durante el proceso de extracción en fase sólida. En las condiciones cromatográficas utilizadas el 

rojo fenol presenta un tiempo de retención de 7,6 min, mientras que el resto de los compuestos a 

cuantificar mantienen esencialmente sus tiempos de retención (Tabla 4.3), no interfiriendo con 

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

(Figuras 4.6 – 4.9).  

 

 

Figura 4.6. Selectividad para AZT.  

A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT (tr = 4,7 min). 

 

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). 

 

 

 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 retención (tr). 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

Compuestos tr (min) 

AZT 4,7 

AZT-Suc 5,9 

AZT-Glu 7,2 

AZT-Adi 9,2 



 

 

 

 

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

Parámetro AZT AZT-Suc AZT-Glu AZT-Adi 
 

E
cu

ac
ió

n
 d

e 
la

 

re
ct

a 

Pendiente 0,39 (± 0,01) 0,53 (± 0,01) 0,23 (± 0,01) 0,53 (± 0,01)  

Ordenada al origen 0,06 (± 0,01) 0,01 (± 0,02) 0,05 (± 0,05) 0,01 (± 0,01)  

 r2 0,999 0,999 0,999 0,999 
 

n 9 9 9 9  

E
x
ac

ti
tu

d
 Baja (0,05 x 10-5 M) 94,3 ± 1,7 99,3 ± 0,5 97,2 ± 0,7 93,6 ± 1,2 

 

Media (1,02 x 10-5 M) 95,5 ± 0,6 98,3 ± 0,8 102,8 ± 1,2 95,5 ± 1,8  

Alta (10,2 x 10-5 M) 101,5 ± 0,8 100,2 ± 0,1 95,3 ± 0,3 94,6 ± 0,6  

P
re

ci
si

ó
n
 

(%
R

S
D

 

in
te

r-
d
ía

) Baja (0,05 x 10-5 M) 1,16 1,81 1,55 0,69  

Media (1,02 x 10-5 M) 1,84 1,87 1,18 1,11  

Alta (10,2 x 10-5 M) 0,42 1,52 1,42 1,49  

P
re

ci
si

ó
n
 

(%
R

S
D

 

in
tr

a-
d
ía

) Baja (0,05 x 10-5 M) 0,53 0,40 0,21 0,20  

Media (1,02 x 10-5 M) 0,34 0,91 0,71 0,34  

Alta (10,2 x 10-5 M) 0,67 0,44 0,34 0,70  

%
 

R
ec

u
p
er

ac
ió

n
 

(±
D

S
) 

Baja (0,05 x 10-5 M) 99,6 ± 0,1 90,7 ± 1,9 94,9 ± 1,4 98,4 ± 1,3  

Media (1,02 x 10-5 M) 99,9 ± 0,8 95,6 ± 1,8 99,3 ± 1,2 98,3 ± 0,6  

Alta (10,2 x 10-5 M) 90,7 ± 0,4 95,7 ± 1,5 98,8 ± 0,4 99,6 ± 1,5 
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4.3.3 Cuantificación de AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met AZT-

Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met en buffer fosfato  

 

En los estudios de estabilidad química y plasmática, como así también de unión a proteínas 

plasmáticas, los analitos se encuentran disueltos en soluciones buffer fosfato de diversos valores 

de pH. Las muestras obtenidas de los ensayos son acidificadas con HCl 2 M hasta llegar a un 

valor de pH 1 para realizar la extracción en fase sólida, lo que permitirá purificar y concentrar las 

mismas.  Debido a la elevada lipofilicidad que presentan los profármacos AZT-Suc-Fen-O-met, 

AZT-Suc-ILeu-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 empleó el Cromatógrafo Jasco 2077 

Plus, el cual está equipado con una bomba cuaternaria que permite realizar cambios en la 

polaridad de la fase móvil durante el desarrollo de la corrida cromatográfica. Se utilizó la misma 

columna cromatográfica y longitud de onda que en el caso descripto anteriormente, cambiando 

únicamente la fase móvil y el tiempo de duración de la corrida cromatográfica. Para el método 

analítico el gradiente de solvente, consistió 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 volvió a la composición inicial y se lo dejó estabilizar 

entre cada inyección durante 1,5 minutos. 

 Los tiempos de retención 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 concentración de los analitos de 0,05 x 10-5 M a 10,2 x 10-5 M, cumpliéndose la 

linealidad en todo el rango evaluado.  EL LD y LC se tomó como la menor concentración del 

analito cuantificada en la curva de calibrado. Los resultados de cada validación se detallan en la 

Tabla 4.6. 
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              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). 

 

 

 

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). 
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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). 

 

 

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 retención (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 



 

 

 

Tabla 4.6. Parámetros validados para AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met, 

AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met en buffer fosfato acidificado. 

 

Parámetro AZT 
AZT-Suc- 

Fen-O-met 

AZT-Suc- 

ILeu-O-met 

AZT-Glu- 

Fen-O-met 

AZT-Adi- 

Fen-O-met 

 

E
cu

ac
ió

n
 d

e 
la

 

re
ct

a 

Pendiente 1,76 (± 0,03) 1,25 (± 0,01) 1,26 (± 0,01) 1,06 (± 0,01) 0,71 (± 0,01)  

Ordenada al origen 0,07 (± 0,01) 0,01 (± 0,01) 0,01 (± 0,01) 0,05 (± 0,02) 0,05 (± 0,03)  

 r2 0,999 0,999 0,999 0,998 0,998  

n 9 9 9 9 9  

E
x
ac

ti
tu

d
 

Baja (0,05 x 10-5 M) 92,3 ± 1,5 102,9 ± 1,1 94,4 ± 1,3 94,3 ± 1,9 96,5 ± 0,3  

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  

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  

P
re

ci
si

ó
n
 

(%
R

S
D

 

in
te

r-
d
ía

) Baja (0,05x 10-5 M) 1,56 1,95 1,97 1,45 1,64  

Media (1,02 x 10-5 M) 0,87 1,69 0,67 1,22 1,51  

Alta (10,2 x 10-5 M) 0,65 0,81 1,77 1,28 1,28  

P
re

ci
si

ó
n
 

(%
R

S
D

 

in
tr

a-
d
ía

) Baja (0,05 x 10-5 M) 0,89 1,49 1,91 1,15 0,91  

Media (1,02 x 10-5 M) 0,64 1,22 0,44 1,55 0,19  

Alta (10,2 x 10-5 M) 0,43 0,62 0,82 1,13 0,40  

%
 

R
ec

u
p
er

ac
ió

n
 

(±
D

S
) 

Baja (0,05 x 10-5 M) 95,6 ± 0,2 101,2 ± 1,1 99,2 ± 1,2 92,4 ± 1,2 102,7 ± 1,3  

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  

Alta (10,2 x 10-5 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 Cuantificación de AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-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 profármacos AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-

Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, se cuantificaron empleando 

las mismas condiciones cromatográficas descriptas en la Sección 4.3.2, salvo el gradiente de fase 

móvil utilizado, debido a que en las matrices de TC199 se encuentra el rojo fenol, que como se 

explicó anteriormente no puede eliminarse completamente de las muestras por el proceso de 

extracción. El gradiente de solventes utilizado para los métodos bioanalíticos, consistió 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 

volvió a la composición inicial y se lo dejó estabilizar entre cada inyección durante 2 min, más el 

tiempo entre inyección que fue de 1,5 min. 

 Los tiempos de retención 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 concentración de los 

analitos desde 0,05 x 10-5 M a 10,2 x 10-5 M, cumpliéndose la linealidad en todo el rango 

evaluado.  EL LD y LC se tomó como la menor concentración de analito cuantificada en la curva 

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

 

 

Figura 4.15. Selectividad para AZT. 

A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT (tr = 4,8 min). 
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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). 

 

 

Figura 4.17 Selectividad para AZT-Suc-ILeu-O-met. 

A) Matriz TC199. B) Muestra correspondiente a AZT-Suc-ILeu-O-met (tr =10,8 min). 

 

 

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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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 retención (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 4,8 

AZT-Suc-Fen-O-met 10,9 

AZT-Suc-ILeu-O-met 10,8 

AZT-Glu-Fen-O-met 11,6 

AZT-Adi-Fen-O-met 11,8 



 

 

Tabla 4.8. Parámetros validados para AZT, AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-Suc-ILeu-O-met, 

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

 

Parámetro AZT 
AZT-Suc- 

Fen-O-met 

AZT-Suc- 

ILeu-O-met 

AZT-Glu- 

Fen-O-met 

AZT-Adi- 

Fen-O-met 

 

E
cu

ac
ió

n
 d

e 
la

 

re
ct

a 

Pendiente 1,55 (± 0,01) 2,23 (± 0,02) 2,17 (± 0,03) 0,88 (± 0,01) 0,71 (± 0,01)  

Ordenada al origen 0,04 (± 0,01) 0,07 (± 0,05) 0,09 (± 0,06) 0,03 (± 0,03) 0,05 (± 0,03)  

 r2 0,999 0,999 0,997 0,999 0,998  

n 9 9 9 9 9  

E
x
ac

ti
tu

d
 

Baja (0,051 x 10-5 M) 92,3 ± 0,4 91,1 ± 1,7 93,7 ± 1,2 102,6 ± 1,7 96,5 ± 0,3  

Media (1,02 x 10-5 M) 96,4 ± 0,9 94,8 ± 2,5 98,6 ± 0,2 94.1 ± 0,4 102,1 ± 0,1  

Alta (10,2 x 10-5 M) 100,9 ± 0,8 99,4 ± 0,9 99,3 ± 1,1 99,3 ± 0,9 100,6 ± 0,2  

P
re

ci
si

ó
n
 

(%
R

S
D

 

in
te

r-
d
ía

) Baja (0,051 x 10-5 M) 1,25 8,80 5,95 5,09 1,64  

Media (1,02 x 10-5 M) 1,53 6,91 1,24 2,52 1,51  

Alta (10,2 x 10-5 M) 0,85 4,38 6,87 6,28 1,28  

P
re

ci
si

ó
n
 

(%
R

S
D

 

in
tr

a-
d
ía

) Baja (0,051 x 10-5 M) 1,56 7,95 6,58 4,37 0,91  

Media (1,02 x 10-5 M) 1,34 6,37 1,32 3,17 0,19  

Alta (10,2 x 10-5 M) 1,47 3,50 5,45 3,54 0,40  

%
 

R
ec

u
p
er

ac
ió

n
 

(±
D

S
) 

Baja (0,051 x 10-5 M) 98,2 ± 0,1 93,8 ± 0,7 96,8 ± 0,7 98,6 ± 1,4 102,7 ± 1,3  

Media (1,02 x 10-5 M) 95,9 ± 0,7 96,2 ± 0,1 101,5 ± 0,4 109,7 ± 0,5 104,4 ± 0,6  

Alta (10,2 x 10-5 M) 92,7 ± 0,8 99,5 ± 0,9 104,9 ± 1,1 104,5 ± 0,9 101,2 ± 0,2 
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 4.4 Conclusiones parciales 

  

Ante la necesidad de obtener resultados seguros, confiables y reproducibles, se validaron 

los métodos analíticos y bioanalíticos para la cuantificación de los profármacos sintetizados, 

como así también para el principio activo. Estas metodologías de trabajo fueron validadas 

teniendo en cuenta los criterios de aceptación sugeridos por reconocidas agencias 

internacionales165–167. Estos lineamientos permitieron concluir que los métodos desarrollados y 

validados durante el desarrollo de esta Tesis, presentan parámetros analíticos adecuados para su 

aplicación en el laboratorio. 

Se determinó que los procedimientos desarrollados mediante los análisis realizados, 

resultaron ser sensibles, exactos y precisos, con un buen grado de recuperación de la SPE, 

además de selectivos, ya que no se observaron interferencias de las matrices utilizadas con los 

compuestos de interés. 

 

4.5 Materiales y métodos   

 

4.5.1 Curva de calibrado y determinación de los parámetros de validación 

 

Tanto las metodologías analíticas como las bioanalíticos, se validaron siguiendo el 

procedimiento que se detalla a continuación. Para la construcción de las curvas de calibrado, se 

utilizaron sustancias sintetizadas previamente en el laboratorio, a excepción 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 concentración 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 relación de Área Analito/Área EI en 

función de la relación de Concentración Analito/Concentración EI. La linealidad del rango de 

concentraciones empleado se determinó considerando los promedios de todos los puntos, con sus 

correspondientes desviaciones estándares, y de esta recta se determinaron los estimadores de 

regresión lineal (r2, a y b).  En todos los casos, la linealidad se evaluó por el método de los 

cuadrados mínimos, utilizando las herramientas estadísticas de Microcal Origin v.8.0 para 

Windows. 
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Teniendo en cuenta el rango de concentraciones evaluadas, se determinó como LD y LC al 

punto más bajo de cada curva de calibrado, ya que este punto es la mínima concentración 

detectable y cuantificable de analito.  

 La precisión, se expresa matemáticamente como la desviación estándar, o más 

comúnmente como la desviación estándar relativa (RSD, por sus siglas en inglés), Ec. 4.1. El 

criterio de aceptación varía según el nivel de precisión considerado,  

 

%𝑅𝑆𝐷 =  
100 σ

𝑋
    Ec. 4.1 

 

donde, σ corresponde a la desviación de las medidas y X es la media poblacional. La precisión se 

determinó a tres concentraciones diferentes de la curva de calibrado (baja, media y alta). Para la 

determinación de la precisión intra-día se utilizaron 6 determinaciones realizadas en el mismo 

día, en cambio para las inter-día se utilizaron 6 puntos inyectados en dos días consecutivos (3 

cada día). 

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

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

 

             Exactitud=  
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 ℎ𝑎𝑙𝑙𝑎𝑑𝑜

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑜
∗ 100            Ec. 4.2 

  

En este Trabajo de Tesis, se evaluó la capacidad del método de extracción en fase sólida.  

Para ello, se determinó el porcentaje de recuperación durante el procedimiento de preparación y 

preparación 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, determinándose a 3 

concentraciones (baja, media y alta) del rango utilizado.  

 En la Tabla 4.9 se muestran los criterios de aceptación utilizados para la validación de los 

métodos analíticos y bioanalíticos. 

 

 

 

 

 

 

 



4. Validación de métodos analíticos y bioanalíticos 

 

149 

 

 

 

 Tabla 4.9. Criterios de aceptación para validaciones analíticas y bioanalíticos 

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

for Human Use (ICH)161 y la guías para la industria de la  Food and Drug Administration (FDA)159. 

 

 Criterios de aceptación a 

Parámetro Analítico Bioanalítico 

Linealidad 
y = a x + b        

r2≥0,998 

y = a x + b        

r2≥0,998 

Precisión inter e                     

intra- día 
% RSD ≤ 2,0 % RSD ≤ 10,0a 

Exactitud 90-110 % 90-110 % 

Recuperación Rec ≥ 90% Rec ≥ 90% 
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Capítulo 5: Conclusiones generales y Proyecciones 

 

5.1 Conclusiones generales 

 

 El grupo de investigación donde se desarrolló este Trabajo de Tesis acredita numerosos 

antecedentes en el desarrollo de profármacos de AZT. Uno de los más representativo es el AZT-

Oxa, el cual se utilizó como intermediario para la generación de nuevos profármacos, por 

conjugación con aminoácidos esenciales AZT-Oxa-Aa, diseñados principalmente para optimizar 

la biodisponibilidad que presenta AZT. Estos profármacos con ácido oxálico como espaciador, 

han demostrado propiedades fisicoquímicas de interés, pero ninguno de ellos ha exhibido 

beneficios significativos en lo referido a su performance in vitro, debido principalmente a su 

limitada estabilidad química.  

La motivación para el rediseño y optimización de este tipo de profármacos, ha dado 

origen a las actividades e hipótesis propuestas en el presente Trabajo de Tesis. Se planteó como 

objetivo principal, la obtención de profármacos que mejoren las propiedades biofarmacéuticas 

subóptimas que presenta AZT. Para ello, se propuso obtener derivados por conjugación con 

ácidos dicarboxílicos de cadena lineal como el ácido succínico, glutárico y adípico (AZT-

Espaciador, Anexo I), y luego conjugarlos con Aa-O-Met (AZT-Espaciador-Aa-O-Met, Anexo 

I), con el fin de obtener profármacos múltiples 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 optimización de una estrategia sintética, la cual permitió generar ésteres 

de AZT por conjugación con diácidos de cadena alquílica lineal. Debido a que AZT-Oxa, 

presentaba una limitada estabilidad química, se realizaron ensayos en diferentes condiciones de 

pH, en los cuales se determinó que los derivados 1-3 presentan una mejora en la estabilidad 

química al compararlo con AZT-Oxa. Este mismo comportamiento, se observó en los estudios de 

estabilidad enzimática desarrollados en plasma humano, indicando que la separación de los 

grupos carbonilos en el Espaciador otorga una mayor estabilidad a los derivados sintetizados. En 

todos los ensayos de estabilidad, tanto química como enzimática, se observó como único 

producto de degradación a AZT (AZTreg), por lo cual estos derivados pueden regenerar el 

principio activo, lo cual es fundamental para el desarrollo correcto de un profármaco.   
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 Continuando con la evaluación biofarmacéuticas de los derivados 1-3, se realizaron 

estudios de afinidad por las proteínas plasmática, determinándose que estos derivados presentan 

mayor afinidad que el fármaco original y que se unen al sitio I de la ASH. Estos resultados se 

complementaron mediante estudios teóricos de unión a ASH, en los cuales se determinó que los 

derivados 1-3 establecen interacciones iónicas con Arg257 en el sitio I lo que le permite 

estabilizar la carga negativa que presentan. Dicha interacción explica el aumento de la afinidad 

de AZT-Suc, AZT-Glu, y AZT-Adi, frente a la ASH. 

 La última etapa de evaluación de los derivados AZT-Espaciador, fueron los estudios de 

permeabilidad intestinal, en los cuales se determinó que 1-3 atraviesan el epitelio intestinal como 

tales con una permeabilidad intrínseca menor a la de AZT. A su vez, durante el pasaje por el 

tejido los mismos son metabolizados regenerando el principio activo, siendo más extenso el 

metabolismo para 1 y 3 que para 2. Al realizar los estudios de permeabilidad intestinal en 

presencia de un inhibidor de las proteínas de eflujo, se observó que solo AZT-Glu es susceptible 

a sufrir eflujo, en cambio AZT-Suc y AZT-Adi no son sustratos de ellas. Si bien los 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 proteínas de eflujo y la presencia de 

especies de AZT con el 5´-OH protegido que impiden que el fármaco sea metabolizado, 

posibilitaría una mayor llegada a nivel sistémico de AZT y por consiguiente una posible 

optimización de las propiedades biofarmacéuticas.  

  Avanzando con los objetivos planteados, se sintetizaron 4 nuevos profármacos por 

conjugación de 1-3 con Fen-O-Met e ILeu-O-Met, obteniéndose AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-

Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met (4 –7, Anexo 1), a través de la 

generación de un enlace amida. Los derivados AZT-Espaciador-Aa-O-met, presentaron 

excelentes perfiles de estabilidad química, siendo estables a pH ácido y aumentando su 

inestabilidad en medios alcalinos. La adición del Aa-O-met, posibilitó que los profármacos 

regeneren el principio activo a una mayor velocidad, si se los compara 1 - 3. La velocidad de 

hidrólisis depende tanto del largo de la cadena del espaciador, como del tipo de aminoácido 

utilizado. Los estudios de estabilidad en plasma humano, demostró nuevamente que la velocidad 

de hidrólisis es fuertemente dependiente de la estructura del compuesto, observándose dos 

procesos de degradación que corresponden a la hidrólisis de las uniones tipo éster que llevan a la 

regeneración del principio activo. En todos los casos se obtuvieron t1/2 menores a las 4 h, 

indicando que la regeneración de AZT en el organismo sería compatible con la administración de 

fármacos en humanos. 
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En los estudios de afinidad en plasma humano de los profármacos 4-7, determinó que los 

mismos presentan una alta afinidad por dichas proteínas, siendo 4 a 6 veces mayores que para 

AZT y que se unen al sitio II de la ASH, debido a que son desplazados por DZP. Esto último se 

confirmó mediante estudios computacionales, en los cuales se determinó que los profármacos 

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 unión posibilita que al 

regenerarse AZT, no se produzca una competición por el sitio de unión entre AZT y los 

profármacos, posibilitando así una optimización de la biodistribución del antiviral. 

Por último, se determinó la permeabilidad intestinal, observándose que el paso de los 

profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-met depende principalmente de su estabilidad en la solución 

mucosal, como así también de procesos degradativos que suceden en el interior del enterocito. 

En particular, los derivados con Fen-O-met presentaron mayor susceptibilidad a la hidrólisis, 

comparado con ILeu-O-met. El profármaco AZT-Adi-Fen-O-met, presentó una velocidad de 

hidrólisis elevada generando principalmente el derivado demetilado (AZT-Adi-Fen). El 

derivado AZT-Suc-Fen-O-met originó 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 observó que los profármacos y/o sus metabolitos presentan 

mecanismos de difusión facilitada, lo cual hace suponer que debido a su estructura podrían ser 

reconocidos por transportadores de péptidos presentes en la cara apical de los enterocitos. Este 

fenómeno se observó con mayor notoriedad para AZT-Adi-Fen-O-met. 

En conclusión, los profármacos AZT-Espaciador-Aa-O-Met podrían optimizar las 

propiedades biofarmacéuticas de AZT, ya sea por un mejoramiento en la permeabilidad (AZT-

Adi-Fen-O-met), inhibición del metabolismo de primer paso hepático 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 unión que presentan los profármacos 4-7. Todas estas particularidades hacen suponer que los 

profármacos con estructura Espaciador-Aa-O-met podrían optimizar la farmacoterapia de AZT. 

De esta manera estos profármacos como sus metabolitos pueden regenerar el principio activo 

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

 

Considerando las características favorables que presentan AZT-Suc-Fen-O-met, AZT-

Suc-ILeu-O-met, AZT-Glu-Fen-O-met y AZT-Adi-Fen-O-met, surgen numerosas 

perspectivas tendientes a un estudio y análisis más exhaustivo de las mismas.  

Por lo tanto, uno de los próximos objetivos se encuentra orientado a realizar estudios 

farmacocinéticos in vivo en animales de experimentación, con el fin de obtener información 

sobre la biodistribución de los profármacos, el metabolismo hepático asociado al flujo sanguíneo 

y la concentración plasmática de los mismos como así también del AZT regenerado. Todos ellos 

son imprescindibles para continuar con la evaluación preclínica completa de estos profármacos. 

Otro aspecto importante a estudiar, es la actividad biológica y la toxicidad de los 

profármacos, lo cual motiva a la medición de dichas propiedades en cultivos celulares. 

Debido a la elevada afinidad de los profármacos por la ASH y al cambio en el sitio de 

unión, otra actividad que surge es el rediseño de nuevos profármacos manteniendo la estructura 

AZT-Espaciador-Aa-O-met, que optimicen aún más la afinidad frente a la ASH. Dichos 

estudios se podrían comenzar con una etapa teórica basándose en los estudios realizados en el 

presente Trabajo de Tesis, y de esta manera optimizar la búsqueda de profármacos, en los cuales 

se podrá evaluar cambios en el aminoácido, como así también la utilización de otros 

Espaciadores que mantengan la separación de los grupos carbonilos. Una vez realizado el 

estudio teórico, se podrá continuar con la síntesis y evaluación biofarmacéutica de los candidatos 

seleccionados.  
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Anexo I 

  

Estructuras de los derivados 1 - 3 y  

de los profármacos 4 - 7 
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Anexo II  

 

Espectros de RMN y HRMS 
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Nombre: Ácido 3´-Azido deoxy-5´-O-succiniltimidina  

 

HRMS 

 
 

m/z C14H16N5O7
- [M-H]-: calculado: 366,1055; experimental 366,1101. 

 

 

 

 

 

 
 

AZT-Suc (1) 
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1H-RMN 

 

 
 

1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6): δ [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´´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]. 

 

 

13C-RMN 

 

 
]. 13C-RMN (100,63 MHz, Acetona-d): δ [ppm] = 11,59 [C7], 28,30 [C3´´], 28,36 [C2´´], 36,53 

[C2´], 60,67 [C3´], 63,27 [C5 ´], 81,55 [C4´], 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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Nombre: Ácido 3´-Azido deoxy-5´-O-glutariltimidina  

 

HRMS 

 

 
 

m/z C15H18N5O7
- [M-H]-: calculado: 380,1212; experimental 380,1244 

 

 

 

 

 
 

AZT-Glu (2) 
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1H-RMN 

 

 

 
1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6): δ [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]. 
 

13C-RMN 

 

 
 

13C-RMN (100,63 MHz, Acetona, TMS): δ [ppm] = 11,61 [C7], 20,00 [C3´´], 32,23 [C4´´],  

32,69 [C2´´], 36,51 [C2´], 60,90 [C3´], 63,31 [C5´], 81,50 [C4´], 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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Nombre: Ácido 3´-Azido deoxy-5´-O-adipitimidina. 

 

HRMS 

 

 

 

 

 

 

 

m/z C16H20N5O7
- [M-H]-: calculado: 394,1368; experimental 394,1415. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AZT-Adi (3) 
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1H-RMN 

 
 

 

1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6): δ [ppm] = 1,68 [m, 4H, J = 37,7 Hz, 3´´H 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 

 

 
13C-RMN (100,63  MHz, Acetona, TMS): δ [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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Nombre: 3´-Azido-3´-deoxi-5´-O-succinil-N-metoxifenilalanina timidina 

 

HRMS 

 

 
 

 

 
 

m/z C24H28N6O8Na [M+Na]+: calculado 551,1861, experimental 551,1855. 

 

 

AZT-Suc-Fen-O-Met (4) 
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1H-RMN 

 

 

 

1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [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’’ 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]. 

 

 
13C-RMN 

 

 
 

13C-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [ppm] = 11,61 [C7],29,84 [C 2´´ y 3´´], 36,50[C 

2´],37,51 [C 9´´], 51,32 [C 8´´],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 

[C 1´´], 171,81 [C 4´´], 172,14 [C 7´´]. 



Anexo II 

177 

 

 

 
Nombre: 3´-zcido-3´-deoxi-5´-O-succinil-N-metoxiisoleucina timidina 

 

HRMS 

 

 
 

 
 

 

m/z C20H28N6O8Na [M+Na]+: calculado 517,2017, experimental 517,2020. 

 

 

AZT-Suc-ILeu-O-Met (5) 
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1H-RMN 

 

 

 

. 1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [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’’ 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]. 

 

 
13C-RMN 

 

 
 

13C-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS]): δ [ppm] = 10,8 [C11´´ ], 11,61 [C7], 14,98 [C12´´ ], 

25,01 [C10´´], 29,60 [C 2´´], 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 [C4´], 84,32 [C 1´], 110,36 [C 5], 135,69 [C 6], 150,33 [C 2], 

163,27 [C 4], 170,98 [C 1´´], 171,920 [C 4´´], 172,20 [C 7´´]. 
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Nombre: 3´-Azido-3´-deoxi-5´-O-glutaril-N-metoxifenilalanina timidina 

 

HRMS 

 

 
 

 
 

m/z C25H30N6O8Na [M+Na]+: calculado 565,2071, experimental 565,2023. 

 

 

AZT-Glu-Fen-O-Met (5) 



Anexo II 

180 

 

1H-RMN 

 

 

 

1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [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 

 

 
 

13C-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [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 1´], 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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Nombre: 3´-Azido-3´-deoxi-5´-O-adipil-N-metoxifenilalanina timidina 

 

HRMS 

 

 

 
 

 
 

m/z C26H32N6O8Na [M+Na]+: calculado 579,2174, experimental 579,2161. 

 

AZT-Adi-Fen-O-Met (7) 



Anexo 1I 

 

182 

 

1H-RMN 

 

 

 

1H-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [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, 

10´´-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] 

 

.13C-RMN 

 

 
 

13C-RMN (400 MHz, Acetona-d6, TMS): δ [ppm] = 11,67 [C7], 24,12 [C3´´], 24,72 [C4´´],33,34 

[C2´] 36,47 [C2´´-5´´], 37,44 [C 11´´], 51,29 [C 10´´], 53,49 [C 8´´], 60,85 [C 3´], 63,22 [C5´], 

81,49 [C4´], 84,69 [C 1´], 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 
hidrólisis química 
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Figura III.1. Geometría para los diferentes estados en la simulación de la hidrólisis para  

AZT-Oxa y AZT-Glu 
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De este análisis se pudo observar que los grupos carboxilo terminal y carbonilo del éster 

poseen una alta densidad de moléculas de solvente en su entorno, las cuáles presentaron un alto 

porcentaje de permanencia de puente de hidrógeno. A la luz de estos resultados, se mantuvieron 

las moléculas de agua como esferas de solvatación explícita. En el siguiente paso se modelaron 

las coordenadas de reacción correspondientes a la hidrólisis, obteniéndose las coordenadas de 

reacción que se muestran en la Figura III.2. 

 

 

 

Figura III.2. Perfil de coordenadas de reacción para la hidrólisis de 

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

 

En la Figura III.2, se puede observar que el primer estado de transición (TS1) es el paso 

limitante en la reacción de hidrólisis de los derivados estudiados. Comparando las energías de 

dichos TS1, podemos decir que el orden de las mismas se correlaciona directamente con los 

resultados experimentales de estabilidad química a pH 10, ya que la energía del TS1 para 1 es la 

más alta (6,31 kcal/mol), siendo éste el compuesto más estable, mientras que AZT-Oxa muestra 

una energía de su TS1 como la más baja (3,83 kcal/mol), siendo el mismo el más inestable de la
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 serie. Esta diferencia de energías entre los derivados 1-3 y AZT-Oxa se debe a que, este 

último, posee el grupo carboxilo adyacente al carbonilo del éster que sufre el ataque por el ión 

hidroxilo, con lo cual atrae una mayor densidad de moléculas de agua alrededor del centro 

catalítico. La presencia de dichas moléculas de agua estabiliza por medio de una red de puentes 

de hidrógeno el TS1 de la reacción (Figura III.2), lo cual produce la disminución en la energía de 

la misma y la correspondiente reducción en la estabilidad de AZT-Oxa. Este fenómeno no 

ocurre con los otros tres profármacos dada la distancia entre el grupo carboxílico ionizado y el 

centro catalítico, razón por la cual la energía del TS1 es más 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 Químicas, UNC. 

Los confórmeros iniciales de los profármacos estudiados se obtuvieron  utilizando 

técnicas de dinámica molecular aplicando el procedimiento de simulated annealing 76. Para 

llevar a cabo estas simulaciones, las moléculas de los profármacos fueron parametrizadas 

utilizando el campo de fuerza GAFF77 y simuladas empleando solvente explícito y considerando 

condiciones periódicas de contorno. Las moléculas de agua explícitas fueron parametrizadas 

mediante el campo de fuerza TIP3P. Para la obtención de los confórmeros correspondientes, se 

aplicaron procedimientos de dinámica molecular estándar, que incluyen dos fases de 

minimización (solvente y sistema completo, respectivamente) y una etapa de calentamiento (de 0 

a 300º K) seguida de una fase de equilibración (1 ns, 300º 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 1200º K, mantenidos 

durante 1.000.000 de pasos, para luego ser enfriados lentamente hasta 0 ºK en rampas de 100 ºK 

con 100.000 pasos cada una. El esquema de simulación completo involucró 10 ns de trayectoria, 

incluyendo 5.000.000 pasos. Los protocolos de simulated annealing se repitieron 10 iteraciones. 

Se continuó con los análisis de clustering de las estructuras finales resultantes de cada iteración, 

concluyendo que se obtienen conformaciones reproducibles, las cuales constituyeron la 

geometría de inicial para los estudios relacionadas con la exploración de coordenadas de 

reacción. Se aplicó un intervalo de tiempo (timestep) de 2 fs en todos los procedimientos de 

dinámica molecular. Para la realización de estos estudios se utilizó el paquete de software 

Amber1478.
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Las conformaciones de menor energía obtenidas mediante simulated annealing, fueron 

sometidas a una optimización de geometría a nivel DFT utilizando B3LYP y la base 6-

311+G*79,80. El efecto del solvente se evaluó utilizando el modelo de continuo polarizado de 

Tomasi           (PCM) 81–83 implementados en el software Gaussian0984. Los estados de transición 

(TS) y los intermediarios correspondientes se identificaron mediante un escaneo de la 

coordenada de reacción con la optimización completa de los parámetros geométricos 

correspondientes. La caracterización de puntos estacionarios se realizó mediante cálculos de 

matriz Hessiana, obteniendo valores propios positivos para estados mínimos de energía 

(reactivo, intermediario y producto) y un valor propio negativo para cada TS85. Los valores de 

energía informados para todas las especies incluyeron correcciones de punto cero que fueron 

calculadas aplicando la relación estadística-mecánica estándar para un gas ideal86. 

La contribución de moléculas de agua a la hidrólisis de los profármacos estudiados se 

exploró preliminarmente mediante análisis de la función de distribución radial (RDF, por sus 

siglas en inglés) y enlace puente de hidrógeno (HB, por sus siglas en inglés). Partiendo de la 

estructura molecular optimizada y aplicando el procedimiento de dinámica molecular 

mencionado anteriormente, cada profármaco fue sometido a una nueva simulación de dinámica 

molecular durante 50 ns para obtener trayectorias extendidas, en las cuales se realizaron los 

análisis cuantitativos de RDF y HB, incluyendo moléculas de agua dentro de un radio de 10 Å 

alrededor del centro reactivo (carbono carbonílico correspondiente al este hidrolizado). Ambos 

análisis se llevaron a cabo utilizando el módulo cpptraj87 de Amber1478. Se seleccionaron las 

moléculas de agua que presentan el mayor porcentaje de interacción y se mantuvieron explícitas 

durante las simulaciones de las coordenadas de reacción; mientras que el resto del sistema 

disolvente se eliminó como modelo explícito. Los sistemas resultantes se volvieron a optimizar a 

niveles de DFT, y los sistemas minimizados se utilizaron para iniciar el estudio de coordenadas 

de reacción de hidrólisis. El ión oxidrilo también fue solvatado con una molécula de agua 

adicional y se optimizó completamente antes de la obtención de las coordenadas de reacción.

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Anexo IV  

 

Tablas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

Tabla IV.1. Constantes de velocidad observadas (kobs) y tiempos de vida media (t1/2) para AZT-Oxa, AZT-Suc (1), AZT-Glu (2) y AZT-Adi (3) a pH 

2, 7,4 y 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla IV.2. Constantes de velocidad observadas (kobs) y tiempos de vida media (t1/2) 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 2, 7,4 y 10. 

 

 

Derivado pH 2  pH 7,4  pH 10 

kobs (h-1) t½ (h) kobs (h-1) t½ (h) kobs (h-1) t½ (h) 

AZT-Oxa 0,04 (± 0,01) 19,0 (± 3,0) 0,06 (± 0,01) 12,0 (± 2,0) 3,9 (± 0,2) 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) 

Profármaco pH 2  pH 7,4  pH 10 

kobs (h-1) t½ (h) kobs x 10-3 (min-1) t½ (min) kobs (min-1) t½ (min) 

AZT-Suc-Fen-O-met) Estable Estable 2,9 (± 0,1) 244,7(±4,9) 0,300 (± 0,007) 2,3 (± 0,7) 

AZT-Suc-ILeu-O-met  Estable Estable 0,4 (±0,1) 1732,8 (± 30,3) 0,079 (± 0,007) 8,8 (± 0,8) 

AZT-Glu Fen-O-met  Estable Estable 1,5 (±0,1) 452,5(±16,7) 0,077 (± 0,003) 7,9 (± 0,3) 

AZT-Adi Fen-O-met  Estable Estable 0,2 (±0,1) 3465,7 (±48,8) 0,070 (± 0,002) 10,4 (± 0,2) 
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Tabla IV.3. Constantes de velocidad observadas (kobs) y tiempos de vida media (t½), para  

AZT-Oxa, AZT-Suc, AZT-Glu y AZT-Adi en plasma humano 37°C; 24 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   a Valores estimados. kobs: constante de velocidad observada y t½: tiempo de vida media 

 

 

 

Tabla IV.4. Constantes de velocidad observadas (kobs) y tiempos de vida media (t½) 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Derivado Plasma humano 

 kobs (h-1) t½ (h) 

AZT-Oxa  0,135 (± 0,009) 5,1 (± 0,5) 

AZT-Suc   0,005 (± 0,001)a 138,6 (±1,6)a 

AZT-Glu   0,027 (± 0,001)a 25,6 (± 0,7)a 

AZT-Adi  0,016 (± 0,002)a 43,3 (± 0,4)a 

Profármaco Plasma humano 

 kobs (min-1) t ½ (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 253,7 ± 5,3 
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Tabla IV.5. Porcentaje de unión de AZT-Oxa, 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-met por las proteínas 

plasmáticas en estado puro (PP), en presencia de ácido salicílico (PP + SAL) y con diazepam 

(PP + DZP) 

 

nd: no determinado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Derivado  PP (%) PP + SAL (%) PP + DZP (%) 

AZT-Oxa  8,0 (±1,4) 1,3 (±1,1) nd 

AZT  13,1(±1,3) 2,5 (±1,8) nd 

AZT-Suc  33,2 (±1,8) 8,1 (±2,6) nd 

AZT-Glu  26,8 (±0,5) 1,8 (±1,3) nd 

AZT-Adi  34,1 (±1,5) 4,8 (±2,2) nd 

AZT-Suc-Fen-O-met (4)  52,1 (±5,3) 51,2 (±3,2) 37,8 (±1,4) 

AZT-Suc-ILeu-O-met (5)  50,5 (±1,3) 45,5(±2,8) 23,5 (±7,2) 

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) 
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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. 

 

 

 

 

 

  
Concentración (M) 

F 

(µg/min) 

Papp  

(x10-4 cm/min) 

AZT AZT 
1,0 x10-3 M 1,8 ±0,2 2,7 ±0,3 

1,0 x10-3 M + VER 1,2 ±0,1 1,7 ±0,2 

AZT-Suc 

AZT-Suc 
1,0 x10-3 M 

0,48 ± 0,05 0,52 ± 0,06 

AZTeq 0,79 ± 0,06 1,17 ± 0,02 

AZT-Suc 
1,0 x10-3 M + VER 

0,36 ± 0,02 0,38 ± 0,02 

AZTeq 0,75 ± 0,05 1,12 ± 0,03 

AZT-Glu 

AZT-Glu 1,0 x10-3 M 1,23 ± 0,06 1,32 ± 0,06 

AZTeq  1,09 ± 0,06 1,61 ± 0,02 

AZT-Glu 1,0 x10-3 M + VER 2,21 ± 0,02 2,41 ± 0,02 

AZTeq  1,99 ± 0,06 2,9 ± 0,02 

AZT-Adi 

AZT-Adi 1,0 x10-3 M 0,19 ± 0,02 0,20 ± 0,01 

AZTeq  0,46 ± 0,09 0,68 ± 0,10 

AZT-Adi 1,0 x10-3 M + VER 0,38 ± 0,03 0,39 ± 0,05 

AZTeq  0,60 ± 0,08 0,89 ± 0,06 

AZT-Suc-Fen-O-met 

AZT-eq 1,0 x10-3 M 1,3 ±0,1 1,9 ± 0,2 

AZTeq 1,0 x10-3 M + VER 0,9 ±0,2 1,8 ±0,3 

AZT-Suc-ILeu-O-met 

AZT-eq 1,0 x10-3 M 0,8 ±0,1 1,2 ±0,1 

AZTeq 1,0 x10-3 M + VER 1,1 ±0,2 1,6 ±0,3 

AZT-Glu-Fen-O-met 

AZT-eq 1,0 x10-3 M 0,2 ±0,1 0,3 ±0,1 

AZTeq 1,0 x10-3 M + VER 0,6 ±0,1 0,7 ±0,3 

AZT-Glu-Fen-O-met 

AZT-eq 1,0 x10-3 M 2,4 ±0,5 3,5 ±0,3 

AZTeq 1,0 x10-3 M + VER 4,4 ±0,3 6,5 ±0,5 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


