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RESUMEN

Se presenta un estudio teodrico y experimental de la reaccion de sintesis del acetaminofén,
mediante la aplicacion de conceptos espectroscopicos y termodinamicos. La metodologia
se desarroll6 en tres etapas, durante la primera se realizo la sintesis experimental del
acetaminofén, la extraccion del principio activo del producto comercial y el anélisis por
espectroscopia de infrarrojos y UV/Vis. La segunda parte consistié en una modelacién
electronico estructural; se obtuvieron las energias y las propiedades espectroscépicas
computacionales del acetaminofén y los precursores de sintesis (espectro IR, espectro
UV/Vis y espectro RMN). La tercera parte consistio de la interaccion de acetaminofén
con las enzimas Ciclooxigenasa 1 y Ciclooxigenasa 2 por medio de métodos de
acoplamiento molecular utilizando el programa Autodock Vina y se comparé con
resultados experimentales encontrados en la bibliografia. En la sintesis experimental se
obtuvo un rendimiento de la reaccion de 49,21%. Se aislaron todos los productos
intermedios de la reaccion de sintesis, y se obtuvieron los espectros IR y UV/Vis que
fueron comparados con los espectros tedricos y computacionales. Las bandas obtenidas
se encuentran dentro de los rangos para los grupos funcionales del acetaminofén y sus
precursores. En el estudio termodinamico se encontr6 que en la reaccion de sintesis del
acetaminofén tiene etapas exotérmicas y endotérmicas. En el estudio de acoplamiento
computacional se compararon los resultados calculados con resultados experimentales
obtenidos mediante cristalografia de rayos X, comprobando la hipétesis de que la
Ciclooxigenasa 1 no interacciona con el acetaminofén mientras que, la Ciclooxigenasa 2
tiene una interaccion débil. Los métodos computacionales, asi como la modelacién
electronico estructural, son comparables con resultados obtenidos experimentalmente,

demostrando ser bastante exactos.
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Palabras claves: Acetaminofén, Autodock Vina, Ciclooxigenasa, Espectroscopia,

Gaussian, Sintesis.
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ABSTRACT

This research presents a theoretical and experimental study of the synthesis reaction of
acetaminophen, through the application of spectroscopic and thermodynamic concepts.
The methodology was developed in three steps; the first one was the experimental
synthesis of acetaminophen, the extraction of the active principle of the commercial
product, and the analysis by infrared and UV/Vis spectroscopy of the acetaminophen and
its precursors. The second part consisted of a structural electronic modeling where the
energies and spectroscopic properties were obtained computationally (IR spectrum,
UV/Vis spectrum and NMR spectrum). The third part consisted in the interaction of
acetaminophen with the Cyclooxygenase 1 and Cyclooxygenase 2 enzymes using
docking methods on the program Autodock Vina, and comparing these results with
experimental ones found in the literature. A reaction yield of 49,21% was obtained in the
experimental synthesis. All intermediate products were isolated, and the IR and UV/Vis
spectra obtained were compared with theoretical and computational ones. Spectra bands
obtained are within the ranges reported for acetaminophen and its precursor’s functional
groups. The thermodynamic study showed that in the synthesis reaction of acetaminophen
there are exothermic and endothermic stages. Docking results compared with
experimental ones obtained through X-ray crystallography prove the hypothesis that
Cyclooxygenase 1 does not interact with acetaminophen and Cyclooxygenase-2 has a
weak interaction. Computational methods as well as the structural electronic modeling
are fully comparable with the results obtained experimentally proving to be quite

accurate.

Words key: Acetaminophen, Autodock Vina, Cyclooxygenase, Gaussian, Spectroscopy,

Synthesis.
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INTRODUCCION

Los medicamentos son una de las herramientas terapéuticas mas utilizadas en la
actualidad. Su uso adecuado permite a la poblacion obtener enormes beneficios en cuanto
al alivio o prevencion de enfermedades, mejorando el estado de salud de las personas

enfermas, o modificando estados fisiologicos [1].

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el uso adecuado de los medicamentos
implica que el paciente reciba cada medicamento para la indicacion especifica, en la dosis

correcta, durante el tiempo establecido y al menor costo posible para él y para la sociedad

[1].

El conocimiento de propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas de principios activos,
es de mucha utilidad industrial, ya que permiten conocer el comportamiento quimico en
el cuerpo y su mecanismo de accion. Con un estudio computacional completo de estas
sustancias, se pueden crear procesos de sintesis mas eficientes, menos costosos 0 mas
sencillos, ademas se puede sintetizar nuevos farmacos de accion rapida y que produzcan

menos efectos secundarios [2].

La quimica computacional nace con la necesidad de comprender aspectos importantes
gue no se pueden resolver de forma practica, como conocer estados intermediarios en

reacciones que se efectian rapidamente, comprender el comportamiento de un material a



temperatura altas que son muy dificiles de alcanzar en un laboratorio, o simplemente
calcular propiedades en sistemas de alto costo. La quimica computacional es una
aplicacion de nuevas tecnologias electronicas y las matematicas para comprender un

sistema [3].

Existen programas computacionales, que al introducir informacion estructural, se pueden
crear modelos computacionales de enzimas muy similares a la realidad, donde se la puede
girar o realizar acercamientos en partes especificas. Con este tipo de programas se pueden
usar estructuras computarizadas como una referencia, para determinar el tipo de
moléculas que podrian bloquear cierto tipo de enzima. Estas moléculas pueden ser
obtenidas de un banco de moléculas, o0 modeladas en la computadora y luego sintetizadas

en el laboratorio.

En esta investigacion se propone un estudio tedrico y experimental de la reaccion de
acetaminofén a partir de fenol. Este estudio permite caracterizar el comportamiento
quimico, termodindmico y el mecanismo de accion bioldgica del mismo, para entender la
accion farmacoldgica. Se realizé la sintesis experimental del acetaminofén, se comparo
la estructura obtenida del acetaminofén en el laboratorio con el producto comercial. Se
utilizaron herramientas computacionales, GAUSSIAN 03 y Autodock Vina, que
permiten analizar la espectroscopia, la termodinamica y el mecanismo de acoplamiento
del acetaminofén con enzimas. Con los resultados obtenidos se intenta tener un mejor
entendimiento del comportamiento quimico de la accion farmacoldgica del acetaminofén.

Se propone ver la aplicabilidad de estas técnicas en el desarrollo de nuevos farmacos.



A continuacion, se muestra el contenido de esta investigacion para un mejor

entendimiento de la misma:

En el Capitulo | se encuentra una breve descripcion del proceso inflamatorio y sus causas,
cémo los antiinflamatorios ayudan a contrarrestar este efecto. También se encuentra una
breve descripcion del proceso analgésico y antipirético. Se describe informacién sobre
los antiinflamatorios no esteroideos, el acetaminofén y las enzimas que actian sobre el
farmaco. Finalmente, se especifica el fundamento de las técnicas usadas, qué es la

modelacién computacional y el disefio de farmacos.

En el Capitulo Il, se explica el procedimiento empleado en la investigacién y los

materiales, equipos y reactivos.

El Capitulo Il se muestra todos los resultados obtenidos en la investigacion, ademas de

una discusion de cada uno de los resultados para su mejor entendimiento.

Finalmente, en el Capitulo IV se presentan las conclusiones y recomendaciones obtenidas

en la investigacion.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

En la sociedad en que vivimos, el consumo de medicamentos se ha vuelto cada vez mas
pronunciado. En el mercado, los medicamentos antiinflamatorios, analgésicos vy
antipiréticos son los méas conocidos. El uso indebido y las sobredosis de algunos de ellos,

pueden causar algunos efectos adversos en el organismo.

1.1 PROCESO INFLAMATORIO

La inflamacién se define como una reaccion compleja del tejido vascularizado (conjunto
de los pequefios vasos sanguineos), ocasionada por una lesién ubicada en este tejido, esta
respuesta inflamatoria se encuentra muy ligada al proceso de reparacién y dentro de sus
funciones se encuentra la de destruir, atenuar 0 mantener ubicado al agente patégeno, asi
mismo, se inicia una cadena de eventos que en ultimas instancias llevan a curacién y
reconstruccion del tejido lesionado [4]. Este proceso de reparacion se inicia durante el
proceso de inflamacion, sin embargo, no termina mientras no haya cedido el estimulo
lesivo y se caracteriza por la regeneracion de células parenquimatosas nativas, por la

proliferacion de fibroblastos (cicatrizacion) o por la combinacion de los dos.

Uno de los principales objetivos de la inflamacion es mantener un efecto protector,

basicamente para liberar al tejido de los agentes injuriantes, ya que sin este proceso,
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dificilmente se podria realizar la curacion, las infecciones se extenderian y los 6rganos

lesionados presentarian lesiones supurativas permanentemente [4,5].

La reparacion mediante fibrosis puede ocasionar dolor y cicatrices con desfiguracion y
hasta limitacién para la movilizacion, esta es la razon para que se utilicen los
medicamentos antiinflamatorios, cuya accién principal es la de inhibir los efectos
saludables de la inflamacidn, ya que es un mecanismo que tiene nuestro organismo para
curar la lesion, con los antiinflamatorios no se busca suprimirla sino modularla. Al
modular evitamos que la zona se hinche, y por lo tanto evitamos la aparicion del dolor y

evitar las secuelas nocivas de ésta [5].

1.1.1 MECANISMO DEL PROCESO DE INFLAMACION

La inflamacién es un proceso constituido por una serie de eventos consecutivos que
conducen a la eliminacion del agente o del tejido dafiado, mediante un mecanismo
bioldgico basico que presentan los seres vivos: la fagocitosis. Una vez eliminado el agente
y el tejido dafiado mediante este proceso, se produce la reparacién de la zona por
regeneracion y/o cicatrizacién. La cicatrizacion es un proceso de reparacion o
regeneracion de un tejido alterado, resultando en un tejido cicatrizal o un tejido igual al

original [6].

El conjunto de elementos que se ven involucrados en la inflamacién son: los vasos de

microcirculacion que son las arteriolas, capilares y vénulas; la sangre con el plasma, el



tejido conjuntivo y células que se encuentran en practicamente en todos los tejidos,

asegurando que la respuesta inflamatoria sea posible en cualquier lugar del organismo

[6].

Las células del tejido conjuntivo son las primeras en reaccionar al producirse dafio en los
tejidos por accion de un agente injuriante. Los agentes injuriantes son virus y bacterias,
que liberan histamina, produciendo la vasodilatacion y aumentando la permeabilidad.
Esta vasodilatacion trae una mayor afluencia de sangre, una disminucién de la velocidad
sanguinea y la apertura de los capilares que estaban cerrados. La zona enrojece y aumenta

la temperatura [6].

Existen cinco etapas en la inflamacion que son:
-Rubor: tonalidad rojiza en la zona afectada
-Tumor: Formacion de un edema (hinchazén).
-Calor: Aumento de la temperatura principalmente en la zona afectada por una
disminucidn de oxigeno.
-Dolor: En algunos casos suele ser el elemento fundamental, dolor a la palpacion.
-Perdida de funcién: Debido a las etapas anteriores mencionadas, en la zona afectada

se produce una pérdida de la funcion [7].



1.1.2 MEDIADORES DE LA INFLAMACION

Cuando un agente provoca una lesién, lo que hace es dafiar un volumen méas o menos
importante de células. De las células destruidas salen al exterior proteinas, algunas grasas
y en general sustancias quimicas que normalmente no saldrian nunca de la célula. Por
otro lado, otras células aunque no estén destruidas, son dafiadas en la lesion y también
vierten en el medio algunas de sus proteinas y sustancias intracelulares. Estas moléculas
internas al entrar en contacto con células sanas, producen una reaccion, y segregan
también proteinas de alarma, amplificando asi esta cascada de sustancias que primero se

vierten en el tejido y luego pasan a la sangre [8].

Toda esta cascada, sobre todo de proteinas, desata cambios que Ilamamos inflamacién
aguda, que pone en marcha a los sistemas defensivos del cuerpo. Y a estas sustancias se
las Ilama mediadores de la inflamacion. Estas sustancias son importantes, debido a que
se busca en los tejidos para demostrar que una lesion se ha producido en vida [8]. Los
mediadores de la inflamacion son de origen plasmatico, celular o sintetizado por el

higado.

En la inflamacion aguda que sigue a la aparicion de un estimulo de magnitud suficiente
en el seno de la agresion, se ponen en marcha numerosos mediadores, entre los que
pueden citarse: la cascada de la coagulacion y fibrindlisis; la descomposicion de los
coagulos sanguineos; el sistema de cininas, que es un sistema poco definido de proteinas
sanguineas; el sistema renina-angiotensina; la serotonina e histamina; y una multitud de

estimulos de origen neural que intentan, en el marco de una adecuada respuesta a la



situacion de emergencia, brindar el escenario méas propicio para que los hechos se

desenvuelvan con un minimo de dafio tisular sin perder su efectividad [9].

Algunos mediadores quimicos de la inflamacién son:
» La histamina cuyo origen es en mastocitos y basofilos, su efecto es incrementar
el flujo sanguineo, hinchazoén y picazon.
» La prostaglandinas PGE y PGF, su origen es en las plaguetas y su efecto es la
hinchazdn causada por la acumulacién de liquidos en los tejidos y el dolor que

se manifiesta [10].

1.2 PROCESO ANALGESICO

Los analgésicos son depresores selectivos del sistema nervioso central que se utilizan para
suprimir el dolor sin alterar la conciencia. Actlan elevando el umbral del dolor. La

palabra analgesia proviene del griego que significa “sin dolor” [11].

En base a su potencia analgésica y a su tolerancia, los analgésicos se han clasificado
hasta hace poco en narcoéticos o fuertes, y no narcoticos o déebiles. Esta clasificacion no

se la utiliza. Aun asi, la American Medical Association los divide en dos clases [11]:

a) Analgésicos fuertes, subdivididos en narcéticos y no narcoticos: estos se utilizan

para aliviar dolores fuertes.



b) Analgésicos débiles: éstos se utilizan para el tratamiento de dolores benignos o

moderados.

La accion farmacoldgica de los analgésicos tiene lugar fundamentalmente en el cerebro
y en la médula del sistema nervioso central. Sus principales objetivos son el musculo liso
y las secreciones glandulares del tracto respiratorio y gastrointestinal. Aparentemente
interfieren con los impulsos dolorosos en los alrededores del tAlamo, por interaccion con
receptores especificos. Estos receptores probablemente no son estructuras estaticas y
rigidas, sino entidades dindmicas que pueden inducir cambios conformacionales en las
moléculas con las que interaccionan, sufriendo ellos simultdneamente una alteracion

similar [11].

1.2.1 DOLOR

El dolor se debe a una estimulacion excesiva de los 6rganos sensoriales, cuyo origen
puede ser la dilatacion exagerada de un érgano, espasmos musculares prolongados, riesgo
sanguineo insuficiente o presencia de ciertas sustancias quimicas en el tejido. La
sensacion de dolor es mediada por la liberacion de sustancias que estimulan las
terminaciones nerviosas, entre ellas la quinina y la histamina. Otras sustancias también
involucradas para desencadenar la nocicepcion son la serotonina, acetilcolina, potasio y

las prostaglandinas [12].



Los receptores del dolor, o nociceptores, son terminaciones libres de las dendritas de las
neuronas sensoriales y se localizan préacticamente en todo el organismo. Poseen un bajo
umbral para la nocicepcion y responden a cualquier estimulo dafiino; por ejemplo: la

presion, el calor, el frio o el tacto [12].

Existen varias vias de transmision del dolor. Los impulsos sensoriales del dolor son
recogidos por los nociceptores que, una vez activados, generan impulsos que se
transmiten al sistema nervioso central por los nervios craneales y espinales.
Posteriormente, las neuronas se encargan de la transmision rapida, y de la transmision de
estimulos mecénicos térmicos o quimicos. Las neuronas, también activan dos sistemas
neuronales que son interpretados por el Sistema Nervioso Central como un dolor agudo
bien localizado. El tiempo que transcurre entre la aparicion del estimulo doloroso y su
concienciacion, depende de la distancia de separacién entre el receptor y el encéfalo, o
sea, que cuanto mayor sea la distancia entre el sitio, mayor sera la diferencia temporal

entre las dos sefiales [12].

1.3 PROCESO ANTIPIRETICO

La actividad antipirética de algunos antiinflamatorios no esteroideos es una consecuencia
de la inhibicion central de las prostaglandinas. La regulacién de la temperatura es
controlada por el hipotdlamo, que fija el punto al cual ésta se debe mantener. En la fiebre,
la temperatura se regula con la influencia de agentes bioldgicos, reacciones inmunes,

farmacos, progesterona y prostaglandinas liberadas a partir del proceso inflamatorio.
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El mecanismo de accion comun para todos los antiinflamatorios no esteroideos consiste
en la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas mediante el bloqueo de la enzima

ciclooxigenasa [13].

1.3.1 LAFIEBRE

Se considera que hay fiebre cuando la temperatura corporal estd 1° C o mas por arriba de
la desviacion estandar promedio en el sitio de registro. Se produce una elevacion
controlada del punto de ajuste de la temperatura corporal en el centro termorregulador, el
cual es el encargado de mantener el equilibrio entre la ganancia y pérdida de calor. Dicho
centro termorregulador se encuentra en el hipotadlamo, y actla mediante las siguientes
sustancias: pirégenos, exdgenos y enddgenos, que se liberan en respuesta a maltiples

estimulos corporales, principalmente infecciosos [14].

Desde el punto de vista evolutivo, se plantea que la fiebre actia como un mecanismo de
defensa organico, que impone un gran gasto energético al individuo en su produccién

[15].

1.4 ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOQOS (AINES)

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), son uno de los grupos terapéuticos mas
utilizados a nivel mundial, estimandose que su consumo diario es efectuado por mas de

30 millones de personas [16].
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1.4.1 CLASIFICACION

Los AINES son un amplio grupo de compuestos quimicos que tienen propiedades
antipiréticas, analgesicas y antiinflamatorias en el organismo. Su clasificacion se debe a
la estructura quimica, como se observa en la Tabla 1.1. Dentro de los derivados del p-

aminofenol, se encuentra el acetaminofén, el compuesto de interés para este estudio.

Tabla 1.1 Clasificacion de los antiinflamatorios no esteroideos [16].

GRUPO PRINCIPAL EJEMPLO

Derivados del acido salicilico Aspirina

Derivados de las pirazolonas Metazimol

Derivados del acido propionico Ibuprofeno

Derivados del 4cido acético Indolacéticos Indometacina
Pirrolacéticos Tolmetina
Fenilacéticos Diclofenaco
Nafticéticos Nabumetona

Derivados del &cido endlico Piroxicam

Derivados del p-aminofenol Paracetamol o Acetaminofén
Propacetamol

Fenazopiridina

1.4.2 MECANISMO DE ACCION

Los AINES bloquean el sitio de union del acido araquidonico en las isoformas de la

ciclooxigenasa (COX), lo que evita su conversion en prostaglandinas (PG). Todos estos

12



farmacos bloguean la sintesis de PG al inhibir, con mayor o menor potencia y

especificidad, las isoformas de la COX.

Se conocen dos isoformas de las ciclooxigenasas: la ciclooxigenasa 1 (COX-1) y la
ciclooxigenasa 2 (COX-2), con alrededor de 600 aminoacidos cada una. Se conoce que
la COX-1y la COX-2 difieren en un solo aminoéacido, aunque los sitios activos de las
enzimas son idénticos. Para algunos autores existe una tercera isoforma, la ciclooxigenasa
3 (COX-3), radicada en el cerebro [16]. En la Figura 1.1 se aprecia una estructura
aproximada de las isoformas de la COX-1 y la COX-2, en donde se ve el sitio activo para

cada isoforma.

Isoforma COX-1 Isoforma COX-2

| | I. Pe:

kins |

Sitio activo de COX-1 Sitio activo de COX-2

Isoleucina Valina [15]

Figura 1.1 Estructura aproximada de las Isoformas de la COX-1y de la COX-2

Existen tres modos de union a la COX-1:

a) Union répida y reversible
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b) Union répida de baja afinidad, reversible, seguida de una uniéon mas lenta, es
dependiente del tiempo y posee una gran afinidad.
c) Union répida, reversible, seguida de una modificacion irreversible, covalente

(aspirina).

Sobre la COX-2, los agentes especificos producen una inhibicion reversible dependiente
del tiempo. La enzima tiene los siguientes dos sitios activos: ciclooxigenasa y peroxidasa,

denominados conjuntamente prostaglandina endoperoxidosintetasa.

El grupo peroxidasa es necesario para que se activen los grupos hemos que participan en
la reaccidn ciclooxigenasa. EI complejo enzimético es un dimero, asi que en total posee
dos sitios ciclooxigenasa y dos sitios peroxidasa. Cada subunidad tiene un canal, que se
une a membranas celulares externas o internas. El sitio activo esta dentro del complejo, a
modo de tanel, que actla guiando al acido araquidénico (AA), liberado por la fosfolipasa
Az (PLA2) tras estimulos diversos de los fosfolipidos de membrana. Tras su unién a dos
moléculas de oxigeno (O>), éstas penetran en el canal, se anclan a diversos aminoacidos
(especialmente Arginina 120 y Tirosina 385) y liberan intermediarios inestables como los
endoperoxidos PGG:. vy, posteriormente, el endoperoxido PGH. por accion de la
peroxidasa. La endoperdxido PGH> se convierte, por accion de enzimas especificas de

célula, en prostaglandinas estables que salen de la célula [16].

La COX-1y la COX-2 tienen el mismo peso molecular y son muy similares. Ambas se

encuentran en la membrana plasmatica y cada una de ellas tienen un canal; la Gnica
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diferencia es que el canal es mas ancho en la COX-2 que en la COX-1. Esto significa que
casi todos los AINES inhibidores de la COX-1 también inhiben la COX-2, pero que
muchos inhibidores de la COX-2 poseen escaso poder blogueante de la COX-1, lo cual

tiene interesantes aplicaciones [16].

1.4.3 CONTRAINDICACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

Los AINES presentan algunos efectos entre ellos:

1) Riesgo gastrointestinal: la reaccion adversa mas habitual de los AINES, con
excepcion de los COX-2 selectivos, es la que se ha denominado gastropatia
por AINES. Esta reaccion adversa se produce debido a la inhibicion de las
prostaglandinas gastroprotectoras, en particular la prostaciclina (PGI2) y la

dinoprostona (PGE2).

2) Riesgo cardiovascular: se ha propuesto que la inhibicion selectiva de la COX-
2 es la responsable de la mayoria de los efectos cardiovasculares de los
AINES, en comparacion con la inhibicion selectiva de la COX-1 responsable
de los efectos gastrointestinales. El riesgo cardiovascular de los AINES se
manifiesta por un aumento del riesgo de infarto de miocardio e ictus y por una

mayor incidencia de insuficiencia cardiaca e hipertension.

El efecto de los AINES depende del grupo al que pertenecen Los Para-aminofenoles

pueden provocar hepatotoxicidad grave en caso de intoxicacion [16].
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1.5 ACETAMINOFEN

El acetaminofén o paracetamol, es un medicamento ampliamente utilizado. Es un
analgésico muy suave y reduce la temperatura de los pacientes con fiebre, posee una
pequefia actividad antiinflamatoria. En la actualidad hay mas de 90 productos comunes
que contienen acetaminofén que estan disponibles en el mostrador de las farmacias
alrededor del mundo. Muchos de ellos se venden como tratamientos para el alivio del

resfriado, gripe y pueden ser comprados en una serie de diferentes formulaciones [17].

El acetaminofén (nombre IUPAC N-(4-hidroxifenol) etanamida), cuya estructura quimica
se observa en la Figura 1.2, se encuentra dentro de los antiinflamatorios no esteroideos
debido a sus acciones analgésicas y antipiréticas, dentro del grupo de los derivados del p-
aminofenol. El acetaminofén se sintetiz6 a finales de 1800 y fue reportada actividad
analgesica por Von Mering en 1893. Sin embargo, no fue hasta la segunda mitad del siglo
XX que llegé a ser ampliamente utilizado [17, 18]. Hoy en dia en el mercado nacional, se
puede encontrar una infinidad de nombres que dependen de la casa farmacéutica y del

pais. Algunos nombres son: Analgan Parabay, acetaminofén MK, Agudol, etc [19].

NY
@)
HO

Figura 1.2 Estructura del acetaminofén
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En la Tabla 1.2 podemos apreciar las propiedades fisicas y quimicas del acetaminofén.

Tabla 1.2 Propiedades fisicas y quimicas del acetaminofén [16]

Peso molecular 151,2 g/mol

Formula molecular CsHoNO2

Estado de agregacion Polvo finamente cristalizado
Color Blanco

Valor de pH A20°C

5.3-6.5 en una solucién saturada
Punto de Fusion 169-171 °C
Solubilidad Poco soluble en agua a 20 °C 14 g/L,

soluble en etanol, acetona.

1.5.1 IMPORTANCIA

El acetaminofén es mundialmente reconocido por su efectividad para combatir el dolor
muscular y la cefalea (dolor de cabeza persistente), siendo ésta Ultima una causa
importante. Los usos principales del acetaminofén se aplican también para la fiebre y el
dolor general y es efectivo en todas las condiciones médicas en las cuales se presentan
estas patologias. Ademas, tiene un perfil de seguridad adecuado por sus propiedades, en

comparacion con otros farmacos [20].

17



El acetaminofén es un f&rmaco muy eficaz como analgésico y antipirético, pero no posee
accion antiinflamatoria (es decir, en sentido estricto no es un AINE). Esta considerado en
el tratamiento de eleccion como antipirético y analgésico frente a otros AINES y en
especial, frente a la aspirina, ya que no presenta muchos de los efectos adversos que éstos

producen, como hemorragia digestiva alta [16].

1.5.2 CONTRAINDICACIONES Y EFECTOS ADVERSOS

En dosis terapéuticas, el acetaminofén es muy bien tolerado y quizas, sea el AINES més
seguro de todos. A veces pueden aparecer alergias en forma de erupciones eritematosas
y urticarias. La reaccion adversa mas importante es la intoxicacion aguda con necrosis

hepética grave y se explica por el metabolismo del farmaco.

La oxidacion del acetaminofén produce la formacion del metabolito altamente reactivo y
toxico, el N-acetil-p-benzoquinoneimida (NAPQUI). EI NAPQUI se combina
rapidamente con glutation (GSH) y con otros compuestos que contienen tioles, formando

conjugados no toxicos, que son eliminados por la orina [16].

Cuando la formacion del NAPQUI sobrepasa la concentracion de GSH, el NAPQUI libre
se une a las proteinas intracelulares del hepatocito y causa toxicidad. Si el paciente va

rapidamente al doctor, se puede prevenir la lesion hepatica administrando sustancias que
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aumenten la formacién de glutation en el higado, como la acetilcisteina por via

intravenosa [16].

Las sobredosis de acetaminofén o el uso continuo de este farmaco pueden ocasionar
hepatotoxicidad y nefropatia, debidas a un metabolito oxidativo que se produce en el
higado y, en menor grado, en el rifidn [16]. Acetaminofén tampoco se debe administrar

por periodos prolongados ni en mujeres embarazadas.

Contraindicado en hipersensibilidad previa. Debe evitarse los productos que contienen
aspartamo, sacarina, azucar o tartrazina (colorante amarillo FDCN°®5). La ingestion de 3
0 mas bebidas alcohdlicas por periodos prolongados, puede aumentar el riesgo de dafio
hepético o sangrado del tubo digestivo asociado al uso del acetaminofén, por lo que se

deben considerar estas condiciones al prescribir el medicamento [21].

1.5.3 POSOLOGIA

El acetaminofén se lo puede encontrar en algunas especificaciones. Se lo vende en
presentaciones de 500 mg en tabletas, en jarabes en presentaciones de 160 mg/5 mL. Los
nifios menores de 12 afos no deben recibir menos de 5 dosis en las 24 horas. Para adultos
y nifios mayores a 12 afios de 325 a 650 mg cada 4 a 6 horas. En neonatos la dosis es de

10 a 15 mg cada 6 a 8 horas o, segun las necesidades que presenten [21].
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1.5.4 FARMACOCINETICA

Las propiedades farmacocinéticas del acetaminofén se observan en la Tabla 1.3. El
compuesto se absorbe rapidamente por el intestino delgado y la velocidad de absorcién
depende del vaciado gastrico. Se difunde bien por los tejidos y también atraviesa las
barreras biologicas, estd condicionado por las caracteristicas fisicoquimicas de la
sustancia, en particular, del peso molecular, grado de ionizacion y liposolubilidad [22].

Es metabolizado principalmente en el higado [16].

Tabla 1.3 Propiedades farmacocinéticas del acetaminofén [17]

Parametro Valor
Biodisponibilidad 70-90 %
Unidn a proteinas plasmaticas <20 %
Tiempo de Vida Media (T 1) 1,5-3h
Volumen de distribucién 0,95 L/kg
Metabolismo 90-95 %
Aclaramiento 5 mL/kg/min

El acetaminofén se absorbe rapida y completamente por via oral, y bastante bien por via
rectal, teniendo la ventaja de evitar el primer paso hepatico. La biodisponibilidad es muy
elevada como se observa en la Tabla 1.3 y se metaboliza principalmente en el higado,
donde la mayor parte se convierte en compuestos inactivos por formacion de sulfatos y

glucordnidos, y posteriormente es excretado por los rifiones.
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Solamente una pequefia proporcion se metaboliza mediante el sistema enzimético del

citocromo P-450 en el higado [17].

1.5.5 ACCION FARMACOLOGICA

El acetaminofén ejerce solo una ligera actividad sobre la COX-1y la COX-2 (se piensa,
aungue esto no estd demostrado, que actlia en la COX-3). Es el tratamiento de eleccidn
como analgésico y antipirético, en particular cuando la aspirina esta contraindicada

(ulcera, nifios, alergia, etc.) [22].

Después de la administracion oral, el acetaminofén se absorbe répida y completamente
por el tracto digestivo. El acetaminofén se une a las proteinas del plasma en un 25%.
Aproximadamente una cuarta parte de la dosis experimenta en el higado un metabolismo
de primer paso. También es metabolizada en el higado la mayor parte de la dosis
terapéutica, produciéndose conjugados glucurdnicos y sulfatos, que son posteriormente
eliminados en la orina. Entre un 10-15 % de la dosis experimenta un metabolismo
oxidativo mediante las isoenzimas de citocromo P450, siendo posteriormente conjugado

con cisteina y acido mercaptarico.

Después de una sobredosis, en presencia de malnutricién o de alcoholismo, existe una
deplecion hepatica de los glucuronidos y sulfatos, por lo que el acetaminofén experimenta
el metabolismo oxidativo que es el mas tdxico, a través del sistema enzimatico citocromo

P450 2E1 (CYP2EL1) y el citocromo P450 1A2 (CYP1AZ2) [23]. Se puede producir este
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metabolito cuando el acetaminofén se administra con farmacos que son inductores
hepaticos, que son inhibidores enziméticos que bloquean la actividad metabdlica de una

0 varias enzimas P450 [23].

1.5.6 MECANISMO DE ACCION

Durante mucho tiempo se ha creido que el mecanismo de accién del acetaminofén es
similar al del &cido acetilsalicilico (AAS). Es decir, que actta reduciendo la sintesis de
prostaglandina, compuesto relacionado con los procesos febriles y el dolor, inhibiendo la

ciclooxigenasa (COX).

Sin embargo, existen algunas diferencias importantes entre los efectos del acido
acetilsalicilico (AAS) y el acetaminofén. Las prostaglandinas participan en los procesos
inflamatorios, pero el acetaminofén presenta poca actividad antiinflamatoria. Ademas, la
COX también participa en la sintesis de tromboxanos, que favorecen la coagulacién de la
sangre; el cido acetilsalicilico (AAS) tiene efectos anticoagulantes, pero el acetaminofén
no. Finalmente, el AAS y otros AINES son perjudiciales para la mucosa gastrica, donde
las prostaglandinas desempefian un papel protector, en este caso el acetaminofén es

seguro [22].

El AAS acttia como inhibidor irreversible de la COX, y también bloquea el centro activo
de la enzima directamente, en cambio el acetaminofén bloquea indirectamente a la COX,

y este blogueo es indtil en presencia de perdxidos. Esto podria explicar por qué el
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acetaminofen es eficaz en el sistema nervioso central y en células endoteliales, pero no
en plaquetas y células del sistema inmunoldgico, que tienen niveles altos de perdxidos

[22].

Se desconoce el mecanismo exacto de la accion del acetaminofén, aunque se sabe que
actta a nivel central. Se cree que el acetaminofén aumenta el umbral al dolor inhibiendo
las ciclooxigenasas en el Sistema Nervioso Central, enzimas que participan en la sintesis
de las prostaglandinas. El acetaminofén no inhibe las ciclooxigenasas en los tejidos
periféricos, por lo que carece de actividad antiinflamatoria. El acetaminofén también
parece inhibir la sintesis y los efectos de varios mediadores quimicos que sensibilizan los

receptores del dolor a los estimulos mecéanicos o quimicos [23].

Los efectos antipiréticos del acetaminofén tienen lugar bloqueando el pir6geno enddgeno
en el centro hipotaldmico regulador de la temperatura, inhibiendo la sintesis de las
prostaglandinas. El calor es disipado por vasodilatacion, aumento del flujo sanguineo

periférico y sudoracion [23].

1.6 ENZIMAS

La diversidad de grupos laterales (polares y no polares) que tienen los aminoacidos,

permiten que las proteinas se unan con todo tipo de moléculas presentes en las células.
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La interaccion provoca cambios en la conformacién de las proteinas, hecho que explica

las maltiples funciones que realizan.

Las enzimas o catalizadores, que aumentan la velocidad de las reacciones del
metabolismo, se acoplan con las moléculas sobre las que actdan, formando un complejo

temporal denominado enzima-sustrato [24].

1.6.1SITIO ACTIVO

La unidn de las enzimas con su sustrato se hace en la region de la enzima denominada
sitio activo, que es especifico para cada tipo de molécula que debe interactuar con la
enzima. El papel del sitio activo es el de orientar a el o a los sustratos, para romper un
enlace quimico o para formar uno; para adicionar un grupo quimico, por ejemplo un nitro;
0 bien, para cambiar la disposicion de sus enlaces. La orientacion de los sustratos, permite
el alineamiento de los grupos quimicos que reaccionardn, lo que reduce la barrera
energética que los reactantes tienen que superar para que la reaccion se lleve a cabo. La
interaccion de la enzima con su o sus sustratos, se considera similar a la interaccion de

una llave con su cerradura [25].

Los sitios activos de la COX-1 y COX-2 son muy similares, pero se diferencian en la
presencia de una camara lateral en la COX-2 localizada por encima de la constriccion

Arginina-120/ Tirosina-355/ Acido Glutamico-524 [25].
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1.7 METODOS EXPERIMENTALES

1.7.1 SINTESIS ORGANICA

En la Figura 1.3 se describe la sintesis del acetaminofén a partir de fenol.

OH
OH OH
H2504: NO; +
NaMNO3
NOz
OH
OH OH o 0
NaBHa P
Ni
HN
NO: NH: e
0

Figura 1. 3 Sintesis del acetaminofén a partir de fenol [17]

La sintesis del acetaminofén comprende tres etapas. En la primera etapa con una mezcla
sulfonica, se afiade lentamente el fenol para poder nitrarlo y obtener los isomeros 4-
nitrofenol y 2-nitrofenol. Las reacciones caracteristicas de esta mezcla sulfonica se

observan a continuacion:

H>SO4 + 2NaNO3=> NaxSO4 + 2 HNO3

HNOs + H2SO4 > NO2* + HSO4™ + H20

El ion HSO4 actia como base de Bronsted extrayendo el hidrogeno del anillo. En la

Figura 1.4 se observa como es el mecanismo de la reaccion para el fenol [26].
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Figura 1.4 Mecanismo aceptado de la nitracion

Una caracteristica importante es la temperatura debido a que el proceso de nitracion es
altamente exotérmico [27]. Por este motivo se debe cuidar que la temperatura de la

reaccion no sobrepase los 20 °C.

Ciertos grupos unidos a un anillo aroméatico pueden donar electrones a sus orbitales
moleculares deslocalizados. Un ejemplo muy particular es el que podemos observar en la
reaccion del ion nitrato con el fenol. La sustitucion del benceno es mucho mas rapida
cuando esta presente un sustituyente donante de electrones. Esto sucede debido a que un
electréfilo es atraido a regiones de alta densidad electronica. Por lo tanto, para dar cuenta
de la rapida reaccion del fenol, la densidad electronica debe ser mayor en el anillo cuando

esta presente el sustituyente —OH donante de electrones [26-27].

El sustituyente —OH se un activante poderoso, y a la vez un dirigente orto y para en una
sustitucion electrofilica aromatica, los productos obtenidos seran el 2-nitrofenol y el 4-

nitrofenol.
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La segunda parte de la sintesis consiste reducir el grupo nitro en presencia de borohidruro

de sodio. Los nitrocompuestos pueden reducirse de dos maneras generales:

a) Por hidrogenacién catalitica
b) Por reduccién quimica via la transferencia de hidrogeno proveniente de un

donador adecuado [28].

Las reacciones de reduccién ocurren si una molécula pierde oxigeno o si una molécula
gana hidrdgeno, en la reaccion utilizada, la reduccion quimica es por via a la transferencia

de hidrégeno proveniente de un donador adecuado, el borohidruro de sodio.

La reduccion de un nitrocompuesto a amina procede suavemente cuando se agita una

solucion del nitrocompuesto con niquel o platino [26].

La tercera parte consiste en la acetilacion de una amina, es una reaccion de sustitucion
nucleofilica sobre carbono insaturado, siendo el nucleéfilo la amina. EI mecanismo de
la acetilacion consiste en un ataque de la amina al carbono del carbonilo del anhidrido
acético, formando un intermediario tetraédrico, etapa determinante de la velocidad de

reaccion [29].
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1.7.2 METODOS ESPECTROSCOPICOS

A. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA VISIBLE (UV/Vis)

En las moléculas organicas, la longitud de onda que absorben depende de la fuerza de los
enlaces. Los enlaces simples poseen electrones compartidos sujetos con tal firmeza, que
su excitacion requiere energias que corresponden a la longitud de onda de la region
ultravioleta inferiores a 180 nm. Los dobles y triples enlaces de las moléculas organicas
se excitan mediante radiacion con mas facilidad, debido a que se sujetan con menor

fuerza [30].

Para muchas aplicaciones, los instrumentos mas sencillos proporcionan informacién tan
rapida y satisfactoria como la obtenida por los equipos mas sofisticados. Los instrumentos
para medir la absorcion de radiacion ultravioleta y visible estdn compuestos por los
siguientes componentes: Fuentes, selectores de longitud de onda, recipientes para la

muestra, detectores de radiacion y procesadores de sefial con su dispositivo de lectura.

Algunos de los componentes que estan formando el equipo son:

La fuente, su trabajo es la generacién de un haz de radiacion con suficiente potencia de
salida y estabilidad para que se detecte la muestra y se mida con facilidad. Las fuentes
continuas no cambian bruscamente en un intervalo considerable de longitudes de onda,

un ejemplo son las lamparas de deuterio e hidrégeno [30].
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Los recipientes de la muestra son celdas o cubetas que contienen a la muestra y al
disolvente, deben ser de un material que deje pasar la radiacion de la region espectral de
interés. Para la region ultravioleta visible se requiere celdas de cuarzo o silice fundida.

En la region visible se puede utilizar celdas de plastico [30].

B. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

Técnica para el analisis quimico y la determinacién estructural. Se basa en que las
vibraciones moleculares se producen en la region del infrarrojo del espectro
electromagnético, y los grupos funcionales tienen frecuencias caracteristicas de

absorcion.

La region del infrarrojo abarca la radiacion entre 12.800 y 10 cm™, por este motivo se
divide al espectro infrarrojo en tres regiones denominadas infrarrojo cercano, medio y
lejano. Las medidas en la region del infrarrojo cercano se realizan con fotometros y

espectrofotometros similares [31].

En un espectrofotdmetro de IR hay una fuente, que cubre el intervalo total de frecuencias,
y que se divide en dos haces de igual intensidad. Un haz pasa a través de la muestra y el
otro se usa como referencia para ser comparado con el primero. El espectro se obtiene
como un diagrama que muestra los maximos de absorcion, representados frente a la

longitud de onda o la frecuencia. La muestra puede ser sélida, liquida o gaseosa [32].
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La radiacion infrarroja es la radiacion electromagnética de longitudes de onda mas altas,
pero menores frecuencias que la de la luz roja; una longitud de onda de 1000 nm
corresponde a una frecuencia de unos 3 x 10** Hz, que es comparable a la energia con la
cual las moléculas vibran. Por esa razén, las moléculas pueden absorber radiaciones

infrarrojas y excitarse vibracionalmente [30].

Cualquier enlace entre dos 4&tomos vibra a medida que los &tomos se acercan y se alejan
uno del otro. Este tipo de movimiento se llama modo “estiramiento”. La frecuencia a la
cual las moléculas vibran depende de las masas de sus dtomos y de la rigidez de sus
enlaces, una molécula formada por arométicos livianos unidos por enlaces rigidos tienen
una frecuencia vibracional mas alta que una formada por dtomos pesados unidos por
enlaces mas flojos. La primera absorbera entonces radiacion de frecuencia mas alta que
esta Gltima. Los movimientos de plegado de las moléculas tienden a ser menos rigidos
que los movimientos de estiramiento; por lo tanto, las vibraciones de plegado absorben

tipicamente radiacion de frecuencias mas bajas que las vibraciones de estiramiento [33].

La fuente de radiacion infrarroja es un filamento caliente, y la longitud de onda se
selecciona mediante la difraccion de la radiacion por un hendidura: la interferencia
constructiva da como resultado una radiacion intensa obtenida en una direccion para un
angulo dado de la hendidura y a medida que se modifica el angulo, pasan a traves de la
muestra radiaciones de distintas longitudes de onda. El rayo se divide, una parte pasa a
través de la muestra y la otra a traves de un blanco, la intensidad de ambos rayos se

compara en el detector y se monitorea la reduccién de la intensidad. El resultado es un
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espectro en el cual aparecen minimos a las longitudes de onda de la radiacion absorbida

por la muestra [32].

Un espectro infrarrojo estd compuesto: en la ordenada se representa una escala lineal de
la transmitancia; en la abscisa se representa una escala lineal de nimero de onda en

unidades de cm™ [30].

C. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La RMN es una técnica que utiliza las propiedades magnéticas de ciertos nucleos, su
aplicacion mas importante en quimica organica son la espectrometria RMN de *H y 3C.
Aunque es aplicable a cualquier nucleo que posea espin. El analisis de RMN
unidimensional proporciona informacion sobre el nimero y tipo de entidades quimicas

en una molecula [34].

La RMN consiste en medir la absorcion de radiacion de radiofrecuencia que experimenta
una muestra situada en un campo magneético fuerte. La radiacion que se utiliza esta en el

intervalo de 100 MHz a casi 1 GHz.
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Como en otras espectroscopias, la fraccién de potencia absorbida es proporcional a la
concentracion de las especies absorbentes, mientras que la energia de la transicion se

determina a partir de las propiedades moleculares y atdbmicas [35].

Los nicleos mas importantes de esta clase son tH, ¥ C, ¥ F, 31 py 1 B, De entre ellos,

es el proton el que ha sido objeto de mayor atencion [36].

Los nucleos de muchos atomos poseen un momento magnético. En un campo magnético,
un niicleo como tH o *C puede alinearse solo en dos direcciones relativas al campo y no
en otra intermedia. El estado fundamental es el nivel de energia de los nicleos cuando el

dipolo magnético esta alineado en contra del campo magnético [36].

Los espectros de energias de radiofrecuencia se miden y se representan como picos
estrechos que surgen de la linea base. La frecuencia a la que tiene lugar la absorcion de

energia en un experimento de RMN depende de dos factores:

-La identidad del nicleo

-La fuerza del campo magnetico
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La frecuencia es funcion de las propiedades internas de las moléculas, y la magnitud de
la absorcion de energias es funcion de la concentracion. En RMN, las areas situadas bajo

los picos se miden por integracion electrdnica.

En espectroscopia de RMN, las areas integradas bajo los picos son solo valores relativos
que dependen del nimero de nucleos que contribuyen al pico. Este es uno de los puntos
fuertes del método de RMN: “Cada proton, cuando absorbe energia, contribuye en igual

proporcion a un espectro simple de absorcion de RMN” [34].

La magnitud de la absorcion es independiente del desplazamiento quimico cuando el

experimento se lleva a cabo con cuidado [34].

1.8 METODOS COMPUTACIONALES

La quimica computacional es un campo interdisciplinar que involucra Quimica, Fisica,
Biologia, Matematicas e Informatica, se desarroll6 en la década de los afios ochenta. El
término quimica computacional se utiliza extensamente en la literatura cientifica pero no

existe una definicién bien establecida del mismo. Aunque la definicién méas aceptada es
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la dada por Lipkowitz y Boyd, segun la cual la quimica computacional es la modelacion

cuantitativa de fendmenos de interés quimico usando técnicas computacionales [37,38].

Dos puntos destacan en esta definicion. La modelacion cuantitativa, es decir, la creacion
de modelos capaces de reproducir la realidad de forma precisa; y por otro lado, técnicas
computacionales, es decir, la implementacion eficiente de los modelos y su utilizacion a

través de, y gracias a, la tecnologia informatica [38].

La quimica computacional ha ido creciendo a lo largo de los afios, hasta convertirse en
una solida e importante disciplina de la quimica moderna, tanto desde el punto de vista
industrial como académico. Los métodos computacionales se utilizan para resolver
problemas quimicos que serian intratables o muy complicados desde el punto de vista
experimental. Ademads, estos “experimentos sobre ordenador” son madas baratos y
controlables que los reales. Todo esto es posible gracias a que los desarrollos teéricos y
computacionales de las Gltimas décadas han sido tales, que los resultados obtenidos con
las técnicas de quimica computacional pueden en la actualidad rivalizar con, o

complementar a, las observaciones experimentales [39].

En este contexto, se utilizan distintos paradigmas de computacion y se usan o desarrollan

técnicas de visualizacion y representacion de datos [40].

La mayoria de los tratamientos tedricos en Quimica Computacional estan basados en el

método auto consistente (SCF) de Hartree-Fock (HF) con una funcion de onda [41].
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Existen funciones que pueden representar a los orbitales atomicos, por ejemplo los
orbitales tipo Slater (STO, Slater type orbitals), o los de tipo gaussiano (GTO, gaussian

type orbitals).

1.8.1 FUNCIONES BASE

Los orbitales moleculares se pueden representar como combinaciones lineales de un
conjunto predefinido de funciones de un electron, conocidas como funciones de base, y
se ubican generalmente en los nicleos atomicos. Para formar las funciones de base
conocidas como gaussianas contraidas, se emplean combinaciones lineales de gaussianas
primitivas. La base méas grande siempre es la mas lenta, es la mas precisa y por lo mismo

aumenta el costo computacional de calculos de energia, optimizacion, etc [38].

1.8.2 GAUSSIAN 03

GAUSSIAN es uno de los programas de estructura electronica utilizado por los quimicos,
bioquimicos, fisicos y otros cientificos alrededor de todo el mundo. Establecido a partir
de las leyes fundamentales de la mecanica cuantica, GAUSSIAN predice las energias,
estructuras moleculares, frecuencias de vibracion y las propiedades moleculares de las

moléculas y reacciones en una amplia variedad de entornos quimicos [42].
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1.8.3 AUTODOCK

Es un conjunto de herramientas de conexion automatizados, disefiado para predecir
moléculas pequefias a traves de un disefio informatico, el cual se hace interactuar las
macromoléculas con sustratos o candidatos a farmacos, o unirse a un receptor de
estructura 3D conocida. Existen dos generaciones de software: AutoDock y AutoDock
Vina. AutoDock Vina calcula las rejillas internamente, para los tipos de atomos que se

necesitan y lo hace practicamente al instante [43].

1.9 MODELAMIENTO DE FARMACOS

El suefio dorado de farmacoquimicos y farmacdlogos ha sido el disefiar farmacos a
medida con una accién definida y especifica. Los afios que siguieron a la Il Guerra
Mundial fueron testigos de un incremento de desarrollos cientificos y tecnolégicos que
han ido creciendo exponencialmente cada década. La disponibilidad de instrumentos en
técnicas de separacion y caracterizacion, cromatografias, cromatografia liquida de alto
rendimiento, espectrometrias de resonancia magnetica nuclear, espectrometria de masas,
condujo al desarrollo de aproximaciones sofisticadas y avanzadas en el disefio de

farmacos [44].
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El disefio de farmacos basados en el conocimiento de la estructura cristalina de la proteina
diana o de una proteina de estructura parecida, permite establecer la estructura de un
prototipo. Posteriormente, este prototipo se optimiza hasta tener un candidato firme para

ensayos clinicos [45].

Los objetivos principales de una modelacion molecular son tres: descubrir moléculas
activas; optimizar moléculas activas ya conocidas; y seleccionar, de un grupo dado de
estructuras a los candidatos que tengan mayor o menor probabilidad de convertirse en

farmacos exitosos.

De esta manera, el uso de la computadora puede ayudar a descubrir y disefiar estructuras
quimicas que tengan propiedades adecuadas para entrar en el proceso de desarrollo de un

farmaco [46].
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CAPITULO 11

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 SINTESIS DE ACETAMINOFEN

Para la sintesis del acetaminofén, se realiz6 la nitracion del fenol en presencia de acido
sulfarico con nitrato de sodio. El resultado fue la formacién de 2-nitrofenol y 4-nitrofenol.
La separacion de estos isdmeros se realizd mediante destilacion y posterior reflujo por 5
min. Este paso se adiciono a la metodologia utilizada [17]. EI 4-nitrofenol se redujo a
amina correspondiente, 4-aminofenol, en presencia de borohidruro de sodio usando como

catalizador niquel. Luego se formé la amida, el acetaminofén, con anhidrido acético.

2.1.1 EQUIPOS

e Reverbero con agitador magnético Are, Velp

e Bafio de hielo

e Campana de extraccién, Labconco, serial 051145719w
e Estufa, Memmert, D191126

e pHmetro, Mettler Toledo, vision 320

e Balanza analitica, Mettler Toledo, A1204
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2.1.2 MATERIALES

e Matraz redondo de 2 cuellos
e Embudo de separacién

e Vasos de precipitacion

e Embudo de vidrio

e TermOmetro

e Espétula cuchara-paleta
e Agitador de vidrio

e Cronometro

e Papel Filtro

e Refrigerante

e Erlenmeyer de 200 mL

e Tapon

2.1.3 REACTIVOS

¢ Nitrato de sodio, p.a, Merck

e Agua destilada

 Acido sulfarico concentrado, p.a, Merck
o Cristales de fenol s6lido, H.M.

e Hidroxido de sodio, p.a, Merck

e Borohidruro de sodio, p.a, Aldrich

e Placa de niquel
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e Anhidrido acético, GPR
e Acido clorhidrico, p.a, Merck
e Bicarbonato de sodio, p.a, Sigma Aldrich.

e Hielo

2.14 PROCEDIMIENTO

» PARTE I

e Colocar el matraz redondo de 2 cuellos en un bafio de hielo, con un termémetro
en uno de los cuellos y con un agitador magnético.

e Afiadir 15 g de nitrato de sodio.

e Agregar 40 mL de agua y agitar.

e Afadir 25 g de acido sulfdrico, lentamente controlando que la temperatura no
supere los 20 °C.

e Agregar fenol sélido, cuidadosamente, la mitad de la espatula cada 20 min.

e Agitar por 2 horas, controlando la temperatura entre 13-19 °C.

e Retirar el termémetro.

e Decantar el liquido sobrenadante y afiadir agua al residuo.

e Colocar un embudo en uno de los cuellos y el refrigerante en el otro, como se

observa en la Figura 2.1.
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Figura 2. 1 Equipo formado con balén, embudo y refrigerante

Calentar la mezcla, eliminando uno de los componentes en el vapor de destilacion.
Al mismo tiempo afadir agua desde el embudo a un ritmo similar al que se observa
la destilacion.

Interrumpir la destilacion una vez que todo el 2-nitrofenol ha sido destilado.
Filtrar el destilado para obtener cristales del isomero 2-nitrofenol.

El resto de la solucion llevar a reflujo por aproximadamente unos cinco minutos
hasta observar que las dos fases estén unidas.

Filtrar en caliente y cristalizar en frio.

Disolver y recristalizar con HCI 0,5 M.

Pesar y determinar el rendimiento de la reaccién.

» PARTEII
Colocar 10 mL NaOH 1M en un Erlenmeyer.

Afiadir 0,56 g de borohidruro de sodio.
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Afiadir una placa de niquel.

Enfriar hasta una temperatura de aproximadamente 13 °C, con un bafio de agua
fria con hielo.

Afadir 1 g de 4-nitrofenol en el transcurso de 30 min, tomando en cuenta que la
temperatura debe estar entre 13-17 °C.

Agitar durante 15 min.

Acidificar con &cido clorhidrico 0,02 M.

Filtrar la mezcla para eliminar el catalizador.

Ajustar el pH de 7-8, afiadiendo bicarbonato de sodio o en algunos casos
afiadiendo acido clorhidrico 0,02 M.

Filtrar la solucion obtenida para eliminar el bicarbonato de sodio.

Lavar con agua fria para obtener 4-aminofenol.

Secar, pesar y determinar el rendimiento.

» PARTE IlI

En la caja petri donde se obtuvieron los cristales de 4-aminofenol, afiadir 9 mL de
agua destilada.

Agitar a temperatura ambiente.

En la campana de extraccion afiadir 1,1 mL de anhidrido acético.

Agitar suavemente la mezcla, hasta la formacion de un precipitado.

Esperar 10 min hasta la formacion del solido.

Lavar con un poco de agua y secar.

Cristalizar el producto con agua destilada.

Disolver el producto en agua destilada a 80 °C.
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e Enfriar a temperatura ambiente.
e Secar el producto recristalizado.

e Pesar y determinar el rendimiento.

2.2 EXTRACCION DEL PRINCIPIO ACTIVO

Existen varios medicamentos que poseen como principio activo el acetaminofén, para la

extraccion se utilizaron pastillas de la marca Tylenol de 500 mg.

La extraccion es la técnica mas empleada para separar productos organicos de una mezcla
de reaccion o para aislarlo de sus fuentes naturales. Puede definirse como la separacion
de un componente de una mezcla por medio de un disolvente. En la practica, es muy
utilizada para separar compuestos organicos de las disoluciones o suspensiones acuosas

en las que se encuentran [47].

2.2.1 MATERIALES

e Embudo de separacion
e Mortero y pistilo

e Capsula de porcelana
o Caja Petri

e Probeta de 50 mL

e Soporte universal

e Vaso de precipitacion de 50 mL
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2.2.2 REACTIVOS

e Agua destilada
e Diclorometano, p.a., Merck

e Pastillas de Tylenol de 500 mg

2.2.3 PROCEDIMIENTO

Moler 2 pastillas de Tylenol.

e Colocar en el embudo de separacion.

e Disolver con 50 mL de agua destilada.

e Realizar la extraccion con 15 mL de diclorometano.
e Realizar por duplicado la extraccion.

e Extraer el diclorometano y colocar en la caja Petri.
e Dejar evaporar el solvente.

e Recoger los cristales formados.

2.3 DETERMINACION DEL PUNTO DE FUSION

Se determind el punto de fusién de cada uno de los productos obtenidos. El punto de
fusién normal de una sustancia es la temperatura a la que ésta pasa del estado soélido al
estado liquido a 1 atm de presion. Este cambio de estado se produce debido a que el
aumento de energia tiene lugar al elevarse la temperatura, hace que las moléculas del
solido venzan las fuerzas de atraccion intermoleculares que las mantienen unidas,

aumentando la movilidad de las mismas para pasar finalmente al estado liquido [48]. La
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determinacion del punto de fusion se realiz6 en el equipo Stuart, de la Figura 2.2. Para
cada sintesis se determiné el punto de fusién por triplicado. Se compar6 con los valores

obtenidos de la bibliografia [49].

Figura 2.2 Equipo Stuart MPS30 para punto de fusion

2.3.1 MATERIALES

e Tubos capilares
e Vidrio reloj

e Espatula

2.3.2 REACTIVOS

e Cristales de 2-nitrofenol y 4-nitrofenol obtenidos de la sintesis
e Cristales de 4-aminofenol obtenidos de la sintesis.
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o Cristales de acetaminofén obtenidos de la sintesis y de la extraccion.

2.3.3 EQUIPO

e Equipo de punto de fusion Stuart MPS30

2.3.4 PROCEDIMIENTO

En un tubo capilar, introducir los cristales de la muestra a analizar.

Prender el equipo.

Introducir el tubo capilar en el equipo.

Determinar el punto de fusion.

2.4 ANALISIS ESPECTROSCOPICO

Los métodos espectrofotométricos son un amplio grupo de métodos analiticos que se
basan en la espectroscopia atomica y molecular. La espectroscopia es un término general
para la ciencia que trata de las distintas interacciones de la radiacion electromagnética y

la materia.
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Los métodos espectrométricos hacen referencia a la medida de la intensidad de la
radiacion mediante un detector fotoeléctrico o con otro tipo de dispositivo electronico

[30].

Los métodos espectrométricos mas utilizados son los relacionados con la radiacion
electromagnética, que es un tipo de energia que toma varias formas, de las cuales las mas

reconocibles son la luz y el calor radiante [30].

Los métodos que utilizan no solo la radiacidn visible sino también la radiacion ultravioleta
e infrarroja se denomina con frecuencia métodos Gpticos. Las bandas de absorcion en el
ultravioleta, visible e infrarrojo resultan de la absorcion de radiacion electromagnética
por electrones o enlaces especificos. La energia a la cual absorben asi como la intensidad

que absorben esta determinada por el ambiente quimico de la molécula [30].

2.4.1 ANALISIS POR ESPECTROSCOPIA UV/Vis

La radiacion UV/Vis comprende solo una pequefia parte del espectro electromagnético.
El principio de la espectroscopia UV/Vis involucra la absorcion de radiacion UV/Vis por
una molécula, causando la promocion de un electrén de un estado basal a un estado
excitado, liberandose el exceso de energia en forma de calor. La longitud de onda

comprende entre 190 y 800 nm [30].
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La luz visible es absorbida por los electrones de valencia, éstos son promovidos a estados
excitados. Al absorber radiacion electromagnética de una frecuencia correcta, ocurre una
transicion desde uno de estos orbitales a un orbital vacio. Algunos enlaces, como los
dobles, provocan coloracién en las moléculas ya que absorben energia en el visible asi
como en el UV [30].

Las medidas de absorcion de radiacion ultravioleta y visible tienen una gran aplicacion
en la identificacion y determinacion de una enorme cantidad de especies inorganicas y

orgénicas [31].

En la Figura 2.3 se puede observar el espectrofotdémetro Agilent Tecnologies Cary 60,

utilizado para el analisis.

Figura 2.3 Espectrofotometro UV/Vis Agilent Tecnologies Cary 60

2.4.1.1. MATERIALES

e Celda de cuarzo
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e Vasos de precipitacion
e Pipetas volumétricas de 1 mL

e Balones aforados de 10 mL

2.4.1.2 EQUIPOS

e Espectrofotometro UV/Vis Agilent Tecnologies Cary 60.

2.4.1.3 REACTIVOS

e Solucidon de metanol con acido clorhidrico 0,1 N 1:100.
e Muestras de acetaminofén obtenidas de la extraccion.

e Muestras de acetaminofén obtenidas de la reaccién de sintesis.

2.4.1.4 PROCEDIMIENTO

e Enunacelda, afadir el solvente preparado con acido clorhidrico 0,1 N en metanol

1:100.

e En un balén aforado de 10 mL, afiadir 0,5 pug de acetaminofén vy diluir con el
solvente hasta aforar.

e Colocar las soluciones del analito en la celda.

e Determinar los espectros de absorcion de las muestras en el equipo utilizando el

modo Scan méaximo 470 nm.
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242 ANALISIS POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

La region del infrarrojo abarca la radiacion entre 12.800 y 10cm™, en la Figura 2.4 se
observa el espectrofotémetro, Perkin ElImer BX con transformadas de Fourier, que se

utilizo para realizar el andlisis de cada uno de los productos obtenidos de la reaccion.

Figura 2.4 Espectrofotémetro de Infrarrojos con transformada de Fourier Perkin
Elmer BX

2.4.2.1 EQUIPOS

e Espectrofotometro FTIR Perkin EImer BX, ATR miracle.

2.4.2.2 MATERIALES

e Espatula

e Papel absorbente
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2.4.2.3 REACTIVOS

Acetona

Muestras de acetaminofén obtenidas de la extraccion de pastillas de Tylenol de
500 mg

Muestras de acetaminofén obtenidas de la reaccion de sintesis

Isémeros obtenidos 2-nitrofenol y 4-nitrofenol obtenidos de la sintesis

4-aminofenol obtenido de la sintesis

2.4.2.4 PROCEDIMIENTO

Limpiar el ATR con acetona y papel absorbente.
Colocar en el ATR una cantidad minima de la muestra con una espatula.
Cerrar el ATR, se debe escuchar un sonido de clic para asegurar que esté bien
cerrado.
Abrir el programa Spectrum.
Verificar el nivel de corriente.
Obtener el espectro IR en el espectrofotdmetro con las siguientes condiciones:
Rango entre: 4000.0-520cm™
Numero de exploraciones: 10
Resolucion: 4.0 cm™
Intervalos: 2.0 cm !
Unidad: % Transmitancia
Abrir el ATR y limpiarlo adecuadamente con acetona y papel absorbente.

Repetir el procedimiento para todas las muestras.
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2.5 ESTUDIO COMPUTACIONAL

La quimica computacional permite estudiar las propiedades quimicas, los procesos de
sintesis y la cinética de reaccion de compuestos de interés. Con su amplia tecnologia,
proporciona al quimico un analisis molecular tedrico antes de sintetizar una molécula en

el laboratorio [50].

El estudio computacional del acetaminofén comprende dos fases. En la primera fase, se
realiz6 un estudio termodindmico y espectroscopico de la reaccion experimental. Aqui se
obtuvieron las estructuras optimizadas, las energias de cada compuesto y los espectros
infrarrojos, UV/Vis y RMN. Esta primera fase se llevé a cabo con la ayuda del software

Gauss View y GAUSSIAN 03.

La segunda fase comprendié modelar computacionalmente la interaccion del
acetaminofén con los sitios activos de las enzimas COX-1, COX-2. Esta fase se desarrollo

con la ayuda del software Autodock VINA.
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2.5.1 PROCEDIMIENTOS

» FASE1

e Dibujar todas las estructuras que fueron estudiadas utilizando el programa Gauss
View 4.1.

e Optimizar las estructuras con el método funcional derivado de la DFT: B3LYP, y
la base 6-311 G (d,p). Adicionar FREQ para la obtencion del espectro IR.

e Luego calcular la energia de las estructuras optimizadas con el método Hartree-
Fock y el conjunto de base 6-31 G (d).

e Obtener los espectros UV usando el keyword TD, método B3LYP y el conjunto
de base 6-311 G(d,p): #td rb3lyp/6-311g(d,p).

e Obtener los espectros de Resonancia Magnética Nuclear usando el siguiente

conjunto de base: #NMR=all rb3lyp/6-311g(d,p).

» FASE 2

e Obtener las enzimas de un banco de datos de proteinas en formato PDB.

e Utilizar Chimera 1.7, para determinar todos los residuos que no pertenecen a
la proteina.

e Abrir la enzima, ir a Residue y anotar todos los nonstandard, que seran los
residuos que no pertenecen a la proteina.

e Abrir Autodock Tools, escoger la enzima, posteriormente realizar las
siguientes instrucciones
Ir a select,

Select from string
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Anotar en residue uno por uno cada residuo que se observa en Chimera.

A continuacion ir a: Edit,

Editar el &tomo seleccionado

Afiadir los hidrogenos polares.

Guardar la molécula en macromolécula y escoger la proteina que tenemos.
Escoger como ligando al acetaminofén.

Establecer los parametros del acoplamiento

Ir a Grid box

Anotar estos pardmetros.

Realizar el célculo de acoplamiento molecular utilizando Autodock.

Con los datos obtenidos en Autodock Tools en Grid Box, crear un input para

Autodock VINA.
Realizar el calculo usando Autodock VINA.

Visualizar los resultados utilizando PyMol.
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 SINTESIS DE ACETAMINOFEN

La sintesis de acetaminofén comprende tres etapas.

La Figura 3.1 corresponde a la primera etapa, la nitracion del fenol, en la cual se utilizd
una mezcla sulfonica y una temperatura entre 13-15 °C. Como se puede observar, los
cristales presentaron forma de agujas bien definidas y un color café caracteristico del 4-

nitrofenol.

Figura 3.1 Formacion de cristales de 4-nitrofenol
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En la Figura 3.2 se puede observar la reaccion quimica de la formacién del 4-nitrofenol

y su isémero, el 2-nitrofenol.

OH OH OH
NO:z

NOz

Figura 3.2 Reaccién de formacion de 4-nitrofenol y 2-nitrofenol

En esta parte de la sintesis intervienen algunos factores importantes: cantidad (el fenol
debe afadirse lentamente y en cantidades pequefias), agitacién constante de la mezcla
sulfonica; control de temperatura (la agitacion permite que los reactivos entren en
perfecto contacto, la temperatura es crucial, ya que la velocidad de la reaccion se
incrementa con la temperatura). Para controlar la temperatura se empled bafio de hielo,
Figura 3.3. El tiempo de reaccion para la formacion de los isdmeros orto y para fue de
aproximadamente dos horas con agitacion constante. EI fenol al poseer un grupo
hidroxilo, su densidad electronica permite que facilmente los grupos nitros ingresen
dentro del anillo en las posiciones 2 y 4, es por esta razén la formacidon de los dos isbmeros

[26].
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Figura 3.3 Bafio de hielo aplicado en la primera parte de la reaccion durante 2
horas

En la Tabla 3.1, se describen los puntos de fusion obtenidos para las dos especies
sintetizadas en la primera parte de la reaccién. Como se observa, los valores se encuentran
dentro del rango esperado. Sin embargo, se debe acotar que no se realizo la cristalizacion
del 2-nitrofenol, y por esta razén, el intervalo de temperatura entre el inicio y el final del
proceso de fusion es ligeramente alto, lo cual demuestra la presencia de impurezas. Por
el contrario, si se llevé a cabo la recristalizacion del 4-nitrofenol, por lo que se puede
observar claramente que el intervalo de temperatura entre el inicio y el final de la fusion

de los cristales es menor.
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Tabla 3.1 Puntos de fusion obtenidos para el 2-nitrofenol y el 4-nitrofenol

Numero de Punto de fusién Promedio de Punto de fusion

repeticiones  experimental °C  punto de fusion °C  tedrico °C [49]

2-nitrofenol 1 43,8-45,7
2 43,3-46,1
43,9-45,9 44-45
3 44 5-46,0
4 44.2-45.8
4-nitrofenol 1 112,8-113,2
2 113,9-114,6
113,3-113,7 113-114
3 113,3-113,9
4 113,1-113,3

La Tabla 3.2 muestra los porcentajes de rendimiento en la obtencién del 2-nitrofenol y el
4-nitrofenol, que fueron bajos en ambos casos. En la literatura se indica que el
rendimiento para la obtencion del 2-nitrofenol es del 25% y para el 4-nitrofenol es del
36% [17]. Al realizar el célculo respectivo el error de la sintesis para el 2-nitrofenol es
del 93% un error muy alto para una sintesis, sin embargo este producto solo se lo
caracteriz6 para comprobar su presencia. El porcentaje de error para el 4-nitrofenol es del
82%, un porcentaje alto en una sintesis. Esto se debe a la pérdida del producto al momento
de la decantacion y, en algunos casos, al realizar la destilacion del 2-nitrofenol, puesto
que cierta cantidad del compuesto permanecié en el refrigerante. En el caso del 4-
nitrofenol, se observé la presencia de una sustancia negra aceitosa junto al producto, luego

de realizar el reflujo y la decantacion.
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El calculo se realiz6 utilizando la ecuacion:

Cantidad de producto obtenido

%R = X 100%

Cantidad Teédrica

Donde:
%R= porcentaje de rendimiento

100%-= Factor matematico para el célculo.

1)

Tabla 3. 2 Porcentajes de rendimiento obtenidos para el 2-nitrofenol y el 4-

nitrofenol

# Repeticiones 2-nitrofenol 4-nitrofenol

Peso obtenido (g) 1

2

Peso Tedrico (9) 1

% rendimiento 1

Promedio del % de rendimiento

59

0,1459
0,0571
0,2634

0,5605

1,0
0,4
1,9

3,9

1,8

0,2043
0,2071
1,0137
2,2425
14,064
13,899
13,931
13,951
1,5
1,5
7,0

15,9

6,5



La Figura 3.4 corresponde a la segunda fase de la sintesis. En ella, se pueden observar los

cristales obtenidos en la reduccién del nitrofenol, en presencia de borohidruro de sodio.

Los cristales fueron de color amarillo en forma de agujas, y se puede apreciar también

cristales méas pequefios de forma cubica y de color café.

Figura 3.4 Cristales obtenidos de 4-aminofenol

La reaccion quimica para la formacion del aminofenol se observa en la Figura 3.5

OH OH
MNaBHs«
Ni
NO:z NHz

Figura 3.5 Reaccién de reduccion del grupo nitro en presencia de borohidruro de
sodio
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En esta parte de la reaccion es imprescindible el uso del catalizador. Esto se debe a que
la molécula del 4-nitrofenol, se une a la superficie del catalizador por fuerzas de atraccion,
que debilitan los enlaces covalentes del grupo nitro, que son vulnerables al ataque del
hidrdgeno. Los catalizadores adecuados son paladio y platino [51], pero en su lugar, se

uso niquel; sin embargo, se obtuvieron resultados aceptables en la sintesis.

En la Tabla 3.3 se describen los puntos de fusion obtenidos para el 4-aminofenol. Los
valores experimentales son similares al valor tedrico, por lo que se puede decir que el 4-

aminofenol obtenido presenta una pureza aceptable.

Tabla 3.3 Puntos de fusién obtenidos de 4-aminofenol

NUmero de Punto de fusién Promedio del Punto de Fusion

repeticiones experimental punto de fusion = Teorico [49].
1 185,8-187,0
2 185,9-187,1

185,6-186,7 185-187
3 185,9-186,7
4 184,8-186,0

En la Tabla 3.4 se observa el rendimiento de las reacciones. Se debe tomar en cuenta que
en la primera repeticion, se obtuvo poca cantidad del 4-nitrofenol, por lo cual en los
siguientes pasos también se disminuyo la cantidad de reactivos, dando un porcentaje de
rendimiento del 34%. En los siguientes casos, se procedio a realizar la sintesis en el

mismo recipiente para evitar la pérdida de producto. El porcentaje de rendimiento tedrico
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para la sintesis realizada es del 74% [17]; sin embargo, el porcentaje de rendimiento
obtenido fue del 60%. El error fue del 19%, lo cual indica que existié una pérdida de

producto, pero no muy significante.

Tabla 3.4 Porcentajes de rendimiento obtenidos para el 4-aminofenol

# Peso Peso % Promedio del %

repeticiones = obtenido (g) Teorico (g) rendimiento  de rendimiento

1 0,0545 0,1602 34
2 1,0026 1,616 62
60 %
3 1,1022 1.616 68
4 1,2607 1.626 77

La tercera fase de la sintesis corresponde a la acetilacion del grupo amino. En la Figura
3.6, se observa los cristales de acetaminofén de forma cubica de color amarillo, a causa
de varias impurezas presentes. La cantidad obtenida de producto fue limitada, por lo cual

se realizaron dos recristalizaciones.
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Figura 3.6 Cristales de acetaminofén obtenidos

La reaccion quimica para la formacion de la amida se observa en la Figura 3.7.

OH OH

+ CHE—(”:—O—(”:—CHg + HO-(”:—CHa

NH:z N H—(”:—CHE

Figura 3.7 Esquema general de la reaccion de formacion de acetaminofén

En la Tabla 3.5 se aprecian los puntos de fusion obtenidos para el acetaminofén, que se

encuentran cercanos al rango tedrico.
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Tabla 3.5 Puntos de fusion obtenidos para el acetaminofén

NUmero de Puntodefusiéon Promedio del Punto de

repeticiones experimental punto de fusién Fusion Tedrico

[49].
1 168,5-169,3
2 168,7-169,5

168,7-169,4 169-170
3 168,9-169,0
4 168,5-169,7

En la Tabla 3.6 se detallan los porcentajes de rendimiento obtenidos en la sintesis del
acetaminofén. Se puede observar que el porcentaje es bajo; sin embargo, se realizaron

dos recristalizaciones para asegurar la pureza del producto.

Tabla 3.6 Porcentajes de rendimiento obtenidos para el acetaminofén

# Peso Peso % Promedio % %

repeticiones obtenido Tedrico rendimiento del % de rendimiento Error

(9) (9) rendimiento = bibliografico
[52].
1 1,0323 1,7 56%
2 1,4256 1,8 7% 63 % 78 % 23%
3 1,0330 1,8 56%
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La primera vez que se realizd la sintesis se obtuvo un porcentaje del 8% de acetaminofén,
un valor muy bajo en relacion a los obtenidos mas adelante, esto se debe a que la cantidad
obtenida del 4-nitrofenol fue muy poca, y por esta razon, se disminuyé la cantidad de
reactivo en las siguientes etapas, mientras que en el segundo caso, el porcentaje de
rendimiento es alto, lo que determina que se obtuvo una mayor cantidad de acetaminofén,
esto es debido a que mantuvieron las condiciones experimentales iniciales. Al comparar
con lo establecido en la bibliografia, se observa que existe un error del 23 %, el cual se
debio a la pérdida de producto y a varias impurezas presentes en las diferentes etapas

para la obtencién del acetaminofén.

3.2 ESTUDIO ESPECTROSCOPICO

Dentro de este estudio, se llevé a cabo el analisis de 3 espectros los cuales son:

e Espectro Infrarrojo (IR)
e Espectro ultravioleta visible

e Espectro RMN

3.2.1 ESPECTRO IR

Una vez optimizadas las geometrias del acetaminofén y sus precursores de sintesis, con

el programa GAUSS VIEW, se procedio a obtener el espectro IR computacionalmente
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para lo cual, se abri6 el archivo out, se di6 clik en Results y luego en Vibration.
Automaticamente el software obtiene las frecuencias de vibracion que son las necesarias
para crear el espectro IR. En la Figura 3.8 se observa los espectros obtenidos

computacionalmente, para las especies estudiadas.

Los espectros computacionales presentan picos caracteristicos como por ejemplo, para el
grupo OH cerca de los 3500 cm™ en los isomeros 2-nitrofenol y 4-nitrofenol, sin los

anchos de banda de los espectros experimentales o tedricos. Esto se debe a que las

moléculas se encuentran en estado gaseoso para el analisis computacional.

8|G2:M1:¥1 - Display VibrationsYibrational Spectra

8 G1:41:¥1 - Display VibrationsYibrational Spectra
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Figura 3.8 Espectros IR de las especies estudiadas
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El programa da a conocer una tabla de frecuencias en las que existen movimientos de
estiramiento simétrico, estiramiento asimétrico, tijereteo, entre otros. Al dar click en
frecuencia el programa simula el movimiento que realizan las moléculas al absorber la
radiacion en esa longitud de onda. En la Figura 3.9 se ven las frecuencias del
acetaminofén. En el estudio del acetaminofén la frecuencia niUmero 54 corresponde a una
vibracion de tensién entre el hidrégeno y el oxigeno correspondiente al grupo hidroxilo.
La frecuencia nimero 53 una vibracién de tension entre el nitrégeno con el hidrégeno
correspondiente al grupo amino. La frecuencia nimero 45 una tension entre el carbono y
el oxigeno correspondiente al grupo acetilo del acetaminofén. La cantidad de frecuencias
vibracionales obtenidas, corresponden a los nicleos de una molécula que vibran en torno
a sus posiciones de equilibrio y todos sus posibles movimientos. La energia vibracional
de una molécula de N-atomos es la suma de las energias vibracionales de los 3N-6 modos
normales [53]. Aplicando la ecuacion tenemos que la cantidad de frecuencias obtenidas

54, son correctas.
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Figura 3.9 Frecuencias computacionales obtenidas para el acetaminofén

En la Figura 3.10 se observa una comparacion entre los espectros obtenidos
experimentalmente, tedrico y computacionalmente del 4-nitrofenol. Los espectros
experimental y tedrico presentan similitud, aunque el espectro experimental tiene mas

interferencias. Sin embargo, se pueden apreciar los picos caracteristicos del grupo nitro.

Los valores de las bandas de absorcidén se compararon con los valores obtenidos en la

bibliografia, que se encuentran en el Anexo 1. En el espectro experimental se puede
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observar un pico a los 3354,05 cm™ correspondiente al estiramiento del enlace entre O-H
del fenol, superpuesto con la tension C-H, del areno a los 3119,39 y a los 1611,47 cm™?
aparece un pico correspondiente a la tension C=C de los enlaces del anillo bencénico. A
los 1487,39 un pico correspondiente a la tension N=O del grupo nitro afiadido por

nitracion del fenol.

En los espectros se observa con claridad el pico correspondiente al grupo hidroxilo vy el
pico correspondiente al grupo nitro, estos grupos funcionales nos dan a conocer que la

reaccion de nitracion se realizé de manera exitosa.
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@ Espectro Computacional

168800 15051

Espectro experimental

Figura 3.10 Espectros computacional, tedrico y experimental del 4-nitrofenol [52]
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En la Tabla 3.7 se presentan los valores de frecuencia para cada uno de los grupos mas
representativos del 4-nitrofenol, los cuales son el grupo N-O del grupo nitro, el grupo O-
H del fenol, los grupos C=C y C-H del anillo bencénico. Se comparan los valores de
frecuencia de los espectros IR obtenidos de forma experimental, computacional y tedrica,
estos valores se encuentran dentro del rango de cada frecuencia permitiendo caracterizar

el 4-nitrofenol.

Tabla 3. 7 Comparacion de los valores de frecuencia del 4-nitrofenol

Tipo de Frecuencia Frecuencia Frecuencia Vectores

vibracion  tedrica (cm™?)  computacional = experimental

(cm™) (cm™)
N-O 1550-1350 1374,32 1487,39
O-H 3500-3200 3190,64 3354,05
C=C 1600-1745 1634,72 1611,47
C-H 3150-3050 3168,17 3119,39
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En la Figura 3.11 se presenta una comparacion entre los espectros obtenidos
experimentalmente, tedrico y computacionalmente del 2-nitrofenol. En el espectro
computacional, el estado de agregacion del célculo es gaseoso. Los espectros
experimental y tedrico presentan una similitud, aunque el espectro experimental tiene mas
interferencias, debido a que no se realizd una recristalizacion del producto de destilacion.
Sin embargo, se puede apreciar los picos caracteristicos del grupo nitro y del grupo

hidroxilo.

Al analizar el espectro experimental del 2-nitrofenol, se observa a los 1492,04 cm™ un
pico correspondiente a la tension N-O. A los 3354,04 cm™ un pico correspondiente a la
tension O-H. A los 1611,47 cm™ un pico correspondiente a la tension C=C del anillo

bencénico, y un pico a los 3119,39 cm™ correspondiente a la tension C-H.

Espectro Tedrico

Espectro Computacional

Espectro Experimental

Figura 3.11 Espectros computacional, experimental y tedrico del 2-nitrofenol [54]
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En la Tabla 3.8 se presentan los valores de frecuencia de los grupos mas representativos
del 2-nitrofenol, los cuales son el grupo N-O, el grupo O-H del fenol, el grupo C=C del
anillo bencénico, y el grupo C-H del grupo aromatico, las intensidades de las frecuencias
coinciden entre el espectro computacional, experimental y tedrico siendo comparables,

permitiendo caracterizar el 2-nitrofenol.

Tabla 3.8 Comparacion de los valores de frecuencia del 2-nitrofenol

Tipode  Frecuencia Frecuencia Frecuencia Vectores

vibracion tedrica computacional experimental

(cm™) (cm™) (cm™)
N-O  1550-1350 1373,52 1492,04
O-H  3500-3200 3450,35 3354,04
C=C  1600-1745 1663,12 1611,47
C-H  3150-3050 3210,4 3119,39
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En la Figura 3.12 se aprecia una comparacion entre los espectros obtenidos
experimentalmente, tedrico y computacionalmente del 4-aminofenol. El estado de
agregacion del espectro computacional es gaseoso. En el espectro experimental se
aprecian interferencias, sin embargo los picos caracteristicos corresponden a los de 4-

aminofenol.

El espectro obtenido experimentalmente presenta un pico a 3470,38 cm™ que corresponde
al estiramiento de N-H, a 1563,50 cm™ que corresponde a la flexion de N-H, a 1270,81
cm que corresponde a la tension C-N. El espectro tedrico y el experimental no presentan
visualmente una similitud entre ellos esto se debe a que el espectro tedrico se midid en
instrumentos dispersivos, en disolventes cuidadosamente seleccionados que difiere en

detalles con los instrumentos FTIR [55].
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Figura 3. 12 Espectros computacional, tedrico y experimental para el 4-aminofenol

[55].

En la Tabla 3.9 se presentan los valores de frecuencia para cada uno de los grupos mas

representativos del 4-aminofenol los cuales, son el grupo N-H, el grupo O-H, el grupo
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C=C del anillo aromatico, y el grupo C-H. Los valores de frecuencia comparados de los

espectros experimental, computacional y tedrico se encuentran dentro del rango, dando a

conocer que el producto obtenido es el 4-aminofenol.

Tabla 3.9 Comparacion de los valores de frecuencia obtenidos del 4-aminofenol

Tipo de

vibracion

N-H
(Estirami
ento-
flexion)

O-H

C=C

C-H

Frecuencia Frecuencia

tedrica computacional

(cm™) (cm™)
3500-3100 3115,25
1640-1550 1580,75
3500-3200 322751
1600-1745 1629,63
3150-3050 3153,44
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En la Figura 3.13 se tiene una comparacion entre los espectros obtenidos
experimentalmente, tedrico y computacionalmente del acetaminofén. Al observar los dos
espectros experimental y tedrico, se pueden notar similitudes entre los dos, por lo que se
acepta que el espectro corresponde al acetaminofén. En cada espectro se observan los

picos caracteristicos del acetaminofén, como el grupo OH, el grupo amida, el grupo

metilo.

En el espectro del acetaminofén obtenido experimentalmente, se puede observar un pico
a 3693,48 cm™* correspondiente al enlace N-H; 3320,16 cm™ correspondiente al enlace
O-H; 3110,05 cm™ correspondiente al enlace C-H aromaético; a los 1650,26 cm™

correspondiente al enlace C=0.
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Figura 3. 13 Espectros computacional, tedrico y experimental para el acetaminofén
[56]

En la Tabla 3.10 se presenta una comparacion de los valores de frecuencia para cada uno
de los grupos mas representativos del acetaminofén, en los espectros teorico,

computacional y experimental, los cuales son el grupo N-H de la amina, el grupo O-H del
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fenol, el grupo C=C y el grupo C-H del anillo aromaético, el grupo =C-H del grupo acetil
unido a laamida, y el grupo C=0 del grupo acetil. Estos valores se encuentran dentro del

rango de cada frecuencia, indicando que el producto obtenido es el acetaminofén.

Tabla 3.10 Comparacion de los valores de frecuencia obtenidos del acetaminofén

Tipode  Frecuencia Frecuencia Frecuencia Vectores

vibracion tedrica computacional = experimental

(cm™) (cm) (cmt)
N-H 3500-3100 3155,36 3693,48
O-H  3500-3200 333,33 3320,16
C-H 3150-3100 3238,81 3110,05
=C-H ~1800 1793,58 1877,80
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Cc=0 1670-1640 1657,14 1650,26

C=C 1600-1745 1665,78 1608,70

La comparacion se llevd a cabo tomando en cuenta los picos de las frecuencias
vibracionales mas representativas de cada compuesto, visualmente se puede determinar
que los espectros tedrico y experimental son bastante similares, lo que comprueba que los
compuestos intermedios son los esperados. La reaccion en cada paso se realiz6 de manera

exitosa.

Se realiz6 la comparacion del espectro obtenido de la sintesis con el espectro obtenido de
la extraccion del acetaminofén. En la Figura 3.14 se puede apreciar los dos espectros. El
espectro de la extraccion con diclorometano posee las siguientes bandas caracteristicas a
los 3659,81 cm™ una banda correspondiente al enlace N-H; 3321,73 cm™ un pico
correspondiente al enlace O-H; 3108,83 cm™ una banda correspondiente al enlace C-H;

a los 1650,50 cm™ una banda correspondiente al enlace C=0.
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Al comparar el espectro obtenido en la sintesis con el espectro obtenido de la extraccion,
tienen una forma similar con lo cual se puede decir que el producto obtenido si es el

esperado.

Espectro de la extraccion

Figura 3.14 Espectros IR obtenidos de la extracciéon con diclorometano y de la

sintesis de acetaminofén

3.2.2 ESPECTRO UV/Vis

Se realizd el estudio computacional con los productos de cada parte de la reaccion

experimental de la sintesis. En la Figura 3.15 se aprecian los espectros UV/Vis obtenidos
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computacionalmente. El espectro del acetaminofén fue comparado con el espectro

obtenido en el laboratorio que se observa en la Figura 3.16.
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Figura 3.15 Espectros UV/Vis obtenidos computacionalmente de los principales
productos de la sintesis

Como se aprecia en la Figura 3.15, la frecuencia de mayor absorcion para el 4-nitrofenol
es a los 259,227 nm computacionalmente, en la literatura se encuentra que la absorcién

del grupo nitro es a lo 252nm [57]. Para el 4-aminofenol es a los 281,13 nm la maxima
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absorcion, en la bibliografia, la absorcion del grupo amino es a los 280 nm [57]. Estos
valores de longitud de onda dan a conocer que existe la absorcion de los enlaces que estan
presentes en las moléculas. La diferencia entre los datos obtenidos es minima, dando a

conocer que los espectros obtenidos son los esperados.
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Figura 3.16 Espectro UV/Vis del acetaminofén obtenido en el laboratorio

Para el acetaminofén, se observa que en el espectro computacional aparece un pico a los
235,88 nm. Este espectro se compar6 con el obtenido experimentalmente en la Figura
3.16, en el cual se obtiene una absorcién maxima a los 246 nm. La diferencia entre los
datos experimentales y computacionales se debe a las distintas condiciones en las cuales
fueron desarrollados los analisis. El analisis experimental fue realizado en solucién,

mientras que el computacional en fase gaseosa.
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Para el control de calidad del acetaminofén en la Farmacopea, el anélisis en UV/Vis es
importante para determinar el acetaminofén y la absorcién maxima que se puede observar
es alos 249 nm [58]. El uso de disolvente en la espectroscopia UV/Vis tiende a disminuir

o0 eliminar la estructura fina de los picos agudos [30].

3.2.3 ESPECTRO RMN COMPUTACIONAL

La obtencidén del espectro de resonancia magnética nuclear se realiz6 para las especies
principales de la reaccion, que son el 4-nitrofenol, 4-aminofenol y el acetaminofén como
producto final. Se aprecia los espectros *H RMN en la Figura 3.17, en la Figura 3.19 los
espectros *C RMN, en la Figura 3.21 los espectros O RMN, en la Figura 3.22 los

espectros °N RMN.
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Figura 3. 17 Espectros *H RMN obtenidos computacionalmente de los productos
estudiados
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El espectro de resonancia magnética nuclear permite la obtencion apreciable de

informacion sobre la estructura de un compuesto orgénico [59].

El numero de sefiales presentes corresponde con el nimero de hidrégenos distintos
existentes en la molécula. En los espectros representados en la Figura 3.17 cada tipo de
hidrégeno aparece con una sefial. El acetaminofén presenta 9 hidrégenos en su molécula
los cuales apreciamos en el espectro. Las sefiales pueden ser singletes, es decir sefiales

compuestas de un unico pico como las observadas para el hidrégeno 10,14 y 12.

Sin embargo, es frecuente encontrar un espectro con sefiales multiples conteniendo varios
picos con una proporcidn definida, lo que se conoce como acoplamiento spin-spin, esto
apreciamos en los hidrogenos 9 y 7 correspondientes al anillo bencénico, y los hidrogenos
18 y 17 correspondientes al -CH3 grupo acetilo. El efecto de acoplamiento spin-spin solo

se aprecia entre hidrégenos de carbonos vecinos [59].

Se procede a comparar el espectro de *H RMN obtenido computacionalmente con un
espectro experimental. En la Figura 3.18 se tiene el espectro de *H RMN del

acetaminofén obtenido en la bibliografia.
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ESPECTRO DE 'H RMN

HEP=43=745 PRm

Figura 3.18 Espectro experimental de *H RMN del acetaminofén [56]

Al observar los dos espectros podemos encontrar algunas diferencias, el espectro obtenido
tedricamente para el acetaminofén, presenta cinco picos, mientras que el obtenido
computacionalmente presenta ocho picos, sin embargo se puede evidenciar que el pico
obtenido a los 2 ppm contiene una sefial maltiple, lo mismo que el pico a los 6,5 ppm y
el pico de los 7,5 ppm, estas dobles sefiales corresponden a los hidrégenos del anillo

bencénico y del grupo metil, que se aprecian en el espectro computacional.

También se observa los espectros correspondientes al >*C-RMN, como se observa en la

Figura 3.19.
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Figura 3.19 Espectros 3C RMN obtenidos computacionalmente de los productos
estudiados

El nimero de sefiales corresponde al nimero de carbonos distintos existentes en la
molécula. En los espectros representados en la Figura 3.19 cada tipo de carbono aparece
con una sefal. El acetaminofén presenta 8 carbonos en su molécula los cuales apreciamos
en el espectro. Las sefiales pueden ser singletes, es decir sefiales compuestas de un unico
pico como las observadas para el carbono 17, 15, 3 y 6. Sin embargo, es frecuente
encontrar un espectro con sefiales maltiples conteniendo varios picos con una proporcion
definida, lo que se conoce como acoplamiento spin-spin, esto apreciamos en los carbonos

2-4 'y 5-6 correspondientes al anillo bencénico.
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En la Figura 3.20 se observa el espectro experimental de 3C RMN obtenido en la

bibliografia [56].

ESPECTRO DE "*C RMN

I
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Figura 3. 20 Espectro experimental de 13C RMN del acetaminofén

En el espectro tedrico se puede apreciar seis sefiales, mientras que en el espectro
computacional aparecen siete picos, esto se debe a que el estado de agregacion del célculo
computacional es gaseoso. Sin embargo, a los 120 ppm aparece una multiple sefial en el
espectro teorico y en el computacional aparece a los 130 ppm, correspondientes a los
carbonos del anillo bencénico. Los primeros picos en los espectros aparecen a los 20 ppm

correspondiente al carbono 17 del grupo metil.

El programa da la opcion de obtener el espectro del 7 O, en la Figura 3.21 se aprecian

estos espectros de resonancia magnética nuclear.
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Figura 3.21 Espectros 1’ O RMN obtenidos computacionalmente

El nimero de sefiales corresponde a las distintas posiciones de los oxigenos existentes en
la molécula. En los espectros representados en la Figura 3.21 cada tipo de oxigeno aparece
con una sefal. El acetaminofén presenta 2 oxigenos en su molécula los cuales apreciamos
en el espectro, son singletes pertenecientes al oxigeno del fenol y al oxigeno del grupo

acetil.

Los oxigenos de los grupos hidroxilos en los anillos bencénicos en la posicion para
aparecen en el rango 126-146 ppm [60], en el espectro computacional del 1’ O RMN del
4-aminofenol y del acetaminofén, estos oxigenos aparecen entre 125-140 ppm dando a

conocer que los espectros son comparables.
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El programa también da la opcion de conocer los espectros de ® N en Figura 3.22

podemos observar los espectros correspondientes.
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Figura 3.22 Espectros > N RMN obtenidos computacionalmente

El numero de sefiales corresponde con el nimero de nitrégenos distintos existentes en la
molécula. En los espectros representados en la Figura 3.22 tenemos un singlete del grupo

NOg, 4-nitrofenol, otro del NHy, 4-aminofenol, y otro N=C en el acetaminofén.

En la bibliografia encontramos que el rango para la sefial del grupo amina es entre 90-40
ppm, en el espectro computacional obtenido para el aminofenol, la sefial se observa a 85
ppm dando a conocer que se encuentra dentro del rango estimado. Para el nitrégeno unido
con el grupo acetil nos dice que el rango debe estar entre 150-170 ppm, en el espectro
computacional obtenido tenemos una sefial a los 150 ppm [60]. En el grupo nitro, el
nitrégeno debe estar en los 355-395 ppm [61], en el espectro computacional obtuvimos

una sefial a los 395 ppm.
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3.3 ESTUDIO TERMODINAMICO COMPUTACIONAL

La Figura 3.23 se aprecia las estructuras de las moléculas estudiadas
computacionalmente. Los &tomos de carbono se muestran de color gris, mientras que los
hidrdgenos se ven de color blanco. Los atomos de oxigeno se perciben de color rojo, los
atomos de nitrogeno de color azul, el &tomo de azufre de color amarillo, el &tomo de sodio
de color morado y el &tomo de boro de color rosado. EI benceno posee una resonancia
dentro del anillo, se aprecia con un enlace sélido y un enlace entrecortado. El nitrégeno
presenta un enlace solido y un enlace entrecortado. Estas son las estructuras principales

y los productos que participan en la reaccion.

a) Fenol b) 4-nitrofenol
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d)4-aminofenol

c) 2-nitrofenol

e)Acido Sulfarico f)Nitrato de Sodio

g)Agua

i)Anhidrido acético J) Acetaminofén

Figura 3.23 Estructuras computacionales estudiadas
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El estudio termodinamico realizado consta de la optimizacion de las estructuras y el
calculo de las energias potenciales. Se utilizd dos niveles distintos de teoria ya que el HF
nos da los valores de energia, mientras que el nivel B3LYP nos ofrece estructuras mas
precisas. En la Tabla 3.11 se observan los valores de energia obtenidos del célculo Single

Point Energy de los reactivos y de los productos.

Tabla 3.11 Valores de las entalpias calculadas de las moléculas estudiadas

Especie quimica Energia (kJ/mol)
Fenol -8.0195 *10*!
Nitrato de sodio -1.1572*10""
Acido sulfarico -1.8315*10"1%
4-nitro fenol -1.3359*10*1°
2-nitro fenol -1.3360*10*"
Borohidruro de sodio -4.9559*10*14
4-amino fenol -9.4637*10"
Anhidrido acético -9.9623*10*14
Agua -1.9949%10*15
Acetaminofén -1.3447*10*"
Hidroxido de sodio -6.1902*10*14
Acido clorhidrico -1.2075*10*%°
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El objetivo principal de la optimizacion es encontrar la estructura que tiene la menor
energia, por lo que el resultado del célculo es la conformacion mas estable, que
encontramos en la naturaleza. Con estas energias se obtienen las entalpias estandar de

reaccion (AHr) de las reacciones estudiadas.

En forma simplificada, la AHr es la cantidad de energia o calor absorbido en una reaccion
quimica a presién constante y segun las cantidades de reactivos y productos. Si la energia
es requerida, el AHr es positivo, pero si la energia es liberada, el AHr es negativo. La
ecuacion 2 explica como se obtiene la entalpia estandar de reaccion de cualquier reaccién

quimica:

AHr = £AH (productos) - AH (reactivos) (@)

En la Tabla 3.12 se muestra cada reaccion estequiometricamente igualada con sus
entalpias estandar de reaccién. Se observa que en los dos primeros casos la entalpia es
negativa, lo cual se pudo evidenciar en la parte experimental por el desprendimiento de
calor que se observd, por lo cual se necesito un bafio de hielo para realizar la sintesis en
la primera parte y para la segunda parte un bafio de agua fria. La tercera parte de la
reaccion, la entalpia es positiva, por lo tanto, no existe un desprendimiento de calor su

reaccion es endotérmica.
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Tabla 3.12 Entalpias estandar de las reacciones estudiadas

Sintesis parte 1

2CsHsOH + H2S04 +2NaNO3 >2CsH4OHNO2 + Na2SO04 + 2H20

AHr=-398,979 kJ/mol

Sintesis parte 2

NO2CsHsOH +NaBH4 + NaOH +HCIl >NH2CsH4OH + NaH2BO3 + NaCl + Hz(g)
AHr= -159,628 kJ/mol

Sintesis parte 3

NH2CsH4sOH + CH3CO3CCH3>OHCsH4sNHCOCHS3 + CHsCOOH

AHr= 996,230 kJ/mol

3.6 ESTUDIO BIOQUIMICO

En esta parte del estudio se hizo una interaccion del medicamento con el cuerpo humano.
Se realizo la interpretacion del acetaminofén con las dos enzimas COX-1y COX-2 para
observar su accion. Se escogi6 estas dos enzimas debido a que existen algunos articulos
que nos dicen: “El paracetamol es un inhibidor débil de la sintesis de PG de la COX-1y
COX-2 en sistemas de células rotas “... “Cuando los niveles de dcido araquidénico son
bajos, PGs se sintetizan en gran medida por la COX-2 en las células que contienen tanto
la COX-1y COX-2. Por lo tanto, la selectividad aparente de paracetamol puede ser
debido a la inhibicion de las vias de la COX-2-dependiente que estan avanzando a tasas
bajas.” ... “La accion del paracetamol en un nivel molecular esta clara, pero puede estar

relacionado con la produccion de metabolitos reactivos de la funcion de la peroxidasa
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de la COX-2, que podria agotar el glutation, un cofactor de enzimas como la PGE
sintetizada” [62]. “Este efecto hipotérmico de paracetamol se redujo en COX-1, pero no

en la COX-2 en ratones con genes eliminados” [63].

En las Figuras 3.24 y 3.25 se encuentran las estructuras tridimensionales de la COX-1,
COX-2. Las enzimas fueron obtenidas experimentalmente mediante la técnica de rayos
X, las cuales se encuentra en un banco de proteinas a disposicion del publico, para poder

descargarlas [64].

Figura 3. 24 Estructura de la COX-1
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Figura 3. 25 Estructura de la COX-2

Esta parte consistio en hacer interaccionar al ligando, en este caso el acetaminofén, con
la macromolécula, en este caso la enzima. Asi se determinaron los posibles sitios activos
de la enzima, que son aquellos que tienen la mayor afinidad. El programa Autodock,
permite seleccionar cualquier zona de la enzima para realizar el calculo de acoplamiento

molecular. En los dos casos se seleccion6 toda la enzima como se ve en la Figura 3.26.
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Figura 3. 26 Espacio escogido de la enzima COX-1, para realizar el calculo de
acoplamiento

En la Figura 3.27 se observan la conformacién en el espacio de la COX-1. La enzima
posee dos hélices, la primera en celeste y la segunda en rosado, con sus respectivos sitios
activos representados con el color verde y amarillo. Las dos conformaciones se
encuentran en dos lugares diferentes. Esto comprueba que la enzima tiene dos sitios

activos.

Figura 3. 27 Conformaciones en el espacio de la COX-1
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Al realizar el calculo, el programa Autodock proporciona nueve resultados diferentes.
Cada resultado presenta al ligando en una posicién espacial diferente. En cada posicion
se obtiene la afinidad entre la macromolécula y el ligando. En la Tabla 3.13 se presentan
las afinidades de las nueve conformaciones del acoplamiento del acetaminofén con la

COX-1.

Tabla 3.13 Valores de afinidad obtenidos para el acoplamiento molecular

acetaminofén- Ciclooxigenasa 1 con Autodock Vina

NUMERO DE AFINIDAD

CONFORMACION (kcal/mol)

1 -6.1
2 -6.0
3 -6.0
4 -5.8
5 -5.8
6 -5.8
7 -5.8
8 -5.8
9 -5.8

La conformacion 1 es la que tiene, mayor afinidad, menor energia de enlace, por lo que
es la conformacion mas probable para la interaccién. En Pymol se abre el archivo de los

resultados de las conformaciones y la ciclooxigenasa con el sitio activo de la enzima. Se
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observa que no se encuentran sobrepuestos el ligando del acetaminofén y la conformacion
1 de menor energia. Esto indica que la enzima ciclooxigenasa 1 no interacciona con el
acetaminofén. Se realiz6 la comprobacion con todas las conformaciones demostrando que
ninguna interacciona. En la Figura 3.28 se observan la conformacion del acetaminofén
con laCOX-1. Lamolécula en rosado representa el ligado obtenido computacionalmente,

mientras que la molécula experimental se muestra en color verde.

Figura 3.28 Conformacion del acetaminofén con la COX-1

Con la Ciclooxigenasa 2, se descargé la enzima del banco de proteinas, y se procedio a
analizar con el programa Autodock Vina, debido a que existen algunos estudios que nos
dicen: “Aunque diversos estudios bioquimicos apuntan a la inhibicion de la central de la
actividad de COX-2, la existencia de una actividad de la COX que es selectivamente

susceptibles a paracetamol” [63].
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Por este motivo se procedi6 a realizar el andlisis con toda la enzima y asi poder ver en
qué sitio activo existe mejor afinidad en la unién. En la Figura 3.29 se observa que se

selecciond toda la enzima.
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Figura 3.29 Seleccion del espacio de la enzima COX-2, para la realizar el calculo
de acoplamiento

En la Tabla 3.14 se observan las afinidades de las conformaciones obtenidas del

acetaminofén con la COX-2.
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Tabla 3.14 Valores de afinidad obtenidos para el acoplamiento molecular
acetaminofén- Ciclooxigenasa 2 con Autodock VINA

Conformacion Afinidad (kcal/mol)
1 -6.2
2 -6.1
3 -6.0
4 -5.9
) -5.8
6 -5.4
7 -5.3
8 -5.3
9 -5.3

Las primeras conformaciones son las de menor energia. Utilizando el programa Pymol,
se ve que las conformaciones 1 y 2 no se encuentran cerca del sitio activo de la
Ciclooxigenasa 2, por lo que se realizo el acoplamiento de las conformaciones 3y 4 con
la enzima y se observo que se encuentran cerca del sitio activo de la enzima. En la Figura
3.30 se muestra la conformacién 3 de color tomate en la ciclooxigenasa 2 y en la Figura
3.31 se observa la conformacion 4 de color amarillo con la ciclooxigenasa 2. En ambos

casos se observa un cuadro pequefio que nos dice qué conformacion estamos analizando.

Un estudio realizado en la India, con el mismo programa, Autodock Vina, muestra que

las energias obtenidas en ambos trabajo son similares. La energia obtenida en la
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investigacion de la India es de -6,5 kcal/mol [65], mientras que en el presente trabajo, la
energia utilizada con las interacciones es de -6,0 kcal/mol. Esto demuestra que los
resultados obtenidos no son 100% iguales, pero si lo suficientemente cercanos

demostrando la aplicabilidad de los métodos computacionales.

Figura 3.30 Conformacion 3 del acetaminofén en el sitio activo de la COX-2

Figura 3.31 Conformacion 4 del acetaminofén en el sitio activo de la COX-2
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En la conformacidn 3, las moléculas estan casi superpuestas, variando ligeramente en
la posicion; mientras que en la conformacion 4, las moléculas estan ligeramente
separadas, conociendo, que la interaccion con la ciclooxigenasa 2 es débil pero si
existe interaccion. En comparacion son estudios similares, se determina que la COX2

si interactda con el acetaminofén [66].

En la Figura 3.32 se observa en el programa Pymol las dos conformaciones con sus
sitios activos, en esta figura se aprecia mejor las conformaciones obtenida con el
acetaminoféen indicando, que la interaccion con la ciclooxigenasa 2 es débil, pero si

existe interaccion.

Figura 3.32 Conformaciones observadas con Pymol de los dos sitios activos mas
cercanos al acetaminofén
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

El porcentaje de rendimiento en la sintesis de acetaminofén fue del 49,21%; donde
los rendimientos para los primeros productos fueron de 6,52% para el 4-nitrofenol
y 1,82% para el 2-nitrofenol, mientras que para el segundo producto, 4-

aminofenol fue de 60,44%.

Se comprobd que el uso de niquel como catalizador, no genera un
comportamiento diferente en la reduccion del grupo nitro a amina en comparacion

al platino y paladio

Mediante métodos espectroscdpicos se determiné que el producto obtenido de la
reaccion fue el acetaminofén; donde los espectros IR obtenidos
computacionalmente son perfectamente comparables con los obtenidos de la
sintesis; y los espectros IR obtenidos experimentalmente fueron similares a los
espectros tedricos comparados, concluyendo gque en cada paso de la sintesis se

obtuvo el producto esperado.
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Gracias al estudio de modelacién molecular del acetaminofén, se pudo concluir
que el acetaminofén no interacciona con la ciclooxigenasa 1, pero es un inhibidor

débil de la ciclooxigenasa 2.

Los espectros UV/Vis obtenidos experimentalmente del acetaminofén, al
compararlos con los computacionales, poseen pequefias diferencias causadas por

el estado de agregacion del calculo computacional.

4.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la sintesis del acetaminofén con nitrobenceno, para
observar los resultados de la sintesis y también comparar los porcentajes de

rendimientos obtenidos en este trabajo.

Se recomienda seguir con la metodologia empleada en este trabajo como base para
la localizacidn de sitios activos en diferentes proteinas asi como para localizar la

posicién del ligando con el sitio activo de la enzima.

Se recomienda continuar el estudio del acoplamiento molecular del citocromo
CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A con el acetaminofen para apreciar el metabolismo

que presentan.
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ANEXO 1 TABLA DE CORRELACION
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Tabla A.1 Tabla de frecuencias de Absorcion Infrarroja [67-68].

Tipo de vibracion Frecuencia (cm™)
C-H Alcano (estiramiento) 3000-2850
-CH3 (Flexion) 1450 and 1375
-CH2 (Flexion) 1465
Alquenos (estiramiento) 3100-3000
Flexion fuera del plano 1000-650
Aromaticos (estiramiento) 3150-3050
Flexion fuera del plano 900-690
Alquinos ( estiramiento) ~3300
Aldehido 2900-2800
Cc=C Alqueno 1680-1600
Aromatico 1600 and 1475
C=0 Alquino 2250-2100
Aldehido 1740-1720
Cetona 1725-1705
Acido Carboxilico 1725-1700
Ester 1750-1730
Amida 1670-1640
Anhidrido 1810 and 1760
Cloruro de acido 1800
C-O  Alcoholes, éteres, esteres, acidos carboxilicos, 1300-1000
anhidridos
O-H Alcoholes, Fenoles
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Libre
Unidoa H
Acido carboxilico
N-H Aminas y Amidas primarias y secundarias

(estiramiento)

(Flexién)
C-N Aminas
N=0O Nitro
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3650-3600

3500-3200

3400-2400

3500-3100

1640-1550

1350-1000

1550 and 1350



ANEXO 2 ESPECTROS IR DEL ACETAMINOFEN OBTENIDOS DE LA
SINTESIS Y DE LA EXTRACCION
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b) Espectro del acetaminofén obtenido de la segunda sintesis
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ANEXO 3 ESPECTROS IR DE LA SINTESIS EXPERIMENTAL
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ANEXO 4 ESPECTROS UV/Vis OBTENIDOS DE LA SINTESIS DEL
ACETAMINOFEN
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ANEXO 5 RENDIMIENTO DE LA REACCION DE LA SINTESIS
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Tabla A2 Valores utilizados y obtenidos de la reaccion de obtencion de 4-

nitrofenol y 2-nitrofenol

1 2 3 4
Peso Fenol 9,5114 g 9,3998 ¢ 9,4230¢g 9,4349 ¢
Peso Nitrato | 15.3058 g 15,3642 ¢ 16,3013 g 15,1738 g
de sodio
Peso Acido | 18.8830 g 24,9456 g 25,2210 g 28,0676 g
Sulfurico
Peso de 2- 0,1459 ¢ 0,0571¢g 0,2634 g 0,5605 g
nitrofenol
Peso de 4- 0,2043 g 0,2071 ¢ 1,0137¢g 2,2425 ¢
nitrofenol

Tabla A3 Valores utilizados y obtenidos de la reaccion de obtencion de 4-

aminofenol.
1 2 3 4
Volumen del 10 mL 2mL 10 mL 10 mL
hidroxido de
sodio

Peso del 0,5605 g 0,1104 g 0,5603 g 0,5640 g
borohidruro

de sodio
Peso del 4- 0,0545 1,0026 1,1022 g 1,2607 g
aminofenol
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Tabla A4 Valores utilizados y obtenidos de la reaccion de obtencion de

acetaminofén.

1 2 3 4
Volumen de 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
anhidrido
acetico
Peso del 1,0323 g 0,1428 g 1,4256 ¢ 1,0330¢
acetaminofén
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