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Resumen:

Se ha estudiado la estabilidad de 1,4 benzodiazepinas frente a diferentes factores
ambientales. En primer lugar se estudian cinéticamente las reacciones de solvélisis de varias
o-aminobenzofenonas, los principales productos de degradacién hidrolitica de Diazepam, (en
estudios previos se habia caracterizado cinco o-aminobenzofenonas de la degradacién por
hidrélisis acida de diazepam). El mecanismo de formacion de estas cinco o-
aminobenzofenonas sigue un esquema complejo, en el presente estudio se describen los
resultados de mediciones cinéticas realizados bajo diferentes condiciones de reaccion, calculo
de las constantes de velocidad mediante la aplicacion de un programa de calculo iterativo para
proponer mecanismos de reaccion consistentes con los resultados encontrados y diversas
experiencias adicionales para confirmar los mismos.

Por otra parte, también se presentan los resultados de los estudios de estabilidad de
Alprazolam, (8-cloro-1-metil-6-fenil-4H-s-triazo-[4,3-a][ 1,4]benzodiazepina), cuyo
mecanismos de degradacion es completamente diferente a las anteriores 1,4 benzodiazepinas
ya que no es susceptible a la hidrélisis. Se estudi6é la estabilidad de este compuesto en
diferentes condiciones de descomposicion severas, mostrandose labil solamente a la accion de
la luz. Se aislaron los multiples productos formados de este proceso de fotodegradacion en
soluciones de Alprazolam en medio acuoso y metanélico, mediante la aplicacion de
cromatografia de capa preparativa y se caracteriz6 los principales. Los resultados encontrados
indican que el mecanismo de fotélisis es diferente de acuerdo al solvente. En solucién acuosa
se encontraron productos provenientes de la contraccién del anillo diazepinico a un anillo de
seis miembros, otro proveniente de la decloracion de Alprazolam y otro de hidrdlisis; mientras
que en metanol predominaron dos compuestos provenientes de solvélisis.

Se estudio mediante HPLC y Espectrofotometria de Fluorescencia la influencia del pH
de las soluciones en la velocidad de descomposicion, cn orden a determinar las (Kops).
Obscrvandose que la fotodegradacion es dependiente del pH de la solucion: la velocidad de
descomposicién aumenta a medida que se disminuye el pH bajo condiciones naturales de
estrés.

Para concluir este trabajo se estudio la fotodegradacion de Alprazolam en comprimidos
comerciales, mediante un método de HPLC previamente validado. Dos de los productos
aislados se forman bajo condiciones de radiacién cn estado sélido y bajo el influjo de la
radiacion solar.

Palabras claves: o-aminobenzofenonas, Alprazolam, estabilidad, fotodegradacion.



Abstract:

The stability of 1,4-benzodiazepines was studicd under several environmental
conditions. First of all, kinetic solvolytic studics werc carried out with scveral o-
aminobenzophenones, which arc the main hidrolytic degradation products of diazepam
(in previous studies five o-aminobenzophenones were characterized from diazepam
undcr acidic hydrolysis conditions). The present study describes kinctic detcrminations
carricd out under different reaction conditions to clucidate the complex mechanism of
formation of thesc five o-aminobenzophenones. An iterative procedure was developed
for the calculation of the scveral reaction constants involved in the reaction of cach o-
aminobcnzophenone, a complete rcaction scheme consistent with all the obscrved
results was proposed and new experiences carried out to confirm the proposed steps and

the likely intermediate involved.

On the other hand, studics carricd out on the stability of Alprazolam, (8-chloro-
1-methyl-6-phenyl-4H-s-triazolo-[4,3-a] [1,4] benzodiazepine), are described. The
bchaviour of this triazolobenzodiazepine is completely different from other 1,4-
benzodiazepinges, since it is not sensitive to hydrolysis. The stability of alprazolam was
studied under several stress condition; it was found that this drug is only scnsitive to
light irradiation. The several products formed uncr the photodegradative processes of
alprazolam solutions in aqueous as well as methanolic solutions were isolated by thin
layer chromatography and the main degradation products were fully characterized. The
obscrved results indicate that thc photolysis mechanism is highly dependent of the
solvent. In aquecous solution products arisen from the diazepine ring contraction to a
more stable six-membered ring, other formed by alprazolam dcchlorination and another
from hydrolysis were obscrved. On the contrary, two different products were obtained
from the methanolic photodegradation. The influence of pH on the rate of degradation
was studied by HPLC and by fluorescence spectrometry. The ks is pH dependent, it

was obscrved that the rate of degradation incrcases as the pH decrcases.

Finally, thc photodcgradation of Alprazolam tablets was studied by an HPLC
method previously validated. It was obscrved that the two main products are formed by

irradiation by sun light in the solid state.

Key-words: o-aminobenzophenones, Alprazolam, stability, photodegradation
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CAPITULO 1

ESTABILIDAD DE
BENZODIAZEPINAS.



1.1 Introduccién

Benzodiazepinas son conocidas como tranquilizantes menores, cuya introduccion a la
practica clinica facilité el tratamiento dc desdrdenes del panico, ansiedad, tensiones y
depresion con un alto grado de scparacidn entre sus cfectos ansioliticos de utilidad y la
sedacion excesiva, ademas de su baja proclividad de producir efectos de dependencia fisica y/o
intoxicacion aguda grave tras la sobredosis. Con estas caracteristicas las benzodiazepinas
dejaron atras a los tranquilizantes anteriormente conocidos y se abrié el camino para la sintesis
de mas de 3000 benzodiazepinas, de las cuales mas de 50 estan actualmente en aplicacion
clinica. Los sedantes de esta clase han dominado el mercado y cl ejercicio médico; en los
ultimos afios el alprazolam, lorazepam y sus congéneres se encuentran al frente de la lista en
cuanto a nimero de prescripciones emitidas para todos los farmacos utilizados en el ejercicio

médico.’

1.2 Relacion entre estructura y actividad
Stembach, quien sintetizo la primera benzodiazepina: el clordiazepdxido, estudio

también las relaciones entre estructura y actividad de las benzodiazepinas.?

Las sustituciones juegan un papel importante como es de esperarse, siendo muy
importante la sustitucion en la posicion 7 del anillo A: La actividad incrementa con grupos
atractores de electrones como haldégenos, NO, y CF, y es disminuida por grupos no atractores
como CH, y OCH,. El grupo atractor en la posicion 7 interacciona electrostaticamente con un
sitio especifico del receptor.’ La actividad es disminuida por la presencia de sustituyentes en

posiciones distintas a la posicion 7.

En el anillo B: La actividad es incrementada por un grupo metilo en la posicion 1; y es

disminuida por sustituyentes grandes como el terbutilo.
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El 1-terbutil homélogo del diazepam cs casi completamente inactivo.’ Mientras que
otros grupos alquilo son facilmentc removidos por microsomas del higado, cl grupo terbutilo

no cs atacado.

Respecto al anillo C: La actividad se incrementa con haldgenos en la posicion 2° (Cl,

F) y c¢s muy fuertemente disminuida por sustituyentes cn 4.

Lstas rcglas probaron scr una guia importante en el desarrollo de los estudios

posteriores que llevaron a sintetizar benzodiazepinas con distintos sustituycntes en la posicion

7yl

Basandose en todos los hechos encontrados, Sternbach y su grupo’ sintetizaron un
compuesto que combinaba todos los factores conocidos para impartir alta actividad: grupo
metilo en 1, grupo nitro cn 7, y F en la posicion 2°. Resultd ser una de las benzodiazepinas
farmacolégicamente mas potentes, tlustrando de csta mancra la aditividad o potenciacion de
las propicdades de grupos farmacoféricos cn las serics dc benzodiazepinas. Este producto se

introdujo en Suiza cn 1975 como un potente hipnético, actuando en dosis de 1 mg, con el

nombre de Flunitrazepam.

Flunitrazecpam

Las benzodiazepinas con un fenilo ¢n la posicion S son los compuestos mas activos y
mas facilmente accesibles, sin embargo varios grupos incluyendo el de Stembach sintetizaron
y cstudiaron muchas benzodiazepinas con otros sustituyentes en la posicion 5. Pocos
productos fueron de intcrés y algunos fuecron dificiles de sintetizar, se encucntran en el
mercado: a-piridil derivado, bromazepam,® y un ciclohexenil derivado, el tetrazepam,® que

actiia como musculo relajante.’
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CH,
i o
Hjﬂ C N\g
Br _N Cl =N
g @
|
AN
Bromazepam Tetrazepam

Los estudios de desarrollo mas interesantes corresponden a la obtencion de derivados con
anillos adicionales unidos al nicleo benzodiazepinico en las posiciones 1 y 2. Entre ellos los
compuestos mas interesantes son las triazolobenzodiazepinas (alprazolam) e
imidazolobenzodiazepinas (midazolam), provenientes de la adicion de un anillo triazol e
imidazol, respectivamente. Ambas son mas potentes que las 1-metilbenzodiazepinas
correspondientes. Las triazolobenzodiazepinas fueron sintetizadas e investigadas por los

grupos de los laboratorios Takeda® y Upjohn.’

En todos los casos las propiedades hipndticas, miorrelajantes, sedantes, ansioliticas y
anticonvulsivas estan presentes en grados variables. Solo varia la preponderancia de una
propiedad sobre las otras. En la Tabla 1.1 se ilustran las estructuras de las benzodiazepinas

disponibles en el mercado.

Nomenclatura: En la primera pagina se ha identificado la numeracién correcta que se
utiliza para nombrar todos los compuestos benzodiazepinicos que se han sintetizado. En la
mayoria de los casos que siguen a continuacion utilizamos la numeraciéon mostrada en dicha
pagina, excepto en aquellas situaciones en que, por razones practicas y/o de simplicidad,

resulte mas conveniente utilizar una numeracién “a” la cual se mostrara cuando corresponda.

Tabla 1.1 Benzodiazepinas disponibles en el mercado farmacéutico actual
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enzodiazepina R1 R2 R3 R7 R2’
Iprazolam triazol fusionado " H Cl H
lordiazepoxido® NHCH3 | H Cl H
lobazam® CH, =0 H Cl H
lonazepam H =0 H NH, Cl
lorazepato H =0 [COO-1 (I H
emoxepam’ H =0 H Cl H
lazepam CH, =0 H Cl H
stazolam triazol fusionado ° H Cl H
lumazcenil® triazol fusionado * H F (=0enC5)’
lurazcpam CH,CH,N(C,Hy), =0 H Cl F
alazepam CH,CF, =0 H Cl H
orazepam H =0 OH Cl Cl
idazolam imidazo fusionado® H Cl F
itrazepam H =0 H NO,
ordazepam H =0 H Cl H
xazepam H =0 OoH Cl

uazcpam CH,CF, =S H Cl F
emazepam CH, =0 OH Cl

riazolam triazol fusionado " H Cl Cl

*No hay sustituto en la posicion 4, salvo en los casos de: clordiazepoxido y demoxepam, que son N-
oxidos; R,es Cll, en cl flumanezil, en ¢l cual no hay doble enlace entre las posiciones 4 y 5; R, es =O

en clobazam, cn ¢l cual la posicion 4 es C y la posicién 5 es N. ‘No hay anillo C.

CH) CHy

YH
N |
/ ? /!

(o)
Y"\;‘ ‘/”\H (M l ! ocas
|
AN AR ]
b d

e
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1.3 Principales caracteristicas del Alprazolam

El agregado de un anillo nitrogenado a las 1-4 benzodiazepinas dio origen a las
triazolobenzodiazepinas. Y con ésto se lograron cambios muy importantes en el perfil
farmacocinético y clinico. Los datos experimentales indican una vida media de 12-15 horas

y efecto antipanico para ¢l alprazolam, y una vida media de 1.5-5 horas con efecto

hipnoinductor rapido para el triazolam.

Me

Me
/N\ /N\
N N
N N

a0

Cl —N N
: ] Cl
Alprazolam Triazolam

El alprazolam ha sido introducido en la terapia clinica como una de las drogas mas
promisorias y efectivas para el tratamiento de desérdenes de ansiedad, debido a que se
diferencia de las anteriores benzodiazepinas por su mayor afinidad con los receptores
benzodiazepinicos (mayor efectividad). En dosis equivalentes es de 5 a 15 veces mas potente
que el diazepam. Por su rapido metabolismo y excrecion (posee un comienzo de accidén mas
rapido y una accion mas reducida que diazecpam, con cfectos sedantes poco prolongados),
por lo cual ha sido llamada benzodiazepina de tiempo de vida media intermedio. La

absorcion de la droga es rapida y compleja, las concentraciones maximas en plasma se

alcanzan entre la primera y segunda hora.'*'""?

Debido a sus caracteristicas farmacoldgicas presenta pocos efectos adversos y por éso ha

llegado a ser la benzodiazepina mas frecuentemente prescripta en la actualidad.'"

Las triazolobenzodiazepinas sc mctabolizan principalmente por hidroxilacion inicial del
metilo sobre el anillo triazol fusionado, dando lugar al a-hidroxialprazolam, 1; la ausencia
de cloro en el anillo C del alprazolam vuelve considerablemente lenta esta reaccion (tiempo
de vida de 12 + 2.0 horas), micntras que en el triazolam esta reaccion ocurre rapidamente lo

cual explica el tiempo de vida de 2.9 + 1.0 horas de este compuesto.
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La scgunda via del metabolismo es la hidroxilacion en la posicién 3 que da lugar
al 4-hidroxialprazolam, 2 y al a,4-dihidroxialprazolam, 3. Estos compuestos hidroxilados
presentan afinidad por el receptor, principalmente el a-hidroxialprazolam, 1, cuya actividad
cs comparable a la de la droga inicial; pero los compucstos hidroxilados son rapidamente

climinados por conjugacion con cl acido glucurénico.

El 4-lndroxialprazolam se oxida a las benzofenonas 4, 5 y 6 inactivas, antcs de ser

eliminado."

HOCH,

N Me N
=N, \f N
\r \ N
N /

N~/
g o L o
cl N Y —N + —N

4 5 6

Esquema 1.1 Metabolitos del alprazolam

1.4 Mecanismo de Accion de Benzodiazepinas

El sitio dc accion de las benzodiazepinas ha sido sujeto a una cxtensiva
investigacion; las benzodiazepinas presentan alta afinidad con el sitio de accion por lo
cual se han usado como ligandos para conocer la caracteristicas de ¢ste.

Los blancos moleculares principales de las benzodiazepinas son los receptores de
los neurotransmisores inhibidores. El aminoacido Ilamado acido fy-aminobutirico
(GABA) es el principal neurotrasmisor inhibitorio, ¢l mas extendido en el sistema

nervioso central, aproximadamente un tercio dc las sinapsis son gabaérgicas. El receptor
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del GABA, es un canal de cloruro integral de la membrana citoplasmatica. La funcién
del GABA es aumentar la conductancia al cloruro, este ion al entrar en la célula produce
una hiperpolarizacion de la membrana, que determina la disminucién de su excitabilidad
y por lo tanto su inhibicion.

Los agonistas tipicos de estos agentes incrementan la magnitud de la corriente
de cloruro generada por la actividad del reccptor GABA, con lo que potencian los
efectos del GABA por todo el sistema nervioso.

Se ha identificado tres tipos dc receptores: GABA,, GABA, y GABA. El
receptor GABA, cs el receptor donde actian las benzodiazepinas de acuerdo a
cxperimentos con benzodiazepinas radiomarcadas'® y por expcrimentos con otros
agentes agonistas y antagonistas a este receptor.

El receptor GABA, tiene una estructura que le permite, segin el sitio donde
interactué con las diferentes sustancias, lograr modificar su estructura. Se intuye
entonces que las benzodiazepinas modulan de manera alostérica la actividad del
receptor.

Las benzodiazepinas son agonistas completos de este receptor, es decir que, en
presencia de la droga y seguin su potencia, el sistema responde con el maximo de su
capacidad. Estudios clectrofisioldgicos in vivo han mostrado que la intensificacién de
las corrientes de cloruro causada por las benzodiazepinas es resultado primario del
incremento en la frecuencias de apertura de los canales de cloruro, producida por un
estimulo GABA dado, con lo cual se produce un incremento en la inhibicidn
postsinaptica.'” Es decir que las benzodiazepinas no tienen efecto en la conductancia
del cloruro en ausencia de GABA.

Otras drogas que han sido usadas como ligandos del receptor GABA , para dar
evidencia de que este es el receptor responsable de la ansiedad y el sitio de accion de
las benzodiazepinas son: los llamados controvertidamente agonistas inversos como
algunas B-carbolinas (contienen un grupo indol fusionado con una piridina, zolpidem,
zopiclona) que actian sobrc el receptor desencadenando una respuesta contraria al
disminuir la afinidad del GABA por su sitio de unién. Estos aumentan la anstedad.

También existen los antagonistas competitivos y no competitivos. El flumanezil

es un antagonista competitivo de las benzodiazepinas, es decir que las desaloja de su
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sitio de unidn al receptor, to que resulta de utilidad en los casos de intoxicacién aguda
por benzodiazepinas.

La bicuculina y picrotoxina son también antagonistas competitivos, pero por
diferentes mecanismos: la primera por inhibicion competitiva del GABA y la segunda
por su accién directa sobrec cl iondforo de cloro. La conducta y los efectos
clectrofisiologicos de las benzodiazepinas suclen reducirse o prevenirse mediante
tratamiento previo con antagonistas dcl receptor a nivel det GABA, como bicuculina

La prueba mas firme dc que las benzodiazepinas actian directamente en los
receptores GABA, dcriva de la clonacion molecular de subunidades codificadoras de
cDNA del complcjo dcl receptor GABA, ' Cuando se expresan las subunidades
apropiadas cn células heterdlogas se produccn sitios de fijacion de benzodiazepinas de
alta afinidad con receptores que median las conductancias de cloruro activadas por el
GABA, las benzodiazepinas potencian las corrientes medidas cn estas células; las
propicdades dec los rcceptores cxpresados son bastante semejantes a las de los
receptorcs GABA, quc sc encuentran cn la mayor parte de las neuronas centrales.

En conclusion las benzodiazepinas incrementan la inhibicidn mediada por el

GABA sobre cl receptor, y asi producen ansiolisis, sedacion y miorrelajacion.

1.5 Métodos de valoracion:

Como resultado dcl amplio uso de las benzodiazepinas varios métodos de
cuantificacion en muestras bioldgicas han sido publicados, estos métodos buscan ser
mas sensible debido a la alta potencia que posecen las benzodiazepinas mas recicntes
que por lo tanto sc encucntran en bajas concentraciones cn las formas farmacéuticas y
también se cncontraran en muy bajas concentraciones en las muestras bioldgicas.

Los m¢todos dc valoracion de benzodiazepinas han cambiado notablemente,
antcs sc reccomendaba una hidrélisis dcida previa al cnsayo, de esta mancra las
benzofcnonas formadas resultaban ser mas faciles de analizar, debido a sus
propicdades hidrofobicas que las hacc mas faciles de scparar de las matrices usadas,
sin embargo con ¢l advenimicnto de nuevos métodos csto sc dejo de practicar, sin

olvidar que cl pH es un factor clavce en la valoracion de benzodiazepinas.
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Se han publicado varios métodos para la cuantificacién de benzodiazepinas
por cromatografia gaseosa, entrc lo mas recientes se encuentran: cromatografia
gaseosa con desorcion térmica ha sido aplicada al analisis de diferentes
benzodiazepinas en comprimidos con bajo contenido de principio activo (menores de
1%)."” Microextraccion en fase sélida y cromatografia gaseosa se aplicé al analisis de
oxazepam, diazepam, nordiazepam, flurnitrazepam, y alprazolam en sangre y orina.”’
Microextraccién con cromatografia gaseosa con captura de electrones para la
deteccion de benzofenonas provenientes de benzodiazepinas en orina.?'

Alprazolam también ha sido analizado por cromatografia gaseosa en muestras
bioldgicas™ y en especial cromatografia gascosa con detector captura de electrones se
aplicé al anilisis de triazolobenzodiazepinas.?”

La descomposicion que sufren las benzodiazepinas durante la cromatografia
gaseosa es bien conocida. Las benzodiazepinas que se han encontrado que sufren
descomposicion durante los analisis de cromatografia gaseosas son:

N-4 6xidos: clordiazepéxido y medazepam, pierden un radical oxigeno,
ketazolam se transforma en diazepam.

7-Nitro: Nitrazepam y clonazepam, son reducidas al correspondiente amino.

a-Hidroxi cetonas: lorazepam y oxazepam, se descomponen con la pérdida de
agua, mediante rcarreglos térmicos, como se muestra en el esquema 2.2.

N-metil a-Hidroxi cetonas: lormetazepam y temazepam que se descomponen
con la pérdida de un hidrégeno para producir la correspondiente a,3-dicetona.?* *

HPLC es la técnica mas ampliamente usada para cl analisis de benzodiazepinas, se
han publicado varios métodos de HPLC para el analisis de alprazolam en muestras de
plasma tras extraccion en fase sélida.'™ ***’

En otro se publica un método de HPLC para determinar alprazolam y metabolitos,
donde se reporta inestabilidad dcl metabolito del alprazolam: el 4-hidroxialprazolam.” Y
otros métodos también se han publicado para el anélisis de triazolam en plasma® y
adinazolam.”

Recientemente se csta usando métodos de LC/MS/MS, se aplico esta técnica al analisis

de una mezcla de bromazepam, estazolam, alprazolam y triazolam, en orina, mostrando que
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este método es apropiado y rapido en el analisis de estos compuestos.”'

H_0 N ,CHO
\S<H L, \ﬁOH
N
c =N OH
or Ph

~H,0

Esquema 2.2. Rearrcglo térmico de Oxazepam.

También sc ha aplicado para la cuantificacion de alprazolam y o-
hidroxialprazolam en plasma humano usando LC/MS/MS.*

Una combinacidn de extraccion por inmunoafinidad y LC/MS/MS se uso para el
analisis de nuevas benzodiazepinas con el fin de crear una bibliotcca en sintesis
combinatoria.”

En un cstudio muy rcciente de alprazolam y sus metabolitos en plasma
humano se disefid un método de espectrometria dc masa con ionizacidn quimica
negativa.’ Espectrometria de masa por ionizacién quimica también ha sido usada para
la detcccion de alprazolam en cabello, discfidndose un método sensible con fines

forcnses.*

1.6 Degradacion de Medicamentos

Estabilidad Farmacéutica Sc define como la habilidad de un producto
farmacéutico para mantcner sus propicdades dentro de los limites especificados a
través del tiempo de vida til.

Estudios de estabilidad: son una serie de ensayos para obtencr informacion

sobre la estabilidad de una droga pura o un producto farmacéutico, en orden a definir
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su periodo de re-test, tiempo de vida util y periodo de utilizacion bajo condiciones de
almacenamiento y empaque especificas.

“El propdsito de un estudio de estabilidad es dar evidencia de cémo la calidad
de una droga pura o cn una preparacién farmacéutica varia con el tiempo, bajo la
influencia de una variedad de factores ambientales tales como temperatura, humedad,

luz y factores internos como concentracion de la droga, luz, pH, fuerza idnica y

oxidacion.”®

1.6.1 Tendencias en los ensayos de estabilidad

Las tendencias contemporaneas cn los ensayos de estabilidad de productos
farmacéuticos, consideran en particular los problemas que subyacen con el
advenimiento de la globalizacion. Durante los dltimos afios numerosos laboratorios
farmacéuticos se han fusionado incrementando el numero de laboratorios que operan
en diferentes areas del mundo. Estos laboratorios transnacionales tienden a usar las
mismas materias primas, equipos, métodos de produccion y métodos de control de
calidad en todas las plantas a través del mundo. Por lo tanto estos laboratorios tienen
un gran interés en promover la compatibilidad de politicas de regulacion tales como
las de control de los ensayos de estabilidad.”’

Un factor importante en el mejoramiento de los estudios de estabilidad ha sido
el desarrollo de nuevos métodos analiticos que son apropiados para usar como ensayos
indicadores de estabilidad, en particular la cromatografia liquida, HPLC. La definicion
de un ensayo indicador de estabilidad ha evolucionado desde un método que permite
la cuantificacion del principio activo en la presencia de los productos de degradacién y
los excipientes a un método que permite la cuantificacion de no solamente el principio
activo sino también de los productos de degradacién principales.”®

En la década del 60 aparecieron diversos articulos que scntaron las bases
cinéticas para los estudios de estabilidad. En los afios 70 comenz6 a emerger la
estandarizacion de metodologias para la cuantificacion confiable de la estabilidad dc
productos farmacéuticos

En esta tltima década se avanz6 considerablemente en la estandarizacién y

reglamentacién de los ensayos de estabilidad de medicamentos requeridos a la
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industria farmacéutica. La FDA emitié por primera vez en 1987 la Guideline for
Submitting Documentation for the Stability of Human Drugs and Biologicals®
constituyéndosc en las guias que sentaran las bases para cl proceso de estandarizacion
de cstos ensayos. De igual modo, en la Comunidad Europea, la CPMP (Committe for
Propiertary Medicinal Products) cmitid sus respectivas guias en 1989.

“Con cl objetivo de usar cconomicamente los recursos humanos, animales y
materiales y la eliminacion de retrasos innccesarios en el desarrollo y disponibilidad
de medicamentos nucvos mientras sc mantiene la calidad, seguridad y cficacia como

™0 se reunieron en

también obligaciones reglamentarias para proteger la salud publica,
la International Conference on Harmonization (ICH) representantes de las autoridades
reguladoras y productorcs farmacéuticos de la Comunidad Europea, Japon y USA.
Cuyo resultado fue la guia dada a conocer como JCH Harmonised Tripartite
Guideline, quc abarca un numero de topicos concemicentes a la investigacidn,
desarrollo y control dc calidad de medicamentos. En cuanto a estabilidad se emitieron
los siguientcs documentos, Stability Testing of New Drug Substances and Products,
Photostability Testing of New Drug Sustances and Products, Stability Testing of New
Dosaje Forms, Validation of Analitycal Mcthods, Impurities in New Drug Substances,
Quality of Biotechnology Products Stability of products.

La guia ICH Tripartita comenzo a ser vigente a partir de cnero de 1998 en la
Comunidad Europca reemplazando las otras guias emitidas por la CPMP. En Junio de
1998 la FDA propuso un borrador “Draft Guidance: Stability Testing of Drug
Substances and Drug Product’ basado en las guias de la ICH, sin embargo ain no se
ha emitido cl documento oficial.

La estandarizacion de los cstudios de estabilidad es posible gracias a la

division de las condiciones climaticas det mundo en cuatro areas,*' a saber:
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Tabla 1.Zonas climaticas

Zona Climatica Definicion Condiciones de
Almacenamiento
Zona I N. Europa Templado 21 °C/45% RH

Zona II. Europa, USA, Subtropical y | 25 °C /60 % RH
Japon, Argentina, Chile. | mediterraneo

Zona III Angola, Etiopia | Caliente y seco | 30 °C /35 % RH

Zona IV Africa Central, | Caliente y 30°C/70 % RH
Indonesia , Himedo
Centroamerica

La divisiéon se hizo mediante la introduccidon del concepto de Temperatura
Media Cinética, T, la cual se define como una temperatura virtual que se calcula a
partir de datos metereoldgicos y considerando también factores cinéticos (Ea y z). La
determinacién de T,,, permite hacer estudios de estabilidad isotérmicos asegurando
que los resultados representan el avance de las reacciones de degradacion bajo las
variaciones climaticas a que esta sometido el medicamento en condiciones reales.

Primero se calculd la T,,, para Japon, Comunidad Europea y USA, con la cual
se estandarizé las condiciones de almacenamiento.” Tomando como base estos
estudios actualmente se esta extendiendo esta estandarizacién a otras zonas

climaticas**

1.6.2 Desarrollo de estudios de estabilidad

En términos generalcs, éstos se llevan a cabo siguiendo las siguientes etapas:

Ensayos de estrés: son aplicados sobre la droga pura. Se llevan a cabo para
elucidar las caracteristicas dc estabilidad intrinseca. Tienen como objetivo determinar
productos de degradacion forzada y mecanismos de descomposicién para la droga
pura y proponer métodos apropiados de analisis. (75% HR y 60 °C) Se reconoce que

algunas rutas de degradacion pueden scr complejas y que bajo condiciones de
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degradacion forzadas algunos productos pucden ser obscrvados que son improbables
que sc formen bajo condiciones dc degradacion aceleradas y a largo término, sin
cmbargo esta informacién cs sicmpre util cn el desarrollo y validacién de métodos
analiticos apropiados.

Las nucvas guias de cstabilidad hacen cspecial énfasis cn la estabilidad de la
droga pura, seiialan quc la droga pura debe ser somctida a estudios de estabilidad
acelerado y a largo termino, los dltimos decben tener una duracion de 13 meses.
También seiialan que durante estos estudios se dcbe monitorear las caracteristicas
fisicas tales como polimorfismo.

Estudios de estabilidad acelerada son disciiados para incrementar la
velocidad dc la degradacion quimica o cambios fisicos de una sustancia activa o
producto farmacéutico usando condiciones de almacenamiento exageradas. Se usan
condiciones mcnos scveras que las usadas en estudios de estrés.

Estudios de largo término o tiempo real: definido como 1a evaluacion de las
caractceristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas y biofarmacéuticas de una droga
durantc y mas alla del tiempo de vida 1til, de muestras almacenadas en las
condiciones esperadas en el mercado objctivo. En esta etapa sc determina cl tiempo de
vida util o fecha de cxpiracion dec un producto farmacéutico. Las guias de la FDA
requieren que al minimo 3 lotes de cada producto sea testeado en un programa de
cstabilidad de largo término por varios aiios. Los intervalos de testeo son cada 3 meses
el primer ailo, cada 6 meses cl scgundo y después anualmente.

Un estudio de estabilidad definira las condiciones de almacenamiento propias
tanto para la droga pura como para los productos que la contengan y ademas definira
los siguicntes ticmpos si sc¢ almaccnan cn las condiciones recomendadas:

Periodo de retest: Término introducido para definir la estabilidad de la droga
pura. Es el pcriodo durante el cual la sustancia pura se mantienc dentro de las
espccificaciones y por eso aceptable para su uso en la manufactura de un producto

dado. La longitud de estc pcriodo debe ser suficiente para cubrir el tiempo de

almaccnamicnto, venta y subsiguicnte uso.
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Tiempo de vida itil: Es el intervalo de tiempo durante el cual un producto
farmacéutico se mantiene dentro de las especificaciones aprobadas, bajo las
condiciones de aimacenamicnto definidas y bajo el cmpaque propuesto y cerrado.

Periodo de utilizacion: Pcriodo durante el cual una preparacion reconstituida

o una forma farmacéutica (cn un envase multidosis) abierta puede ser usada.

1.6.3 Métodos fisicoquimicos

La estimacion del periodo de expiracidn por estudios de estabilidad acelerado
y por la ecuacion de Arrhenius mantiene su utilidad .

Recientemente se estan dando a conocer publicaciones con miras al disefio de
los tratamientos fisicoquimicos,*® Se hace especial énfasis en la concepcion de estos
estudios, cuyo tratamiento esta lejos de ser netamente estadistico y cuyas implicancias

recaen sobre la salud publica .

Las nuevas guias son flexibles cn cl disefio factorial para tratar los datos
obtenidos de las muestras rctenidas en el programa de estabilidad. En general el
disefio factorial es probablemente mas aceptado para productos con buena estabilidad
y baja variabilidad que aquellos con pobre estabilidad y gran variabilidad

En la clasica metodologia isotérmica la prediccion del tiempo de vida util se
obticne por estimacion de la constante de velocidad aparente (k) a diferente
temperaturas y los parametros de Arrhenius por una regresion de cuadrados minimos.
Esta metodologia se emplea usuaimente en la literatura farmacéutica para medir la
cstabilidad de una droga en un solvente especifico o en formas farmacéuticas liquidas.
Sin embargo para sustancias sélidas o formas farmacéuticas sélidas sc emplean otras
metodologias estadisticas. De hecho es dificil obtener predicciones fiables de un
sistema heterogénco como un comprimido. Esto puede ser debido a diferentes
razones: uno es que la ecuacién empirica de Arrhenius no siempre es valida en todo el
rango de temperatura estudiado, y otra razén es que la presencia de alteraciones
anomalas que pueden alterar o encubrir ¢l perfil de degradacion verdadero. Estos datos
anoémalos derivados de condiciones experimentales criticas son tipicas de un estudio

de estabilidad. Un cuidadoso proceso de limpieza debe ser llevado a cabo antes de
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usar los datos para cuadrados minimos. Este proceso de limpieza podria conducir a
resultados de acucrdo a las expectativas del experimentador. Por esta razén se han
disciiado técnicas de regresion que no son afectadas facilmente por los puntos que

., . 7
claramente caen fuera de la regresion. Estos son Hlamados regresiones robustas RR*

Oficialmente sc recomiendan los intervalos de ensayo de 4 vcces cl primer
aito, 2 veces cl scgundo y anualmente los siguicntes afios. Se ha sugerido que para

simplificar cl numero de muestras se puede aplicar un discfio de matrices.**

En los ensayos de estabilidad por matrices donde estadisticamente los muestras
ensayadas son considcradas rcpresentantes de las muestras en estudio y de las que se
cncuentran en ¢l mercado. Se ejemplica mediante la comparacion de  los resultados
obtcnidos de un test de cstabilidad matriceado y un test de estabilidad completo. La

matriz reduce en un 37% las muestras para los tres lotes.

La matriz consiste cn muestrear los 3 lotes conjuntamentc de manera que cada

muestra represente los 3 lotcs, asi sc reduce ¢l numero de muestras.

El trabajo citado presenta un cstudio de un medicamento  bajo dos
presentaciones, Yy lo estudian de las dos mancras: test completo y mediante matrices,
y sc analiza el tiempo de expiracién estimado por los dos métodos. Se concluye que

los resuitados entre ellos no son diferentcs, lo que habilita al método por matrices.
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2.1 Antecedentes

Desde el punto de vista mecanistico, la hidrdlisis de las benzodiazepinas, BZP, es
interesante debido a que el ataque nucleofilico puede ocurrir en el carbono 2, produciéndose
la hidrolisis inicial de la amida con formacidn del intermediario 2, o en el carbono 5 dando la
hidrolisis inicial de la unién azometino con formaciéon del intermediario 3.
Subsiguientemente, la hidrdlisis de ambos intermediarios 2 y 3 conduce a la produccion de

las 2-aminobenzofenonas sustituidas, BF, y glicina.

R
N COOH
S
R =N \
R0 \ R
N Y/, / ) N—CH3 R
O R / O G
R _N R .co + N |
COOH
\ R ,o
\ N&/R /
> SO
BZP R -0 oF
s
Esquema 2.1

Las primeras mediciones de esta reacciéon de hidrdlisis se llevaron a cabo usando

mediciones de absorcién, en metanol acuoso y en medio 4cido."’
Se han realizado investigaciones cinéticas y mecanisticas de la hidrélisis de diferentes

benzodiazepinas: diazepam, 4, nitrazepam, 5, clordiazepoxido, 6, demoxepam, 7 vy
oxazepam, 8, con el fin de delinear los efectos estructurales en la importancia relativa de las

dos rutas mecanisticas quc conllevan a los productos finalcs.
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Los resultados mostraron que ¢l ataque del nucleofilo ocurre en ¢l carbono 5, cn la
hidrolisis del nitrazepam, 5, produciéndose la hidrolisis del enlace azometino 4-5 y la
formacidn del intermediario, 3. La rcciclacion del intermediario ocurre a pHs superiores al
pKa del intermediario, cn la region de pH donde el grupo amino del intermediario no esta
protonado. El hecho que csta ruta prcvalczca sobre la otra es atribuido a una activacion
preferencial por hidrélisis del enlace azometino por el grupo nitro.*

La constante de velocidad de hidrélisis del enlace azometino 4,5 del nitrazepam es
mayor que la del diazepam, lo cual podria ser explicado por el mayor efccto atractor del
grupo nitro frente al cloro del diazecpam.*

En la hidrdlisis de clordiazepoxido, 6, sc observa la pérdida del grupo metil amina
para dar lugar al demoxepam, 7. El demoxcpam se dcgrada por rcaccioncs paralelas y
consccutivas a 2-amino-5-clorobenzofenona y un derivado de glicina. Se observaron dos
intcrmediarios para la hidrolisis de demoxcpam por TLC, uno se debe a la estructura dc
anillo abierto provenicnte dc la hidrélisis de la amida, 2 y cinéticamente parece ser la ruta
principal que conlleva a la formacién de la benzofenona. El otro intermediario representa una
ruta altermativa pero mecnor, que resulta presumiblemente de la escision dcl enlace
azometino, el intermediario 3. La protonacion del N-6xido altera ligeramente la importancia
de estas dos rutas. La rcciclacion del intermediario carboxilico es a valores de pH inferiores

al pKa de este intermediario.® Iguales resultados se encuentran cn ¢l compucsto 8. ¢
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Los estudios cinéticos de la hidrolisis de estos compuestos se realizaron a través de
dos métodos: un estudio espectrofotométrico acoplado a un proceso extractivo, donde la fase
organica se descartd y la fase acuosa se leyo a 244 o 305 nm para el clordiazepoxido, y
graficaron log Abs vs t y obtuvieron k.

También emplearon TLC cuantitativa, con el fin de delinear el perfil cinético de la reaccién
y comparar ambas técnicas y tambi¢n por TLC se aislaron los intermediarios que luego se
caracterizaron por espectroscopia.

También se ha estudiado mediante espectrofotometria UV la hidrdlisis del
medazepam’ y del midazolam.® Las cinéticas se han hecho a la temperatura de 37 °C ,
pensando en la hidrélisis que podria ocurrir en el tracto gastrointestinal.

En el laboratorio existe una abundante experiencia en estudios de estabilidad de
benzodiazepinas;™'*"' recientemente se ha publicado el aislamiento de novedosos productos
de degradacion del diazepam que no habian sido publicados en estudios previos realizados
por otros autores.'? Paralelamente se estudid la velocidad de decaimiento del primer producto
de degradacién y la cinética de formacién de cada uno de los otros productos.” Los
resultados son relevantes por cuanto indican que los estudios del farmaco y de sus productos
de degradacidn realizados con los métodos de valoracién oficiales pueden conducir a errores
considerables. Siguen a continuacién los estudios que hemos realizado sobre alprazolam.

2.2 Hidrolisis de Alprazolam
El alprazolam se diferencia de las otras benzodiazepinas como diazepam y

nitrazepam que han sido estudiadas anteriormente en este laboratorio,”"

y en la presente
tesis y de otras estudiadas por otros autores'® que se hidrolizan a una benzofenona sustituida
y glicina. El alprazolam y el triazolam podrian sufrir un mecanismo hidrolitico que implica
la ruptura reversible de la union imina dando una benzofenona, que en el caso del triazolam,
es la 2",5-dicloro-2-(3"-aminometil-5'-metil-1,2",4"-triazol-4"-yl)benzofenona, como se

muestra en el esquema 2.3.

HC_ n
Y N ch N
N
.0 QR
¢ =N — ¢ NH,
0

Esquema 2.3
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Varios intcntos s¢ han hecho para aislar csta benzofcnona de la mezcla, la
cristalizacién exhaustiva solamente dio como resultado alprazolam,' es posible separar las
cspecies de este equilibrio hidrolitico a través de TLC, usando cloroformo-metanol, 9-1,

pero la benzofenona no puede ser separada del soporte de absorcion. '

Solo por espcctroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrogeno y carbono
pudimos detectar la benzofenona formada en cste cquilibrio hidrolitico.(Fig 2.1 y 2.2). En
RMN de 'H sc puedc observar la hidrélisis del anillo diazepinico a través de las variaciones
cn la seiial de los H-4: cuando ¢l anillo diazepinico esta cerrado los hidrogenos geminales del
carbono 4 forman un sistema AX, y aparccen como dos d a 5.5 ppm y 4.3 ppm con J= 12 Hz,
micntras que en la benzofenona los H-4 aparecen como un singulete a 4.1ppm y aparece la

sciial debida a NH," a 8.3 ppm, como cs obscrvado cn la figuras 2.1 y 2.2.

2
/N‘
Y No
10 N .

H4 H4
| “ J .JL L
7.3 7.0 .3 60 5.8 50 .3 Py 35 0 13 20 s 1o 0.3 0.0
(ppm)

Figura 2.1. Espectro de '"H RMN de Alprazolam
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Figura 2.2. Espectro de '"H RMN de Alprazolam y su benzofenona.

En el espectro de ’C RMN también se observa la hidrdlisis a través de la sefial
caracteristica correspondiente al C carbonilico de la benzofenona. En la tabla 2.1 se resumen

las sefiales para alprazolam y su benzofenona.

Tabla 2.1 Datos de "C-RMN para Alprazolam y su benzofenona
Compuesto CH, | CH, | C-3a C-1 =N C=0

Alprazolam 11.42 145.59 [150.82 |154.11 |166.96
Benzofenona |10.17 [33.11 |149.59 }152.95 191.99
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El mecanismo dc la reaccion de hidrélisis para alprazolam y triazolam ha sido
estudiado por Cho M. J." y Konishi M.,'® respectivamente. En ambos casos la hidrélisis del
alprazolam sc cstudid mediante espectrometria UV. Dado que cuando una soluciéon dc
alprazolam es acidificada, el cspectro UV cambia rapidamente prescntando dos puntos
isobésticos a 246 nm y 274nm. A pH ccrcano a 1.0, el espectro UV muestra una A, de 263

nmy A, de 238nm. Similarmente cuando una solucion acida dc alprazolam es neutralizada

max

a pH >0, el espectro UV cambia lentamente al espectro inicial: una A, de 222 nm y A, de
245nm.

Esto es, cuando una solucion neutra es acidificada a pH< 5, los cambios en el
espectro UV reflejan la velocidad de las reacciones de hidrélisis y anelacion; y cuando una

solucion acida es neutralizada a pH> 6.0, los cambios cn ¢l espectro UV reflejan la reaccion

de anelacion exclusivamente.
Las constantes de velocidad (%,,,) sc dcterminaron midiendo el incremento cn la
absorbancia a 260 nm vs tiempo, aplicando una ecuacion cinética de primer orden:

log Aoco-At =k, t.

ko, se calculd para diferentes valores de pH ( pH 1.0 - 8.0).

Con el fin de medir por separado la velocidad dc la rcaccion de hidrélisis y la de
anclacion en pH < 5.0, se aprovechd la diferencia en las constantes dc particion del
alprazolam y de su benzofenona en solventes organicos. Se adaptd un sistema para que
rcmovicra el alprazolam (que sc esta formando mediante la rcaccion de ciclacion) de la fase
acuosa (soluciones buffer pH 2.41, 2.75 y 3.35). La velocidad de la reaccidn de anclacidn sc
calculé a partir de las mediciones de la disminucién de la absorcion a 260 nm." En otro
estudio sc midid estudiaba la reaccion de anclacion con cromatografia gaseosa después de
derivatizar la benzofenona a un derivado de quinolina, en condiciones apropiadas para no
perturbar el cquilibrio."®

En ambos casos, cl perfil de pH da como resultado una curva en forma de campana
para la reaccidn de anelacién, con un maximo a pH 5.5. La curva es similar a la resultante de
la formacion de una base de Shiff cuyo mecanismo sc cxplica cn ¢l esquema 2.4, rcaccién

quc ha sido ampliamente cstudiada."’
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Esquema 2.4

La curva en forma de campana sc dcbe al cambio en la etapa determinante de la
velocidad de reaccion con ¢l cambio del pH:

En medio acido la velocidad de anelacién esta gobermada por la formacién del
intermediario carbinolamina I, (esquema 2.5), debido a que la concentracién de la amina B
es extremadamente baja, y la deshidratacion de la carbinolamina, I, es facilitada por la
protonacion del grupo OH. Sin embargo cuando el pH incrementa, aproximandose al pKa del
grupo amina primario, el ataque nucleofilico del grupo amino en el carbonil de la
benzofenona es més rapido que la dehidratacion del intermediario I.

En las ultimas paginas y en las tres siguientes, se describen sucintamente los
resultados de estudios realizados hacc casi veinte afios. Vamos a ver en los capitulos
subsiguientes que la espectroscopia UV utilizada en estos dos estudios, es ineficiente para
diferenciar los productos de degradacion con la precision necesaria para realizar estudios de
estabilidad. De tal manera, los estudios descriptos merecen mencionarse como antecedentes
pero sus conclusiones con respecto a las estructuras no son totalmente validas. A la luz de
nuestros resultados que se detallan mas adelante, es claro que puede haber otros productos de
degradacion ademas de los mencionadas, cuyas estructuras no han sido caracterizadas

espectroscopicamente.
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En el esquema 2.5, &, y &, representan la velocidad de reaceion sin catalizar, mientras
que k, y k, representan las constantes de velocidad catalizada por acido. Konishi calculé las
constantes microscopicas mediante una aproximacion al estado estacionario aplicada al
intermediario carbinolamina, las ecuaciones de velocidad para la reaccion de ciclacion e

hidrdlisis, se formularon las ecuaciones 3 y 4.

kciclacion (obs) — _(I_Cl + +k_ l+_I'(2|'H’n X Kanll (3)
k \+k,[H']+k, Ka""+[H']

Kigrotisis obsy = 4 [H¥ (ke tk (H']) X 1 4)
k .tk [H'+k, Ka '+[H']

Después, aplicando simplificaciones en estas ccuaciones para cada rango de pH, se
llegé a ecuaciones mas simples que permiticron hallar los valores de estas constantes
microscopicas de manera experimental:

En medio alcalino, la etapa determinante es la deshidratacion del intermediario
carbinolamina, esto implica que k,>>(k, [H]+k,).

Si se asume que k,>>k, [H], k, [H]>>k, y ka”"">>[H'] se obtiene la ecuacion 5

Keicuacion(ab = KXk, {H] X Ka™ [H'] (5)

k Ka®+[H']

reorganizandola se obtienc una ccuacién donde /k, y Ka®"

pueden ser calculados a
partir del grafico [H')/ Aiciacion by VS [H'].  Los valores encontrados son k,= 1.39x10°*/min y

k,=3.13x107 (pKa""=6.50).

Para pH superiores a 9.0, donde ka"">>[H'] k,>> k, se obtiene la ecuacién (6)
Keictacion ooy = KL Ky~ (0)
k-1

Es decir, que a pH altos la velocidad llega a ser una constante, el valor observado es
0.4x10"%/ min.

En medio acido la etapa determinante de la velocidad de reaccion es el ataque de la
amina, lo que equivale a (k,[H]+k,)>>k, y en csta region de pH se cumple que [H'] >>Ka®
la ecuacidn 3 se simplifica a:

Keictacion ooy = ko Ko™+ Ka™ [H'] ~ (7)
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Dc una grafica k,,, vs 1/[H'] sc obtienc k,Ka"™" y k,Ka™. Los valores obtcnidos son
7.38x10/min y 7.32x104/min para k, y k,, respectivamente.

kluidrélisis(nbs)z kikg H+ (8)

ky(Ka""'+[H']

A partir dc un reprdcnamiento de esta ccuacion sc puede calcular k k /k, y Ka*' se
pucde obtener de una grafica 1/ kyyicis vy VS 1/[H’]. Los datos obtenidos son 6.32 min para
k,k./ky y 3.02x107 (pKa*'= 1.52). M.O.Cho calculé las constantes microscopicas descritas
cn el esquema 2.5, aplicando el programa SIMPLEX a partir de los valores de &, y Ka™
determinados expcrimentalmente.

Los resultados de los estudios de hidrélisis de alprazolam y triazolam llevan a
concluir que la reaccion de hidrélisis de las triazolobenzodiazepinas es diferentc a la de las
antcriores benzodiazepinas, debido a la presencia del anillo triazdlico que estabiliza el
producto del primer paso reversible de la hidrdlisis, y no permite la hidrélisis total del
compucsto.

Un comportamiento similar sc cncontrd para cl midazolam, una benzodiazepina que
contienc un niclco imidazol en su estructura.

Patriarche, menciona que las reacciones de hidrélisis reversible del triazolam y del
alprazolam, asi como la dcl midazolam, pucden ser evaluadas con scguridad por
polarografia pulsada diferencial.'

Por otra parte, ¢l alprazolam cs la unica benzodiazepina donde la etapa de anelacion
de la reaccidn de hidrolisis reversible es cuantitativa y relativamente rapida a pH fisiologico;
csta propicdad podria ser usada cn el desarrollo de prodrogas hidrosolubles para uso

parenteral.”

2.3 Hidrdélisis de Alprazolam en condiciones severas

Se program¢ la hidrélisis de alprazolam en condiciones severas, con cl objetivo de
identificar otros productos de degradacion, ya que en la literatura se menciona quc,
realizando la reaccion de hidrélisis a 25°C, a pH menor que 0.5, y llevandola a cabo en la
cclda del espectrofotémetro, se habrian encontrado que habia rcaccionces laterales, pero no se
habrian identificado los productos.'® Se trabajé en las condiciones en las que se habian

2

cstudiado previamente otras benzodiazepinas,' sc reflujo una solucién de alprazolam en
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condiciones de hidroélisis acida, (HCI 6N y 0.1 N). Luego se procedié a extraer las mezclas
de las dos reacciones con cloruro de metileno en medio basico y neutro, agregando NaOH
15%. A continuacion se procedio a analizarlas por TLC usando distintas mezclas de eluentes.
Se analizaron también por HPLC, ya que no es posible la determinacion cualitativa del
alprazolam por CG.

Los resultados segun analisis por HPLC y TLC indican la formacién de un solo
compuesto. El andlisis posterior de una solucién dcida rccicntemente preparada indicod que
ese producto es de una especie protonada del alprazolam..

Los resultados de las TLC indican que los productos de la reaccidon solucidn
metanodlica con HCI son reversibles.

También se observé que el estandar de alprazolam disuelto en cloruro de metileno y
conservado en condiciones de temperatura ambiente y proteccion de la luz, presenta un
producto que no es reversible. En vista de esto se procedié a dejar otra solucién en iguales
condiciones y otra protegida de la luz, observando que las muestran que sufren degradacion

son la que permanecieron mas tiempo en el solvente, sin importar el factor luz.

2.4 Termolisis

Muestras de alprazolam en estado sdlido se¢ sometieron al influjo de la temperatura en
una estufa de calor seco a 80 °C durante 5 meses. El analisis cuantitativo por HPLC
mediante estandar extemo, de una solucion preparada y con esta muestra, indicd que esta
droga no sufre descomposicion en estas condiciones, la respuesta area-concentracion es
aproximada a la del estandar y no se observan nuevos picos. De otra manera, los analisis con
TLC con diferentcs eluentes no mostraron formacién de otros productos.

También se prepararon soluciones de alprazolam en buffer pH 3.5, envasadas en
ampollas y llevadas mediante un termostato a 80 °C durante 88 dias, después de los cuales se
analizaron por HPLC, no se observé disminucién de la concentracion, ni aparicion de otros

productos.

2.5 Oxidacion
La degradacion por oxidacion se efectud diluyendo 100 mg de alprazolam en cloruro

de mctileno destilado y agregando 1 ml dc agua oxigenada 200 volimenes; sc dcjo este
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sistema bifésico agitando por 5 dias a temperatura ambiente, haciendo monitoreo permanente
de la reaccion. Al cabo de este ticmpo la solucidn sc tomé de un color amarillo.

La mezcla de reaccion sc lavo con suficiente agua destilada para eliminar cl agua
oxigenada y luego sc scco con sulfato de magnesio vy se filtro.

Se desarrollaron diferentes TLC en placas de silica gel con indicador, con la finalidad
de cncontrar el sistema mas apropiado para separar los productos dc la reacciéon. En las
distintas TLC rcalizadas sc encontré que ¢l porcentaje de degradacion es minimo y no
aparcce ninguna mancha importante.

Oxidacion y temperatura Dado que con el sistema precedente no hay avance en la
reaccion, sc traté de acclerarla con mas calentamiento, para ello se cambié de solvente,
seleccionandose cloroformo para aumentar la temperatura.

Una solucion de alprazolam cn cloroformo sc preparé de igual forma que la anterior y
se dispuso a reflujo por 5 dias.

La mezcla de reaccidn resultante ¢s una mezcla bifasica donde ambas fases organica
y acuosa toman color amarillo. Se traté dc igual forma que a la rcaccion sin calentamiento.
Debido a que los solventes de desarrollo de TLC usados para scparar los productos del caso
anterior no resultaron utiles, para ésta reaccion sc ensayaron otros. Los resultados muestran
que en estas condiciones el porcentaje de degradacion sigue siendo bajo y se observo la

scparacion de varias manchas tenues.

2.6 Estudios de degradacion de comprimidos de Alprazolam en ambiente
hiumedo

Con el objctivo de estudiar el cfecto de la humedad y la temperatura en comprimidos
dc alprazolam, sc analizaron por HPLC y TLC mucstras somctidas a altas condiciones d¢
cstrés: 80 °C y 80 % HR, las cuales se dispusieron como se describe en detalle en la Seccion
Expcrimental.

La descomposicion se¢ monitorco por veinte dias y las muestras retiradas se analizaron
por ¢l método B de HPLC previamente validado (capitulo 7) descrito en la Seccion
Experimental.

Se realizaron ensayos preliminares donde se observé una degradacion importante del

alprazolam, y sc obscrvé la formacion de un producto de degradacion mayoritario, el cual se
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identifico a través de la comparacion de los tg y Ry con los productos de degradacion ya

aislados e identificados y descritos en el Capitulo S de la presente.

Los resultados muestran que la triazolaminoquinolina es el principal producto de la

degradacion de alprazolam en estas condiciones, en la figura 2.3 se muestra el cromatograma
obtenido del analisis de estas muestras.

Figura 2.3 Cromatograma obtenido del analisis de comprimidos
de alprazolam sometidos a 80 °C y 80 % HR durante 6 dias.

(A) Alprazolam, (B) Triazolaminobenzofenona, (C) triazolbenzofenona

Se realiz6 un estudio cinético de la reaccion de descomposicion en estas condiciones.

La degradacion de los comprimidos se monitore6 durante 15 dias, retirando periédicamente

las muestras y analizandolas por el método de HPLC. La curva de decaimiento de alprazolam

y formacion de triazolaminoquinolina se muestran en la figura 2.4
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Figura 2.4. Reaccion de degradacion de Alprazolam

cn comprimidos a 80 °C y 80 % HR

Por otra parte, se llevaron a cabo ensayos de degradacion en las condiciones arriba
mencionadas para alprazolam como droga pura y también se evalud el efecto de la

temperatura sobre las tabletas, los resultados sc muestran en la tabla 2.2:

Tabla 2.2. Dcgradacion de alprazolam en comprimidos y como droga pura.

t, dias % %
Alprazolam | Quinolina
80 °C, 80 %RH*
Comprimidos A 16 15.6 65.6
Comprimidos C 16 5.9 75.0
Comprimidos D 8 24.1 344
Alprazolam puro | 28 86.8 <1
80 °C*
Comprimidos 23 72.5 1.18
Alprazolam puro | 88 98.0 No sc
obscrvo

*Muestras protegidas del cfecto de la luz

En la tabla 1 se observa una diferencia en la cstabilidad de alprazolam como droga

pura y cuando csta bajo una formulacion, se evaluaron independientemente 3 presentaciones
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comerciales observandose degradacion significante en todas ellas, bajo estas condiciones

aceleradas de estrés.

2.7 Conclusiones

En la primera fasc del cstudio dc cstabilidad de alprazolam sc obscrvé que éstc ¢s una
molécula altamente estable. No es sensible a hidrdlisis a distintos pH por las reacciones
reversibles que presenta, ni sufre termdlisis en estado solido, asi como tampoco en
soluciones; respecto a la oxidacion sélo es levemente sensible cn condiciones muy severas.
Sin embargo, es las formulaciones farmacéuticas estudiadas, el alprazolam bajo condiciones
de estrés muy severas se degrada por reacciones de reordenamiento para dar
triazoloaminoquinolina. Probablemente, los excipientes utilizadas estan involucrados en
promover estas reacciones, que, de todos modos serian extremadamente lentas.

Otro factor importante que pucde explicar la mayor degradacién en los comprimidos
es el efecto catalizador de los excipientes solamente por efecto de superficie. Efectivamente,
se ha observado que la dispersion del sustrato sobre superficies inertes tiene también un

efecto denominado “catalisis por superficie”.?* '
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3.1 Antecedentes

Uno de los medicamentos mas ampliamente estudiados en nuestro laboratorio es el
diazepam, en cuyo estudio se encontrd un sistema de reacciones interesantes dada la
novedad y la complejidad de éstas.

En publicaciones previas a los estudios efectuados en el laboratorio se encontré como
productos finales de hidrdlisis del diazepam en medio acido: la 2-(N-metilamino)-5-cloro
benzofenona 2 y glicina, donde la velocidad de la reaccion se determiné por espectroscopia
uv.! 234 gin embargo para la misma reaccion, en nuestro laboratorio, se encontraron,
ademas, los siguientes productos: 2-Amino-5-Cloro-benzofenona, 1; 2-Amino- 3,5- dicloro-
benzofenona, 3; 2-N- Mectil-amino- 3,5- dicloro-benzofcnona, 4; 2-N,N- Dimetil-amino- 5-
Cloro- Benzofenona, 5; 2,4- dicloro-acridin-9-(10H)-ona, 6; 2,4- Dicloro-acridin- 10-
Metil-9-(10H)-ona, 7; y 2-N,N- Dimetil-amino- 3,5- dicloro- benzofenona, 8. Los productos
mencionados fueron caracterizados por espectroscopia RMN y EM y ademas las estructuras
se confirmaron por sintesis independiente.’

Teniendo en cuenta las abundantes investigaciones existentes sobre esta droga
frecuentemente prescripta, y el hallazgo de reacciones inesperadas que este compuesto sufre
bajo condiciones levemente acidas, nos interesd estudiar el mecanismo total de la reaccion

En base a la suposicion de que algunos de estos productos provengan dc¢ una posterior
degradacién de 2-(N-metilamino)-5-clorobenzofenona, de 2 se estudid la reaccion de este
compuesto en HCl 0.5 — 2.0 M en metanol-agua (1:1) a 60 °C y 80 °C § y también
recientemente la cinética de las reacciones de 17 con HCI en metanol-agua (1:1) a 60 °C y 80
°C, en las cuales se observaron los productos 3-8, derivados formalmente de reacciones de

transferencia de metilos, cloracion y ciclizacidon, como se muestra en el esquema 1.
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Ph Ph
lk2 lk4 X k13
Y
Cl Cl Cl
H, ks HCH3; K1 (CHJ)Z
¢ O kg C o) kiz C o)
3 by 4 bn g8 Pn
+ kg . K1o
v Y
I H | CHs
SOSES¢8e
—_—
Cl
I Cl
O o)
6 7
Esquema 1

Objetivos

No se esperaba que esas reacciones ocurriesen bajo estas condiciones y por tanto, el
cstudio prescnte sc hizo con el objetivo de contribuir al conocimicnto dcl mecanismo que da
estos productos incspcrados.

En cste capitulo sc describen los resultados de determinaciones cinéticas de las
reacciones complejas de la 2- Amino-3,5-Cloro-benzofenona, 1, de la 2-N-Metil-amino-5-
Cloro-benzofenona, 2, con HCI en varias concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5 N) y en mezclas
binarias de metanol-agua 84-16, y sc compara con estudios previos en mezclas binarias
metanol-agua, 1-1, resultados obtenidos en previamente en nuestro laboratorio de las
rcacciones de estos compuestos También sc cstudia la reaccion de 2-N-Metil-amino-3,5-
dicloro-benzofenona, 4, con HCI en varias concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5 N) y en mezclas
binarias dc mctanol-agua 84-16y 1-1.

Por otra partc se describen otros cxperimentos adicionales, que pretenden dar

evidencia adicional de los mecanismos propuestos.



Solvélisis de o-Aminobenzofenonas 48

En todos los casos se determinaron la velocidad de desaparicién del sustrato (1, 2, 3
0 4) y las velocidades de formacion de los diversos productos de reaccién, se identificaron
los gases desprendidos y se determiné las acridinonas sustituidas se habian formado. Se
utilizé un complejo sistema de ecuaciones diferenciales para calcular los coeficientes de
velocidad de las diversas etapas, y se ensayaron experimentos diferentes para verificar el
mecanismo propuesto. Segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio que se hace de

este esquema de reacciones inesperado, que las sustancias dadas sufren bajo las condiciones

de reaccion presentes.

3.2 Analisis cinético

La técnica espectrofotométrica no es apropiada para seguir la cinética, porque los
espectros UV de los compuestos 1-8 y sus derivados de primer y segundo orden son muy
similares.

El sistema de cromatografia gaseosa descrito en "Secciéon Experimental” permitio la
determinacidn de las concentraciones actuales de los productos 1-5 y 8. En las condiciones de
analisis fue posible cuantificar por separado las benzofenonas dicloradas.

Las acridinonas 6 y 7 no pueden ser determinadas por GC y se han determinado en
forma semi-cuantitativa por TLC. Por cuanto la exactitud en la determinacién de la
concentracién de cada compucsto cra cscncial para cl objctivo de este trabajo, se realizaron
por lo menos tres veces los ensayos.

3.3 Modelo cinético. Como en lineas generales este modelo se usara también para el
tratamiento de la cinética realizada con alprazolam se describira en detalle en este capitulo el
modelo cinético utilizado para ambos estudios. En un principio, la reaccion obedece a una
ecuacién cinética simple, un decaimiento de primer orden del sustrato S, las porciones
iniciales de las graficas [concentraciéon molar] vs tiempo, se comportan como si
representaran reacciones paralelas bajo ciertas condiciones de reaccion, en las cuales unas
variaciones linealcs dc In([S]o/[S]) vs ticmpo indican que la degradacion de S sigue una
cinética de primer orden, las pcndicntes de estas graficas se llaman kqps. En estos casos, se
consideré. un esquema simplificado de las reacciones, y los coeficientes de velocidad de
formaciéon especifica de los productos se calcularon a partir de graficas de las
concentraciones molares de ellos, como funcion de {1-exp(-Kobs. t)}B Esto es lo se llama

método A, en lastablas S5y 6.
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Transcurrido este tiempo tienen lugar otras rcaccioncs y los puntos experimentales

caen muy fuera de larecta " In ([S]o/[S]) vs. t" y " [S] vs. {l-exp(-Kobs. t)} "

. Enla

mayoria de los casos, sc obtuvo el mcjor ajuste con un conjunto de ecuaciones diferenciales

correspondicntes, en cada caso, a las diversas reacciones paralelas y/o consccutivas que

represcntan formalmente como siguc :

ki ks
—— 2 P —
k3 ke
k2 k4
k7 kit
I — 4 —
ks ki2
ko kio
Y ki4 Y
6 oo - 7
Esquema 3.2

Las ccuacioncs difcrenciales plantcadas para la reaccion dec 1 estan dadas por las

ecuaciones 1-7 :

di1] =-k [1]+k; [2]-k2 [1]
dt

d2)=k [1]-(ks+ks+ka) [2] +k, [5]
dt

d[3]=k; [1]-(k 7+ ko) [3) + kg [4]

dt

d(4) =k, [3] +ki2 [8] - ks [2] - (ks + kot kn) [4]

dt

dl3)=ks [2] - (ke +ki3) [3)
dt

dl6] =k [3]

dt

d[7)=k 0 [4]

dt

(1)

(2)

3)

4)

()

(6)

(7
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Para resolver el sistema, se consideré como una primera aproximacion el conjunto de
los coeficientes de velocidad especifica hallados por el método A, y se tuvieron en cuenta las
observaciones adicionales :

1) Se observo formacién del compuesto 8 solamente en la reaccion de 4 en metanol-
agua (84:16), a todas las concentraciones de HCI, mientras no se observé en la reaccion de 2
con 1.5 M HC], cn la cual a su vez es muy importante la formacion de 5; esto sugiere que k)3
cs desprcciable. El lento dccaimicnto de [S] en las rcacciones cstudiadas sugiere que kg
también es muy pequeiio, mientras k;, deberia ser importante. Como no se observd una
degradacion de 8, se asumié que k; es despreciable.

2) En lareaccion de 3 con 0.5M HCI en metanol-agua (1:1), luego de 120 dias [3] era
el 85% de su valor inicial y solo se observé trazas de los compuestos 4, 6 y 7. Esto indicaria
que k7 y ko son pequefios también. Como se observd 4 en los primeros dias de la reaccion,
esto indicaria que ks << ko (asi, 4 desapareceria inmediatamente para dar 7 y/o que lo mas
importante es la via 3 & 6 — 7, y se puede asumir que esta ocurriendo una metilacién de 6,
donde el "k" involucrado es el ky4 .

3) Para la simulacidn, se tomaron las constantes de velocidad mas fiables en base a
los siguientes criterios: a) Los valores de k; y k, de la reaccién de 1 (véase la tabla 2) se
consideran los mas fiables porque la formacion de 2 o 3 no involucra reacciones consecutivas
(la formacién de 4 y §5). b) Por la misma razon se consideran mas acertados, los valores de
k3, ks y ksobtenidos en la reaccion de 2 (véase tabla 1).

c) De las reacciones de 3 conjeturamos facilmente que k; es mas pequefio que las
otras constantes de velocidad.

El ajuste de los valores de estos parametros k se hizo por un procedimiento iterativo,
buscando aquellos que minimizasen la suma de los cuadrados de las diferencias entre los
datos experimentales, y los valores calculados a partir de las curvas correspondientes a los
parametros propuestos. Se obtuvo, en cada caso, un buen ajuste de las graficas simuladas a
partir de los valores hallados, al conjunto de datos experimentales, y se muestra esto para
algunas pruebas tipicas en las figs. 1-4, donde se observé una coincidencia muy satisfactoria..

En algunos casos se resolvio el sistema por integraciéon numérica, usando el algoritmo

de Runge-Kutta hasta el 40. orden.” Todas las determinaciones cinéticas se realizaron a 80°C.
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La Tabla 1 muestra las concentracioncs molares de 1-5 , dcterminadas cn las

rcaccioncs de 2 con 0.5 M HCI cn metanol-agua, 84-16 a 80°C, a diferentes intervalos

durante los primeros 7 dias.

Sc puede ver en la tabla 1 el continuo decrecimiento de [2] y el incremento de [1], [3],

[4]y [S).

Tabla 1. Reaccion de 2-(N-Metilamino)-5-clorobenzofenona, 2, con
HC1 0.5 M en metanol-H,O (84:16), a 80°C.*

tiempo 10°M
dias (2] [4] [1] 5] (3]
0.0 3.26 - - - -
0.2 3.09 0.12 0.04 0.01
0.9 2.68 0.35 0.18 0.04
1.2° 2.49 0.43 0.27 0.08
1.9 1.95 0.60 0.60 0.11 -
2.2 1.86 0.85 0.45 0.09 0.02
2.9 1.58 0.90 0.65 0.10 0.04
3.1 1.20 1.33 0.61 0.07 0.04
4.0 1.19 1.30 0.62 0.06 0.09
4.2° 0.76 1.29 0.70 0.06 0.18
6.9 0.41 1.60 0.79 0.12 0.33

[2]o=3.26 x 10° M. " Dc este tiempo en adelante acridinona 6 se dctect6
por TLC. “ De este tiempo en adelantc acridinona 7 se detecté por TLC.

Los compucstos 4 y 1 son los productos quc prevalecen en la reaccion; 3 y 5 fueron

detectados en cantidades menores. La Fig. 1 muestra que mientras [4] crece continuamentc,

[1] alcanza un maximo tras aproximadamente 2 dias y lucgo permanecc casi constante.

El grafico lineal de In([2]o/[2]) vs. tiempo, indica quc la degradacidon dc 2 siguc una
cinética de primer orden. La evaluacion de los datos de hasta 7 dias de reaccidon confirma
cuatro reacciones paralclas, correspondientes a la formaciéon de 1, 3, 4 y 5. Los coeficientes
de vclocidad especifica para la formacion de los productos, se calcularon a partir de las
graficas de la concentracién molar para cada uno de ellos, en funcién de {1-exp(-kt)}. Los
rcsultados, que son promedio de por lo menos dos cnsayos, se muestran cn Tabla 2 para esta
y otras rcacciones a diferente [HCI] (Metodo A). La simulacion de esta compleja cinética
de reaccion para cada [HCI] dio los cocficientes de velocidad por una aproximacién seudo-
primer orden, quc también mostramos cn la Tabla 2 (Métodos B y C). Dondc también sc han

consignado las velocidades de reaccion obscrvadas en metanol-agua, 1-1 a fin dc evaluar los
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efectos del solvente. Los datos para metanol-agua, 1-1 fueron obtenidos previamente, se

citan aqui a fin de establecer un paralelo entre las reaccione estudiadas con metanol-agua,

84-16 y 1-1 y obtener observaciones mecanisticas.

S

++

Concentration, 10° M
-—
13

time (d)

Figura 1. Datos representativos para la perdida de 2, (+) y formacion de: 4, (x); 1, (); S,

(0); y 3, (8), como funcion del tiempo, usando HCI 0.5 M en metanol:agua, 84:16 a 80 °C.

Se observa una concordancia razonablemente buena con las velocidades determinadas

por el método A, cada vez que la comparacidn es posible.

Cuando la reaccion se produjo con HCI 1.0, la degradacion total de 2 fue mas lenta y

prevalecio la formacion de 5. Los valores finales fueron :

[4]7.3d = 2 x 10° M, [1]7.3d = 0.68 x 10 M habiéndosc partido de un valor inicial

[2]0=3.73x 10° M.

Las acridinonas 6 y 7 se detectaron desde los 1.9 ylos 5 dias, respectivamente.

La Fig. 2 muestra los resultados de la reaccion con HCl! 1.5 M a 80°C, y la

comparacion con la Fig. 1 revela el efecto de [HCI] sobre la produccidn relativa de cada

compuesto.
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Tabla 2. Reaccion de 2-(N-Metilamino)-5-clorobenzofenona, 2,
con HCI en metanol-H,0O a 80 °C. Coeficientes de velocidad
de pseudo-primer orden.

[HCI], 10'(s™) 10" constantcs de velocidad de pseudo-primer
orden,(s™")
M Kobs Método ki k, ki ks ks
Solvente: MeOH-H;0, 84:16
0.5 42 A b 1.5 12 23 1.2
B 4.0 42 15 18 1.0
C 4.2 4.5 15 18 1.3
1.0 25 A b 0.8 7.4 16 3.9
B 6.1 15 10 14 2.9
C 5.8 1.0 6.1 12 2.6
1.5 18 A b 0.35 3.9 8.2 4.2
B 13 0.5 5.0 12 4.2
Solvente: McOH:H;0, 1:1
0.5 78 A b 22 42 40 0
B 0.3 1.6 42 32 0
1.0 44 A b 0.70 19 14 1.6
B 4.0 0.6 19 11 2.3
1.5 21 A b 0.25 5.8 2.3 4.6
B 9.1 0.1 5.0 2.1 10

* Métodos A: Calculados considerando reacciones paralelas. B: Calculados con el
método descrito en seccion experimental (ver medidas cinéticas). C: Calculados
usando ¢l método de Runge Kuta. ® k; no puede scr calculada por el método A.



Solvélisis de 0-Aminobenzofenonas 54

Concentration, 10° M

time (d)

Figure 2. Datos representativos para la perdida de 2, (+) y formacién de: 4, (x); 1, (); 5,

(0); ¥ 3, (A), como funcion del tiempo, usando HCI 1.5 M en metanol:agua, 84:16 a 80 °C.

En esta reaccion, se ha hecho mas lenta la degradacion total de 2, prevalece la
cantidad del producto 5 y se observa una disminucidn de este ultimo al cabo de 6 dias. Se
detecto las acridinonas 6 y 7 a partir de los 1 y los § dias, respectivamente. La evaluacion de
los datos dio los coeficientes de velocidad para seudo-primer orden que se muestra en la
Tabla 2.

Las obscrvaciones generales son : a) 2 desaparece mas lentamente a [HCI] mas baja.

b) La formacion del producto clorado 4 es mas importante con HC1 0.5 M.

c) A menor [HCl], es mas importantc la desmectilacion de 2.

d) A mayor [HCl], es mas importante la metilacion de 2.
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a) La acridinona 6 aparecc ya casi al principio de la rcaccion, micntras la formacion

dc 7 dcmora mas.

b)  Las kus global de pseudo primer orden ¢s mayor en MeOH-H;0, 1-1 que cn 84-

16

c)  Elefecto del solvente sobre las velocidades parciales k; a ks ¢s muy dependicnte

de la [HCI] observandose, coherentemente, que las velocidades de metilacion k;

y ks son mayorcs a mayor [McOH] en cl solvente.

3.5 Reaccion de la 2-Amino- S-clorobenzofenona, (1).

Se observo un comportamiento difcrente al de la reaccion de 2. La vida media de la

rcaccion no depende de [HCl] (ver Tabla 4), y cs mas larga que la de 2. La Tabla 3 mucstra

los resultados para la recaccion con HCI 0.5M en mctanol-agua (84:16), a 80°C.

Tabla 2. Reaccion de 2-(N-Metilamino)-3,5-diclorobenzofenona, 4,

con HCI1 0.5 M en metanol-H,0 (1:1),a 80 °C.*

ticmpo 10°M tiempo 10°M

dias (4] (3] dias (4] (3]
0.0 2.63 - 9.2 2.20 0.40
0.8 2.63 - 1 2.25 0.35
3.2 2.52 0.11 13 2.01 0.62
4.9 2.42 0.17 144 1.91 0.60
7.0 2.26 0.24 17 2.05 0.50
7.1 2.23 0.27 19 1.60 1.00
7.9 2.33 0.26

*[4)o=2.63 x 10" M. ® De cste ticmpo en adelante acridinona 7 se detect6
por TLC. Acridinona 6 no se observo.  De este tiempo cn adelante trazas de 8

sc detectaron. * [7)1sa=1.22 % dc [4)o.

Los productos principales son 3 y 4 (prevalece 3); es evidente que [1] disminuye por

cloracidn y metilaciéon. Durante los primeros dias dc la reaccion aumenta [2], luego a partir

de los 5 dias disminuye micntras [3] crecc sostenidamente. La formacidn de 4 parece ser

consecuencia inmediata de la desaparicion de 2. Solo se encuentré vestigios de 5, y se

dctectd las acridinonas 6 y 7 a partir de los 5 y los 13 dias, respectivamente.

El

comportamicnto del sistema concuerda con ¢l de rcacciones consccutivas, y cn la Tabla 4 sc

muestra los coeficientes de velocidad especificos para scudo-primer orden, para todos las
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[HCI] estudiadas. Los resultados encontrados para la reaccién de 1 en metano-agua, 1-1

provienen de un estudio desarrollado anteriormente en el laboratorio.®

Tabla 4. Reaccion de 2-amino-5-clorobenzofenona, 1, con HCI en
metanol-H,O a 80 °C. Coecficientes de velocidad de pseudo-primer orden

[HCI] 10|’(s' 10 constantes de velocida? de pseudo-primer orden,
) (s)
M kobs MélOdO kl kz k] k4 k5
Solvente: MeOH-H,0, 84:16
0.5 13 A 0.39 8.0 b 2.0 0
B 3.0 4.0 14 20 0.58
C 3.1 8.2 2.3 21 1.2
1.0 13 A 1.7 3.3 b 6.6 0.34
B 5.1 1.2 12 16 2.4
1.5 13 A 8.1 1.7 b 3.4 1.3
B 13 0.5 5.6 14 3.8
Solvente: MeOH-H,0, 1:1
0.5 3.4 A 0.13 0.15 b 2.6 0
B 0.26 0.5 38 25 0
1.0 3.9 A 3.5 0.10 b 1.8 1.3
B 4.0 0.2 14 10 0.13
1.5 10 A 9.5 0 b 0 11
B 9.2 0 6.2 0 5.0

? Métodos A: Calculados considerando reacciones paralelas. B: Calculados con el método
descrito en seccion experimental (ver medidas cinéticas). C: Calculados usando el método
de Runge Kuta. ® k3 no puede ser calculada por el método, debido a que solamente
reacciones paralelas son consideradas.

La reaccién de 1 con HCI 1.0M, se mucstra en la Fig. 3, sigue un comportamicnto
similar a rcaccioncs consccutivas, aunque difiere de aquella con HC! 0.5M.
En las etapas iniciales de la reaccion, 2 es el producto principal, alcanzando la

maxima concentracion al cabo de 4 dias para luego disminuir ligeramente hasta los 28 dias.
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3.5

Concentration, 10’ M

time (d)

Figure 3Datos represcntativos para la perdida de 1, ()y formacion dc: 2, (+); 4, (x); 5,

(0); y 3, (4), como funcioén del tiempo, usando HCI 1.0M en mctanol:agua, 84:16 a 80 °C.

La causa de esto parece scr su conversion en 4, por cuanto 4 es el producto principal
de la reaccion: [4] crece sostenidamente hasta los 28 dias. El segundo producto principal es
3, que alcanza una concentracion final de 0.00086 M al cabo del mismo ticmpo. Bajo estas
condicioncs, se encontrd concentraciones detectables de 5. Tras 6 dias se detecto la
acridinona 6 y al cabo dc 13 dias, la acridinona 7.

En la Fig.4 sc muestra los resultados dc la reaccion con HCl 1.5M, a 80°C . Hasta los
12 dias, cl sistcma sc comporta como reaccioncs consccutivas. Al cabo del ticmpo dc vida
media, 6.3 dias, [2], [4] y [3] valen 0.0008, 0.00054 y 0.00011 M, respectivamente (El
valor inicial [1Jo fuc 0.00302 M). En los primeros dias, ¢l producto principal de la reaccion

es 2, que alcanza su concentracidon maxima en 6 dias para luego disminuir continuamente,

probablemiente por convertirse en 4y 5.
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2.5

N

Concentration. 10° M
[4,]

0.5

time (d)

Figure 4 Datos representativos para la perdida de 1, ()y formacién de: 2, (+); 4, (x);

5, (0); y 3, (A), como funcién del tiempo, usando HCI 1.5 M en metanol:agua, 84:16 a 80
°C.

5 se forma en mayores concentraciones que en las reacciones con HCl 0.5 M o 1.0 M.
Al final de la reaccidn, se observan los compuestos 1-5 en cantidades significativas. 6
aparece tras 7 dias, y 7 luegode 11 dias.
Los tiempos de vida media de la reaccion total y el tiempo de la maxima [2] son
aproximadamente los mismos a diferentes [HCI]. A diferencia de la reacciéon en metanol-

agua,l-1, la cloracién sigue siendo importante atin con HCI 1.5M en metanol-agua, 84-16.

3.6 Reaccion de la 2-(N-metil)amino- 3,5-diclorobenzofenona (4) .
Las reacciones de 4 se llevaron a cabo con el fin de:
a) Conocer la influencia de la [HCI], metanol en las reacciones de cloracidn,
metilacion y anelacién
b) Confimar los productos de la reaccién

c) Determinar los valores de las constantes de velocidad implicados en las

reacciones
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La Tabla 5 muecstra las concentraciones dc 3 y 4 cn la rcaccion de 4 con HCI
0.5M cn metanol-agua, 1-1, a 80°C, durante los primeros 19 dias. Se pucde ver que 4
disminuyc mientras 3 crece continuamente.  Lucgo dc 14 dias de reaccion, también se
detecto trazas dc 8.

El desarrollo de TLC analitica permitié detectar la acridinona 7, [7]15d = 1.22% de

[4]o , micntras en esta ocasion no sc detectd 6.

Tabla 5. Reaccion de 2-(N-Metilamino)-3,5-diclorobenzofcnona, 4,
con HC1 0.5 M en metanol-H,0 (1:1),a 80 °C.*

tiempo 10°M tiempo 10°M

dias 4] [3] dias (4] (3]
0.0 2.63 - 9.2 2.20 0.40
0.8 2.63 - I 2.25 0.35
3.2 2.52 0.11 13 2.01 0.62
4.9 2.42 0.17 14¢4 1.91 0.60
7.0 2.26 0.24 17 2.05 0.50
7.1 2.23 0.27 19 1.60 1.00
7.9 2.33 0.26

*[4)0=2.63 x 10° 3 M. ® De este ticmpo cn adelante acridinona 7 se detectd
por TLC. Acridinona 6 no se observé. € De este tiempo en adelante trazas de 8
se detectaron. ! [7)is4= 1.22 % de [4],.

El grafico lincal de In([4]o/[4]) vs. tiempo, mostré que la degradacidn sigue una
cinética de primer orden, y la evaluacion de los datos de hasta 19 dias confirma que hay dos
rcacciones paralelas correspondicntes a la formacion de 3y 8, respectivamente. Los
cocficientes de velocidad cspecifica, calculados dc las graficas de las concentraciones
molarcs para cada producto coimo funcion de {1-exp(-kt)}, sc muestran en la Tabla 7.

Con HCI 1.0M, la degradacion total dc 4 s mas lenta. La rcaccion predominante
es la demetilacidn, y también ocurre algo de mctilacion. Al final de la reaccidn se detectd 4,
8,3 y vestigios de 7. La reaccion con HCl 1.5M muestra que la degradacion total de 4 es
mas lenta, y presenta los mismos productos quc la reacciéon con HC1 0.5M y 1.0M.

La rcaccion dc 4 con HCl 0.5 M cn metanol-agua (84:16) a 80°C muestra un
comportamicnto difercnte a aquel en la mezcla 1:1. El producto principal es 8; sc forma 3
en cantidades menores (Tabla 6).  Sobresale cn estas reacciones la apariciéon de 8, cs la

primera vez que se produce en cantidadces apreciables.
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Tabla 6. Reaccion de 2-(N-Metilamino)-3,5-diclorobenzofenona, 4,
con HCI1 0.5 M en metanol-H,0 (84:16), a 80 °C.*

ticmpo 10°M tiempo 10°M

dias [ 8] 3] dias [ 8] 3]
0.0 2.89 - - 8.0 2.60 0.25 0.05
1.0 2.86 0.02 0.01 11° 248 0.34 0.06
2.1 2.81 0.06 0.02 13 244 0.37 0.08
39 2.76 0.11 0.02 18 2.34 0.44 0.12
6.0 2.72 0.16 0.01 20 2.12 0.55 0.13
7.0 2.63 0.23 0.02

"[4)0=2.89x 10> M. ® De este tiempo cn adelante acridinona 7 se detect6. Acridinona 6 no se
observo.
Se detect6 la acridinona 7 por TLC a partir de los 11 dias ([7]20d = 1.18% de [4]o)

mientras no se observo la acridinona 6. Hasta los 20 dias de reaccion, el sistema se comporta
como reacciones paralelas. En soluciones con mayor concentraciéon de HCI, la velocidad de
reaccion total aumenta (Tabla 7), y hay un incremento notable en la velocidad de metilacién.
Se detecto la formacion de la acridinona 7 al cabo de 6 y de 7 dias para el HCl IM vy

1.5M, respectivamente. No se detectd la acridinona 6.

Tabla 7. Reaccion de 2-(N-Metilamino)-3,5-diclorobenzofenona, 4,
con HCI en metanol-H,O a 80 °C. Coeficientes de velocidad de
pseudo-primer orden.*

MeOH-H,0 10"ky, (s)

(v/v) [HCI], M K obs Kg ki
101 0.5° 2.1 2.3 0.03

1.0 1.6 1.5 0.09

1.5 1.4 1.3 0.05

84:16 0.5¢ 1.4 0.27 1.2
1.0 3.9 0.29 3.6

1.5 5.0 0.27 4.7

? Calculado considerando reacciones paralelas. ® [7]isa= 4.76 % de [4]o. 6 no se

detecto. “[7]a04= 1.18 % de [4]o. 6 no sc detectd.
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3.7 Reaccion de la 2-(N-metil) Amino- 5- clorobenzofenona (2) con ICl 0.5M,
cn metanol-agua (84:16) y bajo condiciones de reaccion especiales.

Los resultados condensados sc muestran cn la tabla 9, observandosc los siguientes
resultados:

a) Cudndo sc rcaliza la reaccion cn una atmdsfera de nitrégeno, no sc observo la
formacidn de 4, y no sc obscrvé la demetilacion.

Por otra parte, no sc observé diferencias esenciales con cl procedimiento habitual, cuando no
sc purgaban las ampollas con nitrogeno antes de sellarlas.

b) Cuando se realizo la reaccion cn presencia de m-dinitrobenceno (que cs conocido
como una "trampa dc radicales”, no obscrvamos cambio alguno. Por otra parte, en presencia
dc hidroquinona ¢l tnico producto dec la rcaccion fue 5.  El coeficiente de velocidad
especifica a scudo-primer orden, calculado a partir del grafico de regresion de In([2]o/[2])
fue de 1.7 x 10°(-7) /s, correspondiendo a una vida media de 46 dias. No se observo
demetilacion.

¢) En las reacciones de 2 con HCI 0.5M cn mctanol-agua (84:16), a 80°C, se analizo
los gases desprendidos; sc determind claramente la presencia de hidrégeno molecular,
micntras no se observo cloro.

d) Cuando se hizo reaccionar 2 con HCI 0.5M y con HCIl 1.5M en metanol-agua
(84:16), a 45°C y bajo irradiacion UV, sc observd un notable incremento de la velocidad de
reaccion total, y de la formacidn de las acridinonas 6 y 7, respecto de aquello que daria la
rcaccion a oscuras (ver los datos cn Tabla 9). Para csta rcaccion bajo irradiacion UV, solo se
presenta los datos dc los primeros 4 dias porque luego aparccieron varios productos no
identificados y ademas se hizo [2] =0 al cabo de 7 dias.

La formacién de los diferentes productos de reaccion siguen un pattern complejo el
cual cs altamente scnsible a las condiciones de reaccidn, tales como: sustrato, concentracion
de HCI, composicion dc solvente.

Como sc describe en 1a scccion experimental, las cocficientes de velocidad dados por
cl método (A) sc obtuvieron dircctamente de la medicidon de las concentraciones actual
considcrando un csquema de rcaccion simple. El ajuste satisfactorio cntre las velocidades
parciales (en Tablas 2 y 4) obtcnidas por tres métodos cuando la comparacion cs posible dan

confianza a los difcrentes métodos de calculo de datos cinéticos. Dc otra manera, un ajuste
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satisfactorio es también obscrvado cuando se compara cada constante de velocidad parcial cn
la Tabla 2 con la cquivalente en la Tabla 4. A pesar de la complejidad de las reacciones, los
valores obtenidos de scts de datos completamente independientes son similares, lo cual da
confianza en el tratamiento de todos los resultados cinéticos.

Las reacciones mas simples observadas en el sistema de reaccién estudiado son:
metilacion, medida por ki, ks, ks y kyy, (k; es una ruta de metilacion despreciable) y
demetilacion medida por kj, ke, ks y ki2 (ke y d k2 son rutas de metilacidon despreciables);

cn adelante solamente los coeficientes de velocidad significantes seran considerados en la

discusion.

3.8 Consideraciones mecanisticas

Pucde ser observado en la Tabla 2 y 4 que ky, ks, y ki1 (esta ultima también en Tabla
7), incrementa con la [HCI], mientras las constantes de velocidad especificas la demetilacion,
k3 y kg, diminuyen con el incremento de [HCI]. Resultados similares pueden ser observados
para la reaccion de 4 en Tabla 7. La tabla 8 muestra los tiempos de vida media observados

en las tres [HCI] para las reacciones de 1, 2 y 4 en metanol agua 1-1 y 84-16.

Tabla 8. Reacciones de aminobenzofenonas sustituidas con
HCI en metanol:H,0, a 80 °C. Tiempo de vida media,

Ty, dias,
[HCI1], M

MeOH:H ;O Substrato (.5 1.0 1.5
1:1 1 24 17 7.8
84:16 1 6.4 6.2 6.3
1:1 2 1.0 1.9 4.5
84:16 2 2.2 3.2 5.0
1:1 4 37 51 57
84:106 4 55 21 16

Debido a que en las reacciones de alquilacién se esperan que ocurran en aminas no
protonadas, los resultados observados sugieren que el metanol protonado podria ser el agente
de metilacidn (ver abajo para un mecanismo paralela o altemmativo). Respecto a las reacciones
de demetilacién, un mecanismo reversible podria estar operando y agua protonada podria ser

el agente que ataca el nitrégeno amino (ecuacion 1)
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Una demetilacion oxidativa dc algunas N,N-dimetilanilinas sustituidas en metanol han
sido recicntementc publicadas.'®

La demetilacién sc observé también cn las reacciones dc 4 con HCI 0.5M cn MeOH-
H,O 1:1, mientras que cuando la reaccion era llevada a cabo con alto contenido dc MeOH en
cl solvente, la metilaciéon de 4 para dar 8 fuc la reaccion principal. k;,, es mas alto a altas
[McOH] consistente con que ¢l metanol protonado como el agente metilante. Los resultados
indican la reversibilidad de las reacciones con los productos diclorados también. (similar a
ccuacion 1)

Las rcacciones de cloracion y anclacion son mas dificiles dc entender bajo las
condicioncs de rcaccion presentes. Las velocidades de ambas reacciones son mads altas
cuando la [HCI] ¢s baja, indicando quc estas podrian ocurrir cn aminas desprotonadas.

La posicion del segundo atomo de cloro orfo- al grupo amino, (no se encontraron
compucstos clorados cn otras posicioncs), el hecho quc la cloracién de 2 es mas rapida que la
de 1 (k4 > k;), sugierc un mecanismo de sustitucion aromatica electrofilica, sin embargo una
ruta Si:Ar no es esperada bajo las condiciones de rcaccion presentes. Debido al gran nimero
de determinacioncs necesarias, la reaccion en cl presente trabajo se determind solamente a
una temperatura, cstudios previos de la degradacion de 2, en McOH:H,O 1:1, dan una cnergia
de activacién de 83.6 kJ mol”' calculada de las constantes de velocidadad globales en el rango
dc 35-80°C. La cloracion cs la rcaccion mas importante en la reaccion de 2 a bajas [HCI] y
los valores altos de la cnergia dc activacion obscrvada, también como la scnsibilidad a los
cfectos del solvente observada cn todas las rcacciones estudiadas (Tabla 8) son tipicas dc un
mcecanismo polar, ¢l cual es consistentc con la insensibilidad cn la presencia de m-

dinitrobenceno.
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Desde que la ciclacion parece una reaccion lenta, ¢l hecho que no se hayan encontrado
trazas de productos clorados en la posicién 2 podria excluir la posibilidad que la anelacién
ocurre como una sustitucién nucleofilica de un cloruro localizado en esa posicién. Ademas,
solamente acridinonas doblemente cloradas se encontraron (3-cloro y 3-cloro-10-metil
acridinona se buscaron cuidadosamente pero no se detectaron). Esto sugiere que el segundo
atomo de cloro orto al grupo amino es necesario para que la anelacién ocurra. De otra
manera, muy pequefias cantidades observadas de 7 y no aparece de 6 en las reacciones de 4,
sugieren fuertemente a 4 como un intermediario claro de las acridinonas.

No es facil de establccer cual es el agente electréfilo de cloracidn bajo las condiciones
de reaccion presentes. La posibilidad que cloro podria ser formado de reacciones con trazas
de oxigeno remanente en las ampollas de nitrégeno selladas con atmésfera de nitrogeno se
cheque6 determinando la naturaleza de los gases formados durante la reaccién, pero cloro no
se detectd en ningun caso. Al contrario se detecté la presencia de hidrégeno molecular.

Ademias no se observaron diferencias en la proporcién de productos de cloracién
cuando las ampollas se sellaron bajo atmdsfera de nitrogeno. La posibilidad que trazas de
sales metalicas pondrian actuar como un catalizante siendo disueltas en el reactivo se
chequed también usando HCL dc diferentes marcas, y se descarté debido a que se obtuvieron
resultados similares en todos los casos. El hecho que la reaccion es mas rapida a bajas [HCI]
también hace altamente improbable que la reaccion sea debida a impurezas.

Cloracion es la principal reaccion de 2 en 0.5M HCI, pero para 1 la metilacién es la
mas importante. (el grupo metilamino favorece la formacién de intermediarios nitrenium, ver
abajo). Puede ser observado en la Figura 4 que la cantidad de producto metilado 2,
incrementa rapidamente at the onset de la reaccién y luego decrece, mientras lo contrario es
observado para el producto clorado, sugiriendo que 4 es formado principalmente de 2. La
auscncia de  algin compuesto monoclorado en las reacciones de 4 con HCI (Tablas 3 y 4)
indica la irreversibilidad de las reacciones de cloracion (k; y k4). El grupo metil en la 2-amino
también favorece el producto de ciclacion: 6 y 7 aparece después de un tiempo corto de
reaccion en la reaccién de 2 (Tabla 1). Las acridinonas 6 y 7 son estables en soluciones
metandlicas acuosas HC! a 80°C, indicando la irreversibilidad de las reacciones medidas
para ko y k;o. De otra mancra, presiones positivas significativas se observaron en al abnr las
ampollas después de aproximadamente 50% de reaccion, especialmente con las reacciones
llevadas a cabo en 0.5 M HCI e hidrégeno se identificé claramente en los gases involucrados.

Finalmente, cuando la rcaccion de 5 sc estudi6 bajo las mismas condiciones, solamente 2 se
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obscrvo como producto de reaccidn, 8 sc encontré como trazas, dcspués una significante
proporcion dc 2 ha sido formado (14 dias dc reaccion). Esto podria indicar que al menos un
atomo dc hidrégeno cn cl grupo amino es requerido para que la reaccion de cloracion ocurra.
Teniendo cn cuenta todos las factores anteriores un mecanismo tentativo involucrando un
intermediario para las reacciones de cloracién y anclacion se propone.

Dcbido a que la formacién de especies tales como CI' no cs posible bajo las
condiciones de reaccion presentes, y la presencia del o-amino cs requerido para que la
rcaccion ocurra (benzofenona insustituidas se cncontraron ser estables bajo las condiciones
de rcaccion presente), el mecanismo propucsto deberia incluir una primera etapa que lleve a
la formacion de una carga positiva en C3, susceptible al ataque por Cl-, la unica especice dc
cloracién presente en ¢l medio de reaccion. La formacidon de un intermediario nitrenio, I, por

pérdida dc un hidruro del grupo amino, ecs sugerida como la primera etapa lenta en el

mecanismo (ccuacion 2).

X . '
AN~g W, A N-r
+ W =—= ) -
cl co cl o« ¢o
Ph Ph Ph y
I
R=CH,, H

3.9 Propuesta de un intermediario “nitrenio”
Los ionecs Nitrenio son intermediarios reactivos que conticnen un divalente atomo de
nitrégeno cargado positivamente'' y estos son propuestos en reacciones de aminas aromaticas

activadas.'? Hay avances significativos cn la caracterizacion de los tiempos de vida de aril

14,15

nitrenios en soluciones acuosas,l‘ su reactividad y sclectivadad hacia nucledfilos, el

efecto de par idnico, '*!7

y cl mecanismo de¢ sus reaccioncs con DNA y nucledfilos
relacionados.'® Investigaciones experimentales demostraron que la sustitucion aril estabiliza

. . celia 2400
el estado smguletc,z‘1 el cual sc comporta como una especic clectrofilica.**'? Las

(2
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benzofenonas son facilmente excitadas y la formacion de intermediario I en el presente caso
podria ser favorecida por la irradiacion UV, como ha sido observado

Adicién nucleofilica rapida cn la posicion orto del intermediario I produciria el
intermediario II el cual por estabilizacion transfiere un protén dando los productos de
cloracién 3 o 4. Un ion fenil nitrenio (PhMeN") intermediario ha sido recientemente probado
ser formado en las reacciones de N-(mctilfenil)amino-2,4,6-trimetilpiridinium tetrafluoborato
(MPAP), y la adicién de un nicleofilo Cl ™ al intermediario ion nitrenio propuesto ocurre
tanto en la posicién orfo y para del anillo.”> En el presente caso la posicidn para esta

ocupada y la adicién ocurre exclusivamente en la posicidon orto, dando el intermediario II

(ecuacion 3).
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Los autores®® también encontraron la N-metilanilina y anilina como productos colaterales, la
formacion de anilina es explicada por un corrimiento 1,2 —hidruro del grupo N-metil orto al
nitrégeno seguido por hidrélisis del ion iminium resultante.* Los hallazgos de la N-
metilamino y amino benzofenonas sustituidas en el presente caso, podrian explicarse por
mecanismos similares de reacciones del ion nitrenium, (ec. 4) adicionados a su formacién
mas simple por la metilacion y demetilaciéon previamente mostradas en la ec. 1. El hecho que
la demetilacién decrece en la presencia de 2 bajo condiciones que se muestran la formacién

de 4, esta de acuerdo con una ruta paralela

3.10 Evidencias experimentales
El intermediario II puede también desplazar el hidrégeno orto del grupo carbonil en

los anillos insaturados dando los productos de ciclacién, acridinonas 6 o 7. (ec. 5 ).
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Esto cs consistente con cl hecho que el dtomo de cloro es requerido para que la reaccién
ocurra. Un mecanismo similar ineluye un intermcdiario nitrenio es propucsto para la

formacidn de 7 a partir de 4 como se muestra en la ecuacién 0.

R
| H c
Mg | -+ N
J — ()
Cl /\Fo Cl ¢
" Ph O
c R c R c R
NH N +
isEi e deIENeoel
Cl o Cl c~ cl

La formacion de arilnitrenios y sus rcacciones inter e intra moleculares podrian
generar hidrogeno, cl gas determinado después de algun tiempo de reaccion. El grupo metilo
en el amino podria favorecer la formacién del ion arilnitrenium como es observado, y el
hecho que las acridininas no son formadas de aminobenzofenonas monocloradas, y que al
menos un hidrogeno es requerido para que las reacciones de cloracién y anclacidon ocurran
dan soporte adicional al intermediario ion arilnitrenium propuesto. Formacion de amino- y
metilaminobenzofenonas observadas en el presente estudio son también consistentes con las

reacciones usuales de cstas espccies. (cc. 4).
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Tabla 9. Reaccion de 2-(N-Metilamino)-5-clorobenzofenona, 2, con
HC1 0.5 M en metanol-H,O0 (84:16), a 80°C."

tiempo 10°M
dias 2] [4] (1 15] 3]
_Reaccion bajo condiciones normales
0 3.26 - - -
1.2° 2.49 0.43 0.27 0.08
1.9 1.95 0.60 0.60 0.11 -
40°¢ 1.19 1.30 0.62 0.06 0.09
6.9 0.41 1.60 0.79 0.12 0.33
Reaccion en presencia de Hidroguinona®
0 3.4 - - -
1.0 34 0.03
3.8 3.2 0.18
6.8 3.1 - - 0.34
Reaccion bajo presion positiva de Nitrogeno
0 29 - - - -
1.0 2.8 0.02 0.03
3.8 2.6 0.10 0.17
6.8 25 - - 0.22 0.12

?[2]o=3.26 x 10 M. ® De estc tiempo en adelante acridinona 6 se detccté por TLC. ° De este
tiempo en adelante acridinona 7se detecté por TLC. [Hidroquinona] =3x 10 > M.

La reaccién de 2 sc llevo a cabo también bajo condiciones especiales buscando una
cvidencia adicional para el mecanismo propuesto. Es bien conocido que la formacién de
nitrenium puede ser promovida fotoquimicamente. La observacion de los productos de
cloracién y anelacién después de un corto tiempo atn a bajas temperaturas (tabla 10), y la
comparacién con los resultados encontrados para reacciones en la oscuridad son consistentes
con el intermediario nitrenio propuesto. De otra manera, m-dinitrobenceno no reacciona pero
la p-hidroquinona (un agente reductor bien conocido) inhibe fuertemente la oxidaciéon de
nitrenium, la cual es la etapa lenta del mecanismo propuesto. Un decrecimiento en las

velocidades también se observo bajo atmosfera de nitrogeno positiva.
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Tabla 10. Reaccion de 2 N-metilamino-5-clorobenzofenona, 2,

con 0.5 M HCI en metanol-H,O0 (1:1) a 45°C.*

Ticmpo, 10° M
dias (2] (4] (1]
Bajo irradiacion UV
0.9 3.12 0.16 0.09
1.1 2.95 0.23 0.16
4° 1.60 1.80 0.26

En la oscuridad

1.1 3.31 0.01 0.01
4° 3.23 0.06 0.04
7.1 2.83 0.35 0.16
7.8 2.82 0.36 0.16

T2]=333 x 10° M. "[6Jea= 12X 10° M, [TJas=0.5x 10~ M.
“[6]4a = 0.7 x 10™* M, 7 no se detecto.

Reacciones inesperadas se¢ cncontraron con csas aminobenzofenonas, que se
estudiaron bajo varias condiciones dc rcaccion y desde diferentes aspectos con el objetivo de
contribuir a la elucidacion del mecanismo complejo de reaccion. El esquema de la reaccion
general descrito en las ccuaciones 1-6 da cuenta de todos los resultados observados, es

consistente con las velocidades relativas determinadas y con las evidencias adicionales.
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2 Inotsume, N.; Nakano, M. J. Pharm. Sci. 1980, 69, 1331

3 Maulding, H. V. ;Nazarcno J. P.; Pcarson, J. E. J. Pharm. Sci. 1975, 64, 277
* Bronxton, J. T.; Wright, S.J. J. Org. Chem.1986, 51, 2965

5 Nudelman, N.S.:Waisbaum, R. G. J. Pharm.Sci. 1995, 84, 208.
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Edition, 1981, p. 285.

’Kinkaid, D.; Cheney, W. Numerical Analysis Mathematics of Scientific Computing.
Brooks/Cole Publishing Company, 1991 E.UA. Addison- Wesley, Iberoamericana, S. A.
1994. Wilmington, Delaware, U. S. A.

® Acosta, K.; Cessac, J. W.; Narasimha, R. and Kim, H. K. J. Chem. Soc., Chem. Commun.
1994 1985.

10 Acosta, K.; Cessac, J. W.; Narasimha, R. and Kim, H. K. J. Chem. Soc., Chem. Commun.
1994 198S.

'' Srivastava, S.; Falvey, D.E. J Am. Chem. Soc. 1995, 117, 10186.

12 a) Kadlubar, F. F. In DNA Adducts Identification and Significance: Hemminki, K.,
Dipple, A., Shuker, D. E. G., Kadlubar, F. F., Segerbick, D., Bartsch, H., Eds.; University
Press: Oxford, U. K., 1994; pp 199.

13 a) Novak, M.; Kennedy, S. A. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 574. b) Davidse, P. A;
Kahley, M. J.; McClelland, R. A.; Novak, M. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 4513; c)
Novak, M.; Kahley, M. J.; Eiger, E.; Helmick, J. S.; Peters, , H. E. J. Am. Chem. Soc.
1993, /75, 9453. d) Fishbein, J. C.; McClelland, R. A.  J. Am. Chem. Soc. 1987, 109,
2824-2835.

' Robbins, R.J; Yang, L. L.-N.; Anderson, G. B.; Falvey, D. E. J. Am. Chem. Soc. 1995,
117, 6544.

13 a) Novak, M.; Kahley, M. J. Lin, J.; Kennedy, s. A.; Swanegan, L. J. Am. Chem. Soc.
1994, 116, 11626. b) Andcrson, G. B.; Falvey, D.E.; J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 9870.
16 a) Fishbein, J. C.; McClelland, R. A. J. Chem. Soc., Perkin Trans.2 1995, 663. b)
Fishbein, J. C.; McClelland, R. A. J. Chem. Soc., Perkin Trans.2 1995, 653.

' Panda, M.; Novak, M.; Magonski, J. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 4524.

'® a) Cardcnelli, L.; Carloni, P.; Damiani, E.; Greci, L.; Stipa, P.; Rizzoli, C;
Sgarabotto, P.J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1994, 1589.b) Hclmick, J. S.; Martin, K.
A.; Heinrich, J. L.; Novak, M. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 3459. c) Novak, M,;
Martin, K. A.; Heinrich, J. L. J. Org. Chem. 1989, 54, 5430. d) Famulok, M.; Bosold, F.;



Capitulo 3 71

Boche, G. Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1989, 28, 337. e) Famulok, M.; Boche, G.
Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1989, 28, 4068.

' a) Moran, R. J.; Falvey, D. E. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 8965. b) Anderson, G.B.;
Yang, L. L.-N; Falvey, D.E. J Am. Chem. Soc. 1993, 115, 7254.

33 Chiapperino, D.; Falvey, D. E. J. Phys. Org. Chem. 1997, 10, 917.



CAPITULO 4

FOTOESTABILIDAD DE
MEDICAMENTOS.



Fotoestabilidad de Medicamentos 74

4.1 Importancia de los estudios de fotoestabilidad

Los estudios de la degradacion de drogas bajo la accién de la luz UV vy visible son
importantes debido a que la fotodescomposicion de un medicamento no solamente lleva a la
pérdida en la potencia de la droga sino también puede resultar que los productos de
degradacion formados sean toxicos y pueden aparecer en la formulacién, como resultado de
una exposicion inapropiada a la luz de la droga (materia prima) o del producto final,' tal es el
caso de los diuréticos hidroclorotiazida y clorotiazida’ y los antihipertensivos nifedipina y
derivados’ que se descomponen rapidamente.

Otro aspecto por lo cual son importantes los estudios de fotodegradacion de drogas es
el hecho que la exposicion a la luz solar de un paciente a quien se le administré una droga
fotosensible puede causar efectos adversos inducidos por la luz debido a la interaccién de la
droga, productos de degradacién o metabolitos con sustancias endégenas.*® Entre los casos

mas estudiados son los que presenta la furosemida,’® promazine y clorpromazine. ’

4.2 Objetivos y utilidades de estos estudios
El conocimiento de la fotoestabilidad de drogas es importante en orden a evaluar:
El periodo de vida util
Manipulacién, cmpaquc y rétulo.
Caracterizacion de Productos de Fotodegradacion
Efectos adversos
Aspectos terapéuticos y nuevos sistema de comercializacion de droga

Condiciones de Almacenamiento y Expendio de medicamento

4.3 Antecedentes

Mucho se ha estudiado sobre la degradacién de drogas promovida por la temperatura,
humecdad y factores intcrnos como ¢l pH, de mancra que ha sido posible estandarizar las
condiciones para que estos estudios se lleven a cabo y que los resultados obtenidos sean
confiables.

Sin embargo la degradacion de medicamentos debido a procesos de

fotodescomposicidn atn no ha sido suficientemente documentada en comparacion a los otros
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factores citados y en cl sentido de quc los farmacéuticos recientemente han comenzado a
lograr cstandarizar las mectodologias adecuadas a scguir en estos estudios.

A finales de la década del 80 y a principios de la década del 90 aparecieron
publicaciones de estudios colaborativos cntre difcrentes laboratorios donde se compararon
resultados de estos estudios con miras a estandarizar el diseilo de los ensayos de
fotocstabilidad de drogas.**'™""-"?

Estos resultados sc discuticron cn 1989 cn la International Confercnce on
Harmotization ICH, que emitié una primera guia publicada por la TPMA (Tokio
Pharmaccutical Manufacturers Association). Después se emitio la "Tripartite Guideline for
the Photostability Testing of New Drug Sustances and Products,”"” que fue adoptada por la
CPMP ( Committee for Propiertary Mcdicinal Products) en diciembre de 1996 y comenzé a
ser vigente en enero de 1998 en la Comunidad Europea.

Finalmente, en Junio dc 1998 csta guia fue incluida dentro del dltimo documento
emitido por la FDA para la rcgulacion de los cnsayos de estabilidad “Draft Guidance:

»id

Stability Testing of Drug Substances and Drug Product. Un capitulo general de
fotoestabilidad sera incorporado dentro de la United States Pharmacopeia (USP)."

La no estandarizacion dec las condiciones en que sc degradaban las drogas en los
laboratorios farmacéuticos no pecrmitia comparar los resultados obtenidos en diferentes
laboratorios ya que existian variaciones cn cl diseiio del experimento en cuanto a la seleccion
de la fucnte de luz, distancia entre la lampara y la muestra, duracion de la irradiacion, envase
donde sc irradia la mucstra, temperatura que alcanza el equipo de radiacion, etc.'

Se hacia urgente la cstandarizacion principalmente en cuanto a las fuentes de radiacion
a utilizar. Inicialmente se pensé en la irradiacion con luz UV, sin embargo el uso de luz mas
energética no es muy bueno para tales intentos de aceleracion, porque puede llevar a
reaccioncs que nunca se llcvarian a cabo bajo la luz a la que estin expuestos los
medicamentos, (la cual es mas pobre en luz UV).

Lo que se sugicre es seleccionar una lampara que presente un espectro semejante a la
radiacion a que cstardn sometidas las drogas en el mercado farmacéutico e incrementar la
intensidad total de radiacion.'” No obstante, aqui se¢ encuentra una dificultad ya que es dificil
determinar las caracteristicas espectrales de la iluminacidén a que cstan sometidas los

medicamentos, considerando que sc trata de un irradiacion solar indirccta combinada con
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irradiacion artificial a la que estan cxpuestas las drogas durante el tiempo de almacenamiento

en la farmacia y/o durantc la fabricacién,'®

aiiadido el hecho que de hay variadas zonas
climaticas con variacion de los dias de radiacion solar intensa por afio.

La ICH presenta dos opciones para el tipo de lamparas a usar, mostrandose flexible en
cuanto al uso de otros tipos de lamparas si estan convenientemente justificadas, las lamparas
recomendadas son:

Opcion 1. Lamparas disefiadas para producir un rendimiento de salida similar al
estandar de emision de ID65/D6S como lamparas fluorescentes de luz diumna artificial que
combinen salidas visible y UV, lamparas de Xenon o lamparas de Haluro de metal. DG5S es el
estandar intemacionalmente reconocido para luz diurna al aire libre, y ID6S5 es el estindar
equivalente para luz diumna indirecta interior.

Opcion 2. Irradiacion simultanca por una lampara fluorescente blanca y a una lampara

fluorescente de UV cercano que concuerde con los criterios especificados.'" '

4.4 Reglamentacion de los estudios de fotoestabilidad
Muy recientemente han comenzado a disefiarse algunas recomendaciones con respecto a
los estudios de Fotoestabilidad. Las guias de la ICH presentan metodologias diferentes para el
estudio de la fotoestabilidad para la droga pura y para la droga preparada en un producto

farmacéutico.

4.4.1 Estudios de fotoestabilidad para la droga pura
El acercamiento a la determinacién de la fotoestabilidad se lleva a cabo en dos etapas,

a saber:

a. Estudios de estrés forzados:
Esta primera etapa consiste en la degradacion de la droga pura deliberadamente,
irradiando la droga sola y/o en soluciones o suspensiones.”
Estos estudios tienen la finalidad de evaluar la fotosensibilidad general de la molécula activa,
identificar los productos de degradacion y elucidar el mecanismo de fotodescomposicion.
Por otro lado en este etapa se desarrolla y valida el método analitico para monitorear el

proceso de fotodegradacion en los productos farmacéuticos que contiecnen la droga.
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En cstos cstudios dc degradacion forzada puede usarsc una varicdad de condiciones
de cxposicion dependiendo de la fotosensiblilidad de 1a droga y la intensidad de las fuentes de
luz que se usan. Para propositos de desarrollo y validacion es adecuado limitar la exposicion
y terminar los estudios si ocurre una descomposicion extensa.

Para mateniales fotoestablcs los estudios pucden terminarse luego de haber usado un
nivel de exposicidon adecuado, se deja a la discrecion del interesado el disefio de esos
experimentos, si bicn los niveles de cxposicion deberian justificarse. Bajo condiciones
forzadas sc pucden observar productos de descomposicion que dificilimente se formarian bajo
las condiciones empleadas en los cstudios de confirmacién esta informacion puede ser ttil
para evaluar los distintos métodos analiticos. Si en la practica se ha demostrado que ellos no

sc forman cn los estudios de confimacion cstos productos de degradaciéon no nccesitan

examinarse mas.

b. Estudios confirmatorios
Se llevan a cabo para establccer caracteristicas de fotocstabilidad en condiciones
estandarizadas. Tiencn como proposito identificar medidas de precaucidon necesarias en la
formulacion y manufactura, como también tiencn el objetivo de obtener informacién util para
la cleccion del empaque apropiado para el producto.”
Para esta ultima ctapa la guia sugicre la iluminacion de las muestras a una luz
proveniente de una iluminacion general de no menos 1.2 millones de lux hora y una cnergia

integral de UV cercana de no menos que 200 Wh/m®.

4.4.2 Estudios de fotoestabilidad para cl producto farmacéutico

Las guias recomiendan que cl estudio sca conducido de una manera secucncial
comenzando con la exposicion decl producto en cl empaque inmcdiato y después en el
cmpagque de venta. Los cnsayos deberian continuar hasta que los resultados demuestren que el
producto farmacéutico esta adecuadamente protegido de la luz, la guia describe el desarrollo

de estos estudios en un Diagrama de flujo de decisioncs.”
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4.5 Fotoestabilidad de benzodiazepinas

Las benzodiazepinas pueden ser fotolabiles, pero la ruta de degradacion seguida
depende de la estructura de cada derivado y de las condiciones. Una de las primeras
benzodiazepinas estudiadas fue el diazepam, 1, Este estudio es muy preliminar y no se han
tomado recaudos para evitar las posibles reacciones “oscuras”. Segun los autores, por accion
de la luz el diazepam, 1, sufre ruptura del anillo heterociclo, siendo los principales productos
de reacciéon la benzofenona, 2, por irradiacion a 320 nm en MeOH-H,0O, y la
hidroquinazolina, 3, por irradiaciéon a 254 nm cn MeOH. El compuesto después sufre

isomcrizacién a 4, también como decloracién y oxidacién a 5 y 6.° (esquema 4.1)

Ph
hv, (320 nm) Otj[ coPh G@E]‘\ N
MeOH/H0 NHMe N)

Ve

pH=74 2
Ph 4
a =N Ph
/2 hv, (254 nm) R Sy
N \Y
e ° MeOHIHzO ) /K
o MeOH N™ 0
1
3 5R=H, 6 R=CI
Esquema 4.1

Sin embargo recientemente hemos demostrado en nuestro laboratorio, con abundante
evidencia que la ruptura del anillo y la decloracion ocurre también en reacciones “‘oscuras”
23,2425

Un estudio fotoquimico mas reciente ha sido realizado con midazolam, 7. Se demostré
que midazolam, 7, (anestésico) en solucion sufre reordenamiento del anillo a una quinazolina,
8, (principal ruta con radiacion solar), también como oxidacion del grupo S-fluorfenil para dar

9, y luego 10 (principal ruta con luz artificial) (esquema 4.2).2%?
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cl '

Esquema 4.2

La insercién de un sustituyentc nitro cn el nicleo benzodiazepinico, como en el
nitrazepam, 11 (anticonvulsivante), cambia la fotoquimica; ésta es ahora dominada por la
rcaccion en cse grupo. Un antiguo cstudio fotoquimico con nitrazepam describe que el
nitrazepan cs fotoreducido cn la presencia de hidrégeno transferible (irradiacion de solventes
organicos bajo nitrogeno) a una mezcia de derivado amino 13, azo 12 y azoxy 14 dimeros. El
compuesto azoxy dimero 14 sufre scparadamente, reduccion a 12. La hidrdlisis de
nitrazcpam da la 2-amino-5-nitrobenzofenona 15 la cual sufrc una serie similar de
fotorcducciones.”™ (esquema 4.3) Dec todos modos cstos estudios son muy precarios y sus
resultados deben considcrarse como muy preliminares, Como el nitrazepan ya no se

comercializa en gran mayoria de paises no sc ha justificado cstudios ulteriores.
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Esquema 4.3

Un poco mas reciente son los estudios fotoquimicos con flumnitrazepam. El hipnético
flurnitrazepam, 16, sufre una reduccion en multiples etapas llevando finalmente al derivado
7-amino bajo condiciones anaerdbicas,”’”° mientras que es N-demetilado para dar 17 en la

presencia de oxigeno.”* (esquema 4.4)

N =N 16 Ar= 2-F-CeH4.R=Me Flurnilrazepam

17 Ar= 2-F-C6H4, R=H
N /2

Esquema 4.4
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Cuando esta presentc una funcion N-oxido, como en cl clordiazepdxido, 18, (scdante),
éstc cs cl grupo activo fotoquimicamente, lo mismo ocurre con sus dos mectabolitos,

demetilclordiazepdxido 19 y demoxepam 20.(csquema 4.5)

NHMe
N

PR W e W
cl =N metabohsmo cl
o (o}

Ph

18 19 20

Esquema 4.5

Como es usual con nitronas pucden tener lugar reordenamientos a la oxaziridina 21.
La oxaziridina tiene una baja absorcion a 350 nm y es lentamente degradada a sus productos
secundarios. Estudios antiguos con soluciones de clordiazepéxido en metanol y metanol/agua
irradiadas a 254 y 350 nm por 50 min parecen dar principalmente los compuestos 22 y 23 a
través dc contraccién y cxpansiéon dc anillos respectivamente. (esquema 4.6)."' En la
presencia de un agente reductor tal como glutation (GSH) el principal proceso c¢s la N-
deoxigenacion para dar 24, ocurriendo en parte a partir de la oxazindina y en parte
directamente del cstado cxcitado del N-éxido.” La Irradiacién en el estado sélido lleva otra
vez a la quinazolina 22, pero se obticnc también una imida 25 y una diazepinona 26,
independientemente de si cs irradiada la basc libre o ¢l clorhidrato.”

El clordiazepdxido parece ser fototdxico, razén que ha motivado el estudio de la

fotocstabilidad dc estc compuesto cn medios bioldgicos.”
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Ph

= COPh
N

24 NHMe a N
GSH
GSH Z

NHMe
Ph o / 2
.7 Ph. 0
(0]
N hv a \N
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N= Solucién
18 NHMe N= \
21 NHMe °
hv |Sdlido a Sy
Ph 0 _Ph N’2 N
' Sy NHWe a N 23 )
/\( + 22
0 N=
2% NHMe
26
Esquema 4.6

De otra manera en algunos estudios se reporta fotosensibilidad inducida por varias
benzodiazepinas y un caso con alprazolam.”

Como se citd anteriormente una de la benzodiazepinas que presenta fototoxicidad
elevada es el clordiazepoxido, 18 algunos estudios preliminares han sido conducidos con el
objetivo de correlacionar la fototoxicidad con la fotoquimica. Se observo que la toxicidad se
debe a los productos formados durante y después de la radiacidn, principalmente la 6-cloro-4-

amino-fenilquinazolina-2-carboxaldehido, 22.%¢

Respecto al alprazolam no se han publicado estudios sobre su fotoquimica, como
tampoco de ninguna otra triazolobenzodiazepina. Sin embargo, desde el punto de vista

clinico, recientemente, han aparecido tres publicaciones’’”®”® donde se reporta
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fotosensibilidad inducida por este medicamento en pacientcs a quiencs se les administrd
alprazolam (terapias de 0.25 mg dia durante 2 afios y c¢n otro caso de 0.4 mg /3veces dia
durante 1 mes). La fotosensibilidad se manifestd con prurito eritomatoso. Estos casos hacen

aun mas interesante cl estudio de la fotocstabilidad de alprazolam.
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CARACTERIZACION.
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5.1 Aislamiento de Productos formados en medio acuoso

En primer lugar se desarrollaron estudios de fotodegradacién de estrés de alprazolam
a diversos pH a fin de detcrminar las condiciones Optimas para disefiar los estudios
posteriores. En estos experimentos preliminares se observd que la velocidad de
descomposicion del alprazolam es mayor a pH écido; por este motivo se realizdé la
fotodegradacién usando una solucién de alprazolam 3.2 x10°M en buffer fosfato-citrico
[6.4x10*M], pH 2.0 con 13% de metanol para facilitar la disolucién. La solucién se irradi6
10 dias con la lampara descrita arriba. La solucion tomé un color amarillo al cabo de 4 dias
de irradiacidn.

Para separar los productos provenientes de degradacién de alprazolam la solucién se
alcaliniz6 a pH 8.0 con NaOH, se enfrid, y asi se formd un precipitado amarillo que fue
rcmovido mediante filtracion. ( Sélido 1).

El sobrenadante se extrajo con diclorometano, ( Extracto 1), lavandose repetidas
veces con agua para eliminar sales provenientes del buffer. En primer lugar, se estudiaron los

compuestos prescntes en este extracto.

5.1.1 Resolucion del Extracto 1

Con el objeto de separar los productos formados se ensayaron diferentes sistemas de
cromatografia de capa fina, estos resultados muestran que el extracto es una mezcla compleja
de compucstos que resultaba imposible de resolver. Diversos intentos de aplicacion de
cromatografia en columna, para separar los multiples productos de degradacién resultaron
infructuosos, probablemente debido a la similitud de las estructuras entre si, y, posiblemente,
a la labilidad de algunas de ellas en las condiciones de manipulacion. Entonces la mezcla se
resolvié mediante la aplicacion de sucesivas placas de cromatografia en capa preparativa, de
esta manera se lograron separar tres productos de degradacion.

La primera resolucién se realizo usando placas de silica gel (Merck TLC Silica 60
F1s4) preparativas y como eluente EtOAc:MeOH:TEA, 70:30:0.4. Se revelaron con luz UV
254 y 366 nm cuatro manchas las cuales fueron removidas de la placa y extraidas con
metanol. La suspensién se filtrd y lucgo evaporé a sequedad. El residuo obtenido se
redisolvié en cloroformo, nuevamente se filtré y evapor6é. Las fracciones obtenidas se
continuaron purificando por TLC y HPLC como se indica abajo para obtener los siguientes

productos de degradacion:
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Compuesto 1:

Las mejores condiciones para el aislamiento del compuesto 1 fueron las siguientes.
Este compuesto se purifico trabajando con cromatografia preparativa con silica gel (Merck
TLC Silica 60 F,ss), ¢ isopropanol 100% como solvente (R aiprazolam 0 0.20 y Ry compuesto |
0.27). En seguida se aplico cromatografia preparativa usando celulosa y como eluente NaOH
0.2N (R ratprazotlam  0.35 ¥ Ry compuesto 1 0 0.49). En ambos casos se visualizaron los compuestos
con lampara UV 254nm.

Las fracciones obtenidas sc terminaron de purificar por HPLC, columna C-8 , fase
movil: agua-acetonitrilo, 60-40, detector UV 220 nm, (tr aiprazolam  14.3 ¥ (R compuesio 1 12.0).
Las fracciones se llevaron a sequedad a presidn reducida, después se redisolvieron en
cloroformo por sonificacion, finalmente se filtraron y se llevaron a sequedad.

Sc realizaron también experiencias dc irradiacion de una solucion de alprazolam en
metanol, en las cuales también se formo cste compucsto. En este caso, la separacion se logro
mediante cromatografia preparativa con silica gel con AcOEt-MeOH-TEA, 50-50-0.5 para
las primeras placas y lucgo con AcOE(-CH,Cl,-TEA 30-70-0.5.

Es importante destacar que cste compucsto también se aislé de comprimidos de
alprazolam sometidas a degradacion usando la limpara descrita, y se separé como se indica
arriba.

Compuesto 2:

Este compuesto sc purificd desarrollando placas de silica gel (Merck TLC Silica 60
Fs4) cn cloroformo-metanol, 100-5, (Rt apprazotam 0.56 Y Rt compuesto 2 0.52). Las manchas se
visualizaron con luz UV, 254 nm, y sc extrajeron de la silica con metanol. El residuo asi
obtenido sc redisolvio en cloroformo y sc somectid a una segunda separacién por
cromatografia preparativa, csta vez usando celulosa (Aldrich) y NaOH 0.2N (100%), como
solvente. (Rr compuesto 2 0.05). Las manchas se removieron con metanol, sc secd y después de
redisolvicron con cloroformo, se filtrd para remover restos de celulosa y sc llevé a sequedad.

El residuo se redisolvié en una mezcla de buffer acetato 0.025M (pH 4.5): acetonitrilo
(40:60 v/v) y se procedio a una ultima purificaciéon con HPLC usando el método de gradiente
con las mezclas: A: buffer acetato 0.025M -acctonitrilo 80-20 y B: buffer acetato 0.025M -
acetonitrilo 20-80.Aplicando el siguiente gradientc: 5 min B (50%), 7 min B (100%).(t,

alprazolam 10.7 MIN Y t compuesto 2 8.1 min)
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Compuesto 3:

Este compuesto se purificé aplicando los siguientes sistemas de cromatografia de capa
preparativa: silica gel (Merck TLC Silica 60 F,s4) con acetato de etilo-cloruro de metileno-
trietilamina 70:30:0.4 (Rt atprazotam 0.05 Y Rt guinotina 0.15). Como revelador se usé luz UV 254
nm y 366nm. Finalmente se extrajo de la silica con metanol como se indica arriba.

Para confirmar la estructura propuesta de acuerdo a las caracteristicas

espectroscopicas del producto separado se procedio a sintetizarlo.

Sintesis de triazoloaminoquinolina

Se disolvié 186 mg de Alprazolam en 2 mL de McOH, luego se agregé 4 mL de HCI
0.33 N, para generar la benzofenona respectiva. Inmediatamente después que el pH de esta
solucion se ajustara rapidamente a pH 9.0 con el agregado de KOH 2.0 N, se adicion 2.0 mL
de anhidrido acético disuelto en 4 mL de THF con constante agitaciéon. Después de 3 horas a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se llevo a sequedad a presiéon reducida.

El residuo se disolvié en metanol y luego se agregd 10 mL de KOH 2N y la solucion
se calentd a 90 °C durante 6 horas. Después de que la solucidn se enfrio se procedié a
extraerla con 5 mL de benceno y después se secé a presion reducida..

La purificacién se hizo mediante cromatografia de capa fina usando placas de silica
gel y como solvente metanol-isopropanol-cloroformo 5-15-80, (R quinotina 0.77 ¥ R alprazolam

0.62, Rt benzofenona 0.49). Se obtuvo un porcentaje de 83%

5.1.2 Resolucion del Sdlido 1

Después de 10 dias de irradiacién de una solucién de alprazolam en buffer citrato pH
2.0, se observd un precipitado amarillo en la solucién irradiada. Este precipitado se separd
por filtracion, lavd y secd; el solido asi obtenido solamente fue posible solubilizarlo en
metanol. En los primeros analisis que se hicieron por TLC usando silica gel, no se encontré
un eluente apropiado; con metanol se logré eluirlo pero de manera muy difusa, la adicién de
acidos o bases no mejoro la separacion.

Después de muchas manipulaciones se observé que un sdlido amarillo también
precipita al alcalinizar la solucion. Este soélido es soluble en solventes menos polares,
haciendo mas facil separarlo de las sales del buffer mediante la solubilizacion del sélido en
acetato dc etilo, seguido de varios lavados y extraccion, después se secé con sulfato de

magnesio y se cvaporo.
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Los cnsayos por TLC mostraron que sc trata de una mezcla de compuestos dec
diferentcs polaridades, por lo tanto sc¢ cmprendié a hacer la primera scparacion en una
columna que permitiera separar los compuestos mas polares de los menos polarcs.

Esta se hizo usando silica gel y como solventes:

AcOEt-McOH, 7-3 para recoger la fraccién 1

McOH-TEA, 50-0.1 para rccoger la fraccion 2

El analisis de la fraccion 1 mediante TLC y cstandares revela que ésta cs una mezcla
dc los productos scparados cn cl extractol.

La fraccién 2, no fuc posible analizarla con TLC usando silica gcl como soporte, ya
que no sc cncontrd una fase mévil adccuada, nucvamente se obtuvo una mancha difusa que
solamente cluye al frente del solvente con metanol y TEA.

Por este motivo sc buscaron otros soportes para la scparacion, s¢ ensayd primero en
fase reversa. Usando metanol y acido formico se separa la mezcla en varias manchas difusas,
las cuales se procedieron a separar mediante columna, usando como solventes:

MeOH -buffer férmico pH 2.8, 50-50 y 70-30 para eluir manchas no definidas

McOH-icido férmico 50%, 10-0.8 para eluir la mancha mas definida. Compuesto 4.

Por otra parte, el analisis por TLC usando alumina como soporte indicé que cn esta
fase cl sélido obtenido se separa cn tres manchas. Se realizé una columna usando mezclas
progresivas de acetato de ctilo-mctanol-TEA, 50-5-0.5, 50-10-0.5 para separar ¢l compuesto

5 y 30-70-0.5 para separar el compuesto 6y compuesto 4.

5.2 Caracterizacion de productos de degradacion.

5.2.1 5-Cloro-[5" " -metil-4H-1,2,4-triazol-4-il]benzofenona

Uno de los productos que se¢ forma mayoritariamente en las solucioncs y tablctas irradiadas
artificial y naturalmente es la 5-Cloro-[5 "-metil-4H-1,2,4-triazol-4-1l)benzofenona.

Y\

T

X

Compucsto |
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Este compuesto presenta un ion molccular intenso m/z 297, acompaiiado por el satélite
propio del cloro, ademas el espcctro de masa por impacto electrénico presenta el ion
caracteristico benzoilo m/z 105 que indica que este producto de degradacién proviene de la
hidrélisis del enlace imino del anillo diazepinico que da lugar a una benzofenona, el carbono
carbonilico ademas se confirma con la sefial a 192.59 ppm en el espectro de BC-RMN.

En el espectro de masa se observa que una de las principales fragmentaciones se debe a la
pérdida de 29 uma, que corresponde a la eliminacion de HNN la cual es caracteristica de los
1,2,4 triazoles, para formar el ion m/z 268. También se observa cl ion m/z 192 [M+-105]
complementario del ion m/z 105; el ion m/z 77 (pico base) y su complementario m/z
220[M+-77], como también otros iones de intensidad menor que se forman por la pérdida
sucesiva de HCN y CN.

El espectro 'H-RMN (figura 5.1)muestra tres tipos de sefiales: un singulete a campos bajos
que integra a 3 H correspondiendo a un metilo, diferentes sefiales en la zona aromatica y un
singulete a campos bajos que integra a un H.

La primera seifial indica que el metilo del anillo triazélico se encuentra presente en este

compuesto de degradacion.



Capitulo 5 93

H3

H3  H5

H3

- A ~ N~

am 7% W I8 1% 15 10 18 1@ 755 10 745 e 735 10 1%

Figura 5.1 Espectro de 'H-RMN de triazolbenzofenona

Un analisis detallado en la zona aromatica indica que las seiiales aromaticas conforman dos
sistemas: un sistema AMX para el anillo trisustituido y un sistema AA'BCC’, no obstante no
cs posible scguir un analisis de primer orden para las primeras debido a la superposicion de
las seiiales con el otro anillo

El H-3 se identifica claramente por cl tinico acoplamiento orto que presenta, se trata
del doblcte a 7.29 ppm con J 8.41 Hz.
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El valor de este J permite identificar la sefial correspondicente al H-4, el cual esta
desprotegido al encontrarse en posicion orto respecto al cloro, por lo tanto el doble doblete

J 8.41 y 2.31 Hz corresponde al H-4, el segundo doblete de esta seiial esta superpuesto
con la siguiente sefial, el segundo acoplamiento equivale al acoplamiento meta con el H-6.

Nuevamente el acoplamiento meta permite identificar la sefial del tercer H ( H-6) del
anillo trisustituido, el doblete a 7.61 ppm presenta el acoplamiento meta 2.31 buscado.

Las sciiales restantes corresponden a los hidrogenos del anillo monosustituido, asi el
triplete a 7.43 ppm se dcben a la resonancia de los dos H cquivalentes quimicos que
presentan dos acoplamientos orto 7.94 y 7.78 Hz, por lo tanto este triplete corresponde a los
H 3’y HS".

Las sefiales que faltan por asignar son undd a 7.64 ppmcon J 8.5y 1.3 Hzy undt a
7.60 ppm con J 7.51, lamentablemente no es posible integrarlas independientemente debido a
la superposicion de sefiales. Los H que faltan por asignar son los H- 2° y H-6" que son
equivalentes quimicos y el H 4°, la sefial de los H-2" y H-6" deberia presentar un J orto, meta
y sc esperaria poderse observar el J para, en cambio la sefial del H 4° deberian presentar J
orto y meta. Es decir que el dd se debe al H 4" y el dt se debe alos H 2" y 6" donde el tercer J

es un J para que también puede verse sutilmente en el t correspondiente alos H3' y 5°.

cy Mo
HC=N

I;O 1800 17 180 130 10 130 120 o 100 4 0 7?0 4 Jo w0 30 2 10 4

Figura 5.2 Espectro de '*C-RMN de Triazolbenzofenona
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El espectro de "*C-RMN (Fig5.2) mucstra la seiial debida al metilo sustituyente del
anillo triazdlico a 10.44 ppm, como se¢ menciond antcriormente también se observa la seiial
de carbonilo de la benzofenona. Se observan 10 carbonos aromaticos dondc las sefiales
corrcspondicntes a los C equivalente 2°- 6" y 3" - §° presentan mayor altura. Los espectros
muestran dos scfiales a campos bajos a 143.65 ppm y 151.22 ppm que corresponden a dos
carbonos iminos, por la altura dc la seiial sc puede concluir que el carbono a 143.65 ppm es
un carbono protonado.

Esto confirma el hecho que la sefial observada a campos bajos y que integra a un
hidrogeno se debe al H-3"" del anillo triazdlico.

La estructura de estc compuesto fuc confirmada por otra benzofenona sintetizada en

nuestro laboratorio

5.2.2 8-H Alprazolam: 1-[metil]-6-fenil-4H-s-triazolo[4,3a][1-4]benzodiazepina.
Este compuesto se forma minoritariamente cn la fotodegradacién de soluciones acuosas con

buffer citrato.
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Compuesto 2

El espectro de masa por impacto electronico presenta un ion molecular intenso de 274
uma, sobrcsale la ausencia del ion [M+2]. Con esta masa se puede concluir que este
compuesto sc trata de un producto de fotodegradacion formado por la pérdida del atomo de
cloro.

El espectro de masa, como cra de esperarse, presenta iones comunes con ¢l espectro
del alprazolam y las mismas fragmentaciones que ocurrcn con la molécula de alprazolam.
Siendo los iones mas intensos m/z 245, 204, 103, 89 y 77.

En el espectro de 'H-RMN (figura 5.3) sc observan los dobletes a 4.08 ppm y 5.48

ppm con J=12.9 Hz (acoplamicnto geminal), cstas sefialcs corresponden a los H-4 del
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metileno, su presencia es indicio de la integridad del anillo diazepinico, se observa también
un singulete a 2.66 ppm que integra a tres hidrogenos correspondiente al metilo del anillo
triazodlico.

Las dos sefiales anteriores son idénticas a las presentadas por el alprazolam, estos dos

espectros son diferentes en la zona aromatica.

T iiiil i id il i i i lidid iiiia s da il b i i ad iaaaa s aaa i e e s o a2

(ppm)
H-7, H-8. H-4"
H-2", H-6' H-3°. H-5
H-10
H.9
T2 68 T Z6d | Za0 . 7s6 | 7s2 | 78 744 740 736 = 732

arm

Figura 5.3 Espectro de 'H-RMN de 8-Halprazolam
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Sc observa de mancra clara un dq a campos bajos (7.68 ppm) que intcgra a un
hidrégeno con acoplamicntos 7.45, 6.35, 2.55 Hz; los hidrégenos mas desprotegidos de
acuerdo al efecto del sustituyente son los H-7 y H-9, considerando que el H-7 no presenta dos
acoplamicntos orto segun la estructura propuesta, el dq se debe al H-9, que sc encuentra
desprotegido debido a que se encuentra en posicién para respecto a la imina y meta respecto
a la amina.

El dt a 7.43 ppm presenta un acoplamiento de 7.45 Hz que indica que corresponde al
H-10 o H-8, debido a la multiplicidad que presenta se determind que esta sefial corresponde
al H-10 ya que esta presenta acoplamientos orto, meta y para, mientras que el H-8 presenta
dos J orto y un J meta. Podria pcnsarsc también que el J del dt corresponda al Js.g, sin
embargo al tener en cuenta el corrimiento quimico sc observa que el H-10 esta mas protegido
que el H-7 por efecto de los sustituyentes iminay amina.

Las sefiales que integran a 2H: dta 7.54 ppmconJ 7.15ytta 737 ppmconlJ 7.15y
7.8 Hz se deben a los dos pares de hidrogenos equivalentes quimicos presentes en el anillo
monosustituido, H-2", H-6" y H 3" - H-5" respectivamente.

Siguiendo este analisis en la seiial a 7.46 ppm que muestra una apariencia de un
simple dd se encuentran las resonancias dc los H-8, H-7, y H-4", lo cual esta confirmado con
los resultados de la intcgracion.

En ¢l espectro de C-RMN  no sc observan diferencias apreciables respecto al

espectro del alprazolam.
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Tabla 5.1 Sefiales de *C-RMN de 8-H alprazolam y alprazolam

8-H alprazolam Alprazolam
(ppm) (ppm)
Me 12.36 11.85
C-4 46.36 46.75
123.27 126.90
127.23 129.5
128.28 130.58
129.32 132.07
Ar 130.63 132.20
131.50 132.77
132.16 133.37
133.83 133.47
139.22 134.63
140.05
155.39 152.90
C=N 164.61 156.45
169.27 170.96

5.2.3 Triazoloaminoquinolina
Es el compuesto minoritario que se forma en la fotodegradacion de tabletas, también
se aisld de soluciones buffer pH 2.0. Y es el principal producto de degradacién de alprazolam *

en comprimidos a 80 °C y 80 % de humedad relativa al abrigo de la luz.

Compuesto 3

El primer acercamicnto a la estructura de este compuesto se hizo mediante cl analisis del

espectro de masa de impacto electronico (IE-EM). Este sc caracteriza por presentar un pico
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intenso [M-1] que es justamente ¢l pico basc, y cs tipico para aminas primarias. También se
encuentran los iones [M-1+2], [M] y [M+2], (pattern de cloro) después de realizar la sintesis
independicnte de este producto se detcrmind con precisidn cl peso molecular de este
compuesto (308 uma). Contrario a lo quc se esperara para un producto de degradacion, este
no difiere del peso molecular dcl alprazolam (308 uma); ademas dc esta coincidencia hay
varios iones comunes en ¢l espectro dc masa de estos dos compuestos.

Los picos mas importantes segun intensidad son m/z 307, [M+-1], 102 y 89, los dos ultimos
son comunes con ¢l alprazolam. Los otros iones son fragmentaciones debidas a la pérdida de

acido cianhidrico y CN.

c5 ‘

C-1yC-38 ‘ ca J
c=N
(W L IF l | L.
c-5
C-1,C-3a -
C=N
e e | l i .

1 I I eI I8 % B3 12 I s 1 12 o 18 16 s 112
Grem

Figura 5.4 Espectro de '>*C-RMN de Triazolaminoquinolina
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No obstante el espectro de BC RMN (figura 5.4)da cuenta de varias diferencias estructurales

respecto al alprazolam que ayudaron a establecer su estructura:

L. No se encuentran las sefiales particulares del metileno (C-4) que hace parte del anillo
diazepinico.

II. Resuenan dos carbonos en la zona de los alquenos a 112. 44 ppm y 116.59 ppm.

III.  Decsaparcce un carbono con caracter imino, se obscrva solamente dos carbonos imino

a 147.35 ppm y 145.46 ppm.

De estas observaciones, y de la masa molecular, se puede concluir que este compuesto
es producto de reacciones de reordenamiento de la molécula de alprazolam.

En la figura 5.5 se muestra el espectro de 'H-RMN, se observa en la zona alifatica
solamente dos sefiales un singuletes a 3.15 ppm que integra a 3 H y una seiial ancha a 4.69
ppm que integra a 2 H, (los cuales resultaron ser hidrégenos intercambiables), mientras que el
espectro de '*C-RMN se observa solamente un carbono alifatico (CH), indicando que los dos

hidrégenos a 4.69 ppm forman parte de una amina primaria.
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Figura 5.5 Espectro de 'H-RMN de triazolaminoquinolina

También en el espectro de 'H-RMN sobresale la ausencia de los dos dobletes con
acoplamiento geminal caracteristicos de los hidrégenos en el C-4 del anillo diazepinico del
alprazolam.

Las sefiales en la zona aromdtica estan bien resultas para cada uno de los anillos, sin
cmbargo hay superposicion entre las sefiales de los dos anillos que modifican el valor de los

acoplamientos medidos. Las sefiales del anillo monosustituido se identifican por la



Productos de Fotodegradaciéon de Alprazolam 102

integracion, las dos sciiales que intcgran a dos hidrogenos se atribuyen a los hidrogenos
equivalentes quimicos, por la multiplicidad se deduce que el t a 7.60 ppm se debe a los H-3"-
H5 conJ 7.3y 7.7Hzy el d a 7.36 corresponde a los H-2" y H6" con J 7.4 Hz. En este orden
de ideas, el H-4" debe ser un d con dos acoplamientos orto y meta, por lo tanto la sefial a 7.51
ppm con J 7.7 Hz se debe al H-4

Las tres sciiales restantes presentan la multiplicidad clasica de un anillo trisustituido
AMX: un hidrégeno que resuena como d a 8.07 ppm con J orto (J 8.7 Hz), H-9, un
hidrégeno que resuena como dd a 7.32 ppm con J orto y meta (J 8.7 Hz y 2.35 Hz), H-8, y
finalmente un hidrégeno que resuena como d a 7.22 ppm con J meta (J 2.35 Hz), H-6. El
corrimiento a campos bajos del H-9 se debe a los efectos de anisotropia que reciben los H en
posicion ipso.

De acuerdo a este analisis el compuesto no presenta hidrégenos con caracter alqueno,
es decir los carbonos insaturados estan completamente sustituidos.

Se propusicron varias estructuras de reordenamiento, y finalmente el compuesto se
confirm6 al tener el cspectro de la triazolaminoquinolina que se sintetizd de forma
independiente.

En la quinolina se presenta un gran sistema conjugado que explica el aumento en el
corrimiento quimico del metilo sustituyente en el triazol, como también del corrimiento a
campos altos de los carbonos iminos 1 y 3a. Su estructura es también responsable de la
observacion de fluorescencia

Los productos aislados cn cstas condiciones son completamente diferentes a los

i6 ; o 12,3,4,5,67.89,10
encontrados cn la degradacion de otras benzodiazepinas.

5.2.4 Compuestos 4
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El espectro de masa muestra un ion molecular de 338 uma, con cl pattern de cloro
usual, cste peso molecular indica la adicion de 30 uma al alprazolam; considerando que la
fotodegradacion se realizé en soluciones de alprazolam en buffer con 13 % de metanol para
ayudar a solubilizar la droga, lo que podria adicionarse es entonces: -CH,0-, -CO- + 2H, -
CHOH-, -CHO + H.

En el espcctro dc masa sc obscrvan los iones 77, 89 y 102, que también estan en el
EM del alprazolam; esto cstd indicando que las 30 uma adicionales no se encuentran en
ninguno de los anillos aromaticos en A y en B. La primcra fragmentacion en el EM
corresponde a la pérdida de 29 uma que sumando a otros datos espectroscdpicos sugiere la
separacion de un grupo CHO.

Por otra parte, el espectro de 'H RMN presenta 2 singuletes en la zona donde se ha
observado el metilo del alprazolam, cuatro dobletes que estan acoplados entre si, con J=15.2
para los dos dobletes de 4.00 y 5.49 ppm y J=14.8 para los doblctes de 4.31 y 5.34 ppm. Esta
duplicidad de seiiales sugicre la presencia de dos compuestos en la muestra. De igual forma,
en cl espectro de ?C RMN también se obscrva la duplicidad de sciiales.

Se realizaron nuevamente varias y cuidadosas tentativas de separacion de dichos
compuestos pero resultaron infructuosas. Dado que, posiblemente, se trata de un artefacto
resultante de la presencia de metanol cn la mezcla de reaccién se procedié al andlisis
conjunto de ambos productos.

En la figura 5.6 sc muestra el espectro de 'H RMN, donde se indican con B las
sefiales correspondientes al compuesto B, el resto de las sciiales corresponde a A.

Las sefiales de los metilos conservan la multiplidad y el corrimiento quimico muy
similarcs al alprazolam lo cual quicre decir que los sustituyentes a los que esta unido ¢l grupo

metilo cn estos compuestos serian los mismos que cn cl alprazolam. El corrimicnto quimico
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del compuesto A es exactamente igual al del alprazolam por lo que se le asigna la estructura
triazélica en anillo de S miembros del alprazolam no se modifican.

También se observa en el espectro de '"H RMN (figura 5.6) dos singuletes a 8.3 y 8.5
ppm, integrando a un hidrégeno cada uno, no se puede pensar en que se trate del carbono ipso
u otro de la sefial aromatica por que no presentan multiplicidad, y ademas con los
sustituyentes que se conoce es improbable que un H aromatico tenga este desplazamiento.
Esta sefial es bien explicada por el hidrogeno de una funcién formamida, lo cual explica

también la primera pérdida de 29 uma en el EM.

>
\fN\Ni
KR ¥
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g
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c N\CHO

&3 &0 13 70 6.5 60 3.3 30 3 4.0 35 3o 23 20 13 10

Figura 5.6 Espectro de 'H-RMN de compuestos 4A y 4B

Si bien el cspectro es complejo, de acuerdo a la integracion es posible asignar
tentativamente estructuras a uno y otro compuesto, tomando como base las sciiales de los
hidrégenos diferentes, esto es el H-6 para la estructura A el H-6" para B.

Las seiiales del espectro 'H RMN para 4A: 2.13 (s, metilo); 4.00 y 5.49 ppm (2d, J=
15.2 hz, H-4); 6.39ppm (s, H-6); 8.43 ppm (s, formamida); si bicn es arriesgado intentar una
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diferenciacion precisa de los hidrogenos aromaticos de A y de B, en base a las
multiplicidades e integracidén puede tentativamente asignarse las seilales para : 7.63 ppm (d,
J=8.35 hz, H-10); 7.77 ppm (dd, J= 8.35 y 2.2 Hz, H-9), sin embargo los otros hidrégenos
aromaticos es dificil distinguirlos: 7.14,6.8, 6.68 ppm (m, H-7, H-2'-H4", H-3")

Con respecto al compuesto 4B sc rcalizaron diversas estructuras tratando de
compatibilizar todos los datos de 'H y ’C RMN vy las posibilidades logicas dentro de la
rcactividad posible dcl alprazolam en esas condicioncs.

Dadas las dificultades inherentes al tratarse de una mezcla, la estructura mas
coherente con los datos que siguen es la que se muestra como 4B. Asi el compuesto 4B
presenta las siguientes sefiales: 2.05 ppm, (s, metilo); 4.31 y 5.34 ppm, (2d, J=14.8 hz, H-5");
7.99 ppm (s, H-6"); 8.65 ppm (s, formamida); con las mismas consideraciones dadas para el
compuesto A, pueden asignarse: 7.58 ppm (d, J= 8.4 hz, H-3); 7.74 ppm, (dd, J= 8.4 y 2.45
Hz, H-4), 7.14,6.8, 6.68 ppm (m, H-7, H-2"-H4", H-3")

Enel ’ C RMN aparecen dos seiiales a 8.28 y 8.26 (Me), 38.7 y 35.0 (C-4A-C-5'B),
126-132.4 (aromaticos). Se observan dos sciiales a 162.6 y 162.0 que podrian deberse a los

carbonos imino o al carbdn carboxilico de la amida.

5.2.5 Compuesto 5

Presenta un pico molecular de 310 uma, con el satélite del cloro, indicando que el
alprazolam a sufrido una reduccién en uno de los tres enlaces imino que presenta.
Considerando que el metilo se presenta en el 'H RMN como un singulete a 2.26  ppm, sc
descarta que el enlace imino 1-2, haya sido reducido; de lo contrario ¢l metilo apareceria
como un doblete.

El EM ticne un perfil muy semejante al del alprazolam, con dos diferencias
importantes: la primera es la presencia de un pico base de 233, que corresponde a la pérdida

de 77 uma, y la scgunda es el hecho de quc ¢l espectro de este compucsto presenta numerosas
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pérdidas de 28 uma, no sicndo asi cn cl del alprazolam dondc sc obscrvan varias pérdidas dc
26 y 27 uma. Esta observacién corrobora cl hecho de,que se trata de un compuesto que ha
sufrido reduccion. Un analisis detallado de estas pérdidas sc esperaria que dé informacién de
donde estan las dos unidades de masa adicionales que presenta este compuesto.

La pérdida de 28 uma se encuentra entre los iones 117 - 89, 165 - 137, 179 -151 y 233
- 205, sdlo en las dos ultimas sc puede pensar que se deba a la pérdida de NN, en la dos
anteriores no es posiblc por la masa del ion. Lastimosamente ninguno de estos
fragmentaciones aseguran cual imino se redujo si el del anillo diazepinico o el del anillo
triazol.

El pico base del cspectro cs 233, que corresponde a la pérdida de 77 uma, esta cs una
diferencia notable respecto al espectro del alprazolam, donde esta pérdida es apenas
importante; este hecho constituye una evidencia de que el enlace que ha sido reducido es el
imino que forma parte del anillo diazepinico.

En estas condiciones se podria pensar en una estructura correspondiente al alprazolam
reducido, o una formada por reordenamiento y reduccién. El espectro de '"H RMN (figura
5.7) no presenta el H imino que deberia existir para la segunda posibilidad, pero si presenta
un H a 5.48 ppm que corresponderia a la sefial del H-6 de la primera posibilidad. E1 CH, del
anillo diazepinico aparecc como dos dobletes a 4.01 y 3.93 ppm, con J 14.45 y 12.9; el
hidrégeno de la amina sccundaria sc identificéd a través de experimentos para ver hidrogenos

intercambiables, sicndo la sefial correspondiente a 3.65 ppm.
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Figura 5.7 Espectro de 'H-RMN de compuesto

Las seiiales aromaticas se observan a 7.8ppm (dd, J= 8.35 y 2.3 hz, H-9), 7.53 ppm(m,
J=6.9 hz, H-10°, H2'-5"-), 7.79ppm (d, J= 2.35 hz, H-7), 7.64 ppm (tt. J= 7.7 hz, H4),
7.49(tt,J= 6.7, 8.8 hz, H3'-6")

El '*C RMN muestra las sefiales correspondientes a 10.8 (CHj ), 30.8(C-4), 55(C-6),

126.9-136.1(aromaticas), C imino no se alcanzan a observaron.

5.2.6 Compuecsto 6
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El cspectro de masa presenta un ion molecular de 340, con el satélite de cloro.
Sobresale en este espectro cl ion a 105 con su complementario 235, [M+-105], siendo estos
los fragmentos mas importantes después del ion 77 que cs el pico base. También se observa
la pérdida de 44 uma que corresponde a la pérdida de CONHj; y da lugar al ion 296.

El espectro de masa tienc un perfil semejante al observado en el espectro del
compuesto I (triazolbenzofenona, PM 297).

El espectro de '"H RMN (figura 5.8) es simple, muestra el singulete del metilo a 2.36

ppm y la sefial ancha de la amina a 3.5 ppm.
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Figura 5.8 Espcctro dec 'H-RMN de compuesto 6

Las sefiales aromaticas son las tipicamente observadas para un anillo trisustituido y
monosustituido:: 7.64 (dd, J=8.25, 2.4, H-4);: 7.55 (d, J=2.4, H-6); 7.73, 2 (d, J=8.25, 8.3 H-
3,H-2°-6%); 7.59 (tt, J=7.40,7.45 H-4"); 7.44( tt, J=7.4-8.3, H-2"-5").
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5.3 Aislamiento y Elucidacion de estructuras de productos de fotodegradacion de
alprazolam en metanol

El aislamiento de los productos de reaccion de la irradiacion de soluciones bufferadas
sc intento con mucha dificultad, debido a que las velocidades de formacion son pequeiias y
al bajo porcentaje de recuperacion dc los productos formados durante la cxtraccion.
Teniendo en mente que ¢l alprazolam es labil a la fotodegradacion se buscéd la manera de
mejorar y facilitar el aislamiento y asi la caractcrizacion de los productos de degradacion,
para cllo sc ensayo la irradiacion de alprazolam en solucién metandlica. A continuacidn se
describen también los resultados obtenidos del analisis de la fotodegradacion de alprazolam
cn estas condiciones, el aislamiento y caracterizacion de los productos de dcgradacion
formados.

En solucion metanolica se observé la formacién de tres principales compucstos, uno
de éstos es el triazolaminobenzofenona que también se¢ encontrd en medios acuosos. También
se encontraran trazas del compuesto 4A.

Las scfiales dc los espectros dc 'H RMN, '?C RMN y IE-EM de los otros dos
compuestos se describen a continuacion:

Compuesto 7: "H NMR (CDCl3) & 1.35 [m, 1H, (NH)], 2.15 [s, 3H, (CH3), 3.10 [d, ] =
7.5 Hz, IH, (H-5°)], 4.15 [dd, J = 15.0, 7.5 Hz, 1H, (H-7a’)], 4.55 [dd, J =15.0, 5.0 Hz, 1H,
(11-7b)), 7.68 [m, 8H, (H-Ar)]. »C NMR (CDCly) § 10.9 (CHs), 32.9 (C-5°), 46.0 (C-T°),
132 (C-Ar), 150 (C-3), 165 (C-9°), 195.0 (C-7). MS m/z [ion] 356 [M +2]*,355 [M + 2 -1]",
354 [M]", 325 [M - CHOJ", 308 [M - OCH,NH,]", 307 [M - CHO - H,0]", 298 [M - CHO -
HCN]", 281 [M - CHO - HCN - HCN]", 249 [M - C¢HsCO]J", 220 [M - C¢HsCO - NNH]",
204 [M - CHO - C¢HsCO - NH,]", 105 [CsHsCO]", 77 [CeHs]"

Compuesto 8: '"H NMR (CDCl) & 2.18 [s, 3H, (CH3)], 3.21 [s, 3H, (CH3N)], 4.35 [d,
J =15.5 Hz, 1H, (H-92%)), 4.63 [d, ] = 15.5 Hz, 1H, (H-9b’)], 4.65 [d, J = 10.5 Hz, 1H, (H-
5%)], 4.74 [d, J = 10.5 Hz, 1H, (H-6")], 5.60 {s, H, (OH)], 7.60 [m, 8H, (H-Ar)]. >’C NMR
(CDCl3) & 10.94 (CHas), 35.5 (CH3N), 55.5 (C-5"), 79.5 (C-9), 107.6 (C-6"), 132 (C-Ar),
155.0, (C-3"), 162.6 (C-10"), 195.0 (C-7). MS m/z [ion] 400 [M + 21", 299 [M + 2 - 1]*, 398
[M]", 383 [M - CHs]", 366 [M - CH, - OH]", 355 [M - CH; - NN]", 339 [M - CH; -
CH,0CO0]", 311 [M- CH; NN]", 282 [M- CH; - NN - CHOJ", 268 {M- CH; - NN - CHO -
CH_]", 263 [M - CH; - NN - CHO - CIJ", 206 [M - CH3 NN - C¢HsCO]", 171 {M - CH;N -
CoHsCO - CI)", 152 [CICHNCHCHj;]", 105 [CeHsCO]J", 77 [CeHs]*™.
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Los dos compuestos presentan un singulete correspondiente a 3 protones a campos
altos cn el espectro de 'H RMN y presentan ademas ep el i6n molecular el tipico satélite
debido a la presencia de un atomo de cloro, [M+2], estos hallazgos indican que el anillo
benceno sustituido por un atomo de cloro y el grupo metilo presente en el anillo triazol del
alprazolam estan intactos en los productos de descomposicion.

De otra manera, las resonancias a 6 195.5 en el espectro de Bc RMN, también como
el ion m/z 105 de los espectros de EM revelan la presencia de un grupo fenilcetona indicando
que los productos dc degradacion son formados por apertura del anillo benzodiazepinico,
donde una cetona cs producida por hidrolisis dcl enlace imina.

Compuesto 7 exhibe un ién molecular de m/z 354, ¢l cspectro de 'H RMN (CDCls)
muestra una seiial en la regién aromatica a (8 7.68, m, 8H), siendo similar al multiplete

mostrado por el compuesto 1.

NN

HJC\(/
;

Compuesto 7

Los experimentos DEPT son consistentes con la presencia de ocho carbonos metinos
aromaticos. La estructura del sistema biciclo se definid por la presencia de un carbono
metileno (C-7") con dos protones no equivalentes, éstos aparecen como dos dobletes en el
espectro de protones (CDCly) ad 4.15,dd, J =15.0,7.5 Hzy & 4.55,dd, J =15.0, 5.0 Hz,
también como cn cl cspcctro de carbono y cxperimentos DEPT a 6 46.0. Ademas se
observa una sefial amplia a 8 1.35, m, que sc puedc asignar a NH. Esta sefial y sus
respectivos acoplamientos desaparecen en experimentos de 'H RMN con intercambio de
hidrégeno, sugiriendo que el protén del amino NH tiene un acoplamiento con los protones del
metileno adyacentc 2H-7" anteriormente descritos, y un segundo acoplamiento con el protén
H-5" (6 3.1,d,J =7.5 Hz). Los dos carbonos del enlace imina pueden ser identificados por

la sefial del espectro de '*C RMN a & 165.0 y 150.0, también como por dos picos
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significativos a m/z 298 y 281 formados por perdida de HCN (27 mmu) de los tones m/z

325 y 3 m/z 38 , respectivamente, cn el espectro dc masa.

El cspectro de 'H RMN del compucsto 8, muestra dos singuletes que integran a 3
protones cada uno a & 2.18 y 3.21 corrcspondiendo a dos grupos metilos, scgun cl cspectro
de "’C RMN cn el cual dos carbonos metilos aparecen a & 10.94 y 35.5. La ultima sefial
corresponde a un grupo metilo unido a una amina terciaria. Las scilales aromaticas se
obscrvan en el espectro de '"H RMN a & 7.60 (8H) como un multiplete y en ¢l espectro de Be
RMN a § 132. También hay una seiial a & 195.0 de un carbono carbonilico y dos sefiales a &

162.6, 155.0 que estan de acuerdo con el dcsplazamiento quimico correspondiente a

carbonos imino.

Compuesto 8

De cstas seiiales se concluye que una benzofenona y un anillo 1,2,4-triazina estan
presentc cn el compuesto 8. El sistema biciclo en 8 fue cstablecido por anilisis de las
constantes de acoplamiento. Los dos protones H-9’ aparecen como dos dobletes a § 4.35y a
4.63 con un acoplamiento geminal J = 15.5 Hz, mientras H-6" aparece a (8 4.74, d)
exhibiendo una constante de acoplamicnto J = 10.5 Hz con H-5’, el cual aparece a § 4.65, d.
El espectro de "’C RMN y el espectro DEPT confirma la presencia de estos carbonos
metilenos (6 79.5) y dos carbonos metinos (& 107.6, 55.5). Ademas la sefial amplia del OH
cs observada a & 5.60, esta seilal desaparcce por intercambio con dcuterio. En base a cstos
datos la cstructura 8 sc propuso para este compucsto, considerando también el 16n molecular

que muestra ¢l espectro de masa m/z 398, la pérdida de agua y las demas fragmentaciones

que son consistentes con la estructura propuesta.

El peréxido de hidrégeno en metanol incrementa la formacion del compuesto 7.
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CAPITULO 6

ESTUDIOS CINETICOS DE
ALPRAZOLAM EN SOLUCION.
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6.1 Fotodegradacion de Alprazolam: Seguimiento del decaimiento

La primera aproximacion que se realizo a la cinética de fotdlisis dc alprazolam en
solucidn es la medicidn del decaimiento de éste a través de un método por HPLC publicado
para el analisis de la fotodegradacién de midazolam.' Las condiciones del método son: C-18,
fase movil: acetonitrilo-buffer pH 3.5, 65-35, flujo de | mL/min., 225 nm. El buffer esta
compuesto por 4cido fosférico 5 x 102 M con trictilamina 1.44 x 102 M, ajustado a pH 3.5
con NaOH.

El método se aplicod al seguimiento de la cinética de alprazolam en medio acuoso y
también cn soluciones metanolicas, bajo irradiacion con lampara Metal Haluro, HPA.

Una solucién de alprazolam en concentracién de 3.0x10°M en metanol y otra en
buffer citrato, pH 3.0, se envasaron en frascos erlenmeyer y se irradiaron con una lampara a
una distancia de 5 cm. Periddicamente se sacaron alicuotas de 5 ml que luego se extrajeron
con CH,Cl; y se evaporaron. Se redisolvieron en la fase mdvil del sistema cromatografico y
sc inyectaron.

La reaccién se monitored durante 25 horas para el alprazolam en medio acuosa y
durante 4 dias para el alprazolam en medio metanolico.

Antes de analizar las muestras sc hizo un ensayo para dcterminar el porcentaje de
recuperacion de alprazolam, se realizé el mismo procedimiento de extraccion a soluciones
estandar de alprazolam en buffer pH 3.6 sin irradiar y finalmente se analizaron con el método
de HPLC mencionado. El porcentaje de recuperacion obtenido es de 99% .

Los resultados de las cinéticas estan representados en las graficas de decaimiento que
se muestran en la figuras 6.1 y 6.2, respectivamente.

Los perfiles de estas graficas muestran que los mecanismos de fotodescomposicion de
alprazolam varian de acuerdo al solvente usado, lo cual también se observd en el capitulo

anterior al identificar diferentes productos de fotodescomposicion en cada solvente.
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Figura 6.1. Fotodcgradacion de Alprazolam en buffer pH 3.6
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Figura 6.2. Fotodegradacion de alprazolam en metanol

Las estructuras de los compuestos aislados dc la solucién acuosa sugieren que la

fotodegradacion incluyc rcaccioncs de reduccidon, decloracidn, hidrélisis, solvdlisis,
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contraccion del anillo diazepinico y expansion dcl anillo triazol para transformarsc en un
anillos mas estables de seis miembros. Mientras que en la fotodegradacion en metanol
pareccria quc la primera etapa de rcaccion es probablemente la hidrdlisis del enlace imina
seguido por reacciones de solvolisis.

También se observa que la fotodegradacion es mucho mads rapida en la solucion
acuosa que en metanol. El segundo paso que se dio, es la medicion de la descomposicion en
soluciones acuosas con diferentes pH y con luz natural para conocer si la degradacion
obscrvada sc dcbia a la alta radiacion UV quec posec la lampara usada. Las soluciones sc

irradiaron con luz natural, al cabo de 88 dias se cvalué por HPLC la concentracion de

alprazolam.

Tabla 6.1. Fotodegradacién natural de alprazolam en soluciones buffer®

pH de % alprazolam
irradiacion residual®
1.8 55
35 74
10.0 97

“[Alprazolam]=3 x 10°M

®88 dias dc irradiacién con luz solar

De acuerdo a la tabla 6.1 la incidencia de la luz solar causa fotodegradacién en
alprazolam en solucion. También muestra que la fotolabilidad del alprazolam depende del pH
de la solucidn, siendo mas importante a pH acidos. En medio alcalino el alprazolam es
practicamente fotoestable.

Después de haber aislado algunos dc los productos que sc forman durantc la fotélisis
en estos medios, se desarrollo un método de HPLC que permitiera cuantificarlos, en orden a
monitorear la formacion de éstos en soluciones y en las formas farmacéuticas que se
analizaran mas adelante.

Aplicando el método desarrollado se siguié la cinética de fotodescomposicion de
alprazolam en solucién acuosa a pH 3.6 irradiada con la lampara. Periédicamente se retiraron
muestras de 5 ml, las cuales se extrajeron con diclorometano. Los resultados se muestran en

la Figura 6.3
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Figura 6.3. Fotodcgradacion de alprazolam en buffer pH 3.6, irradiado artificialmente

La figura 6.3 muestra el decrecimicnto de alprazolam y la formacién de los productos
de degradacion extraidos con diclorometano de la solucion buffer estudiada. Se observa que
la degradacion transcurre con reacciones de declorinacion que conducen a la formacién de 8-
H alprazolam y también sc observa la formacion de triazolobenzofenona.

Mediante balance de masa se calculd la concentracion maxima global de los
productos no extraidos, los cuales se observan por TLC y fluorescencia, la concentracion
total de cstos productos se mucstra cn la figura 6.3 como “fluorescentes.”

El estudio de la fotodegradacion de alprazolam en soluciones en buffer citrato por
HPLC presento dificultades debido a que aparentemente hay interferencia entre los productos
dc degradacién formados y el buffer, impidiendo la separacion de los productos al hacer
inycccidn sin extraccion previa. Y al hacer cxtracciones no se consiguid extraer todos los
productos de degradaciéon formados, ya quc como se observd en el capitulo 5 son varios los

productos que se forman al irradiar alprazolam en las condiciones de estudio.
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6.2 Mediciones de absorbancia

Se observé que durante el tiempo de exposicion las soluciones bufferadas expuestas a
la luz, pH 3.6, desarrollan un color amarillo que se va incrementado con el tiempo de
exposicion.

Por este motivo se estudiaron los cambios en el espectro UV de la solucion irradiada,
la figura 6.4 muestra los espectros UV tomados a diferentes tiempos de irradiacién. Se
observa una disminucién en la absorbancia a 260 nm y un aumento en la absorbancia a 240
nm. No aparecieron nuevos maximos de absorbancia.

Simultaneamente se registro un espectro UV de una solucion preparada de igual forma
pero conservada en la oscuridad, no se observaron cambios en el espectro de esta muestra,
cste hecho que indica que los cambios en el espectro UV no estan asociados con la hidrélisis
en medio 4cido como se ha descrito en la literatura para alprazolam®? y otras

4,5,6,7

triazolobenzodiazepinas. Se esperé a que ambas soluciones irradiada y no irradiada,

respectivamente, alcanzaran el equilibrio de hidrdlisis, antes de hacer las mediciones.

1. 042

0.500

Absorbance

~0.00 5= : .
236.3 260.0 280.0 300.0 320.2

wavelength (nm)

Figura 6.4 Espectro UV de Alprazolam (en solucién buffer pH 3.6),
despucs de la irradiacion bajo con lampara Metal Haluro por diferentes tiempos.
t=0(a),1 h(b),2h(c),3h(d),4h(e),5h(f),6(g),7h(h),9h ().
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6.3 Seguimiento por Fluorescencia

Debido a las observaciones anteriores sc¢ estudid los cambios en las propiedades
fluorescentes de soluciones acuosas de alprazolam durante el tiempo de exposicion a la luz
UV y se evalué la posibilidad de usar un método espectrofluorométrico para monitorear el
proceso de degradacion de alprazolam en soluciones acuosas.

Se ha observado que la degradacién de alprazolam csta acompailada por cambios en
las propiedades fluorescentes: la solucion no irradiada no es fluorescente, mientras que en la
solucion irradiada increcmenta la sefial de fluorescencia a 430 nm con el tiempo de
cxposicion  ( Ace 260 nm) estc comportamiento se obscrva tanto para las soluciones

irradiadas con luz natural directa y soluciones irradiadas con lampara, como se muestra en las
figuras 6.5y 6.6

20

Intensidad
3
>>>

370 400 430 460 490

Longitud dc onda (nm)

Figura 6.5. Espectro de Fluorescencia (Aexc 260 nm) de Alprazolam
(en solucion buffer pH 3.6), después de la exposicidn a la luz natural para diferentes

tiempos. t = 0 (®), 8 d (V),14d (0), 17d (9), 19 d (D).
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Figura 6.6 Espectro de Fluorescencia (Aexc 260 nm) de Alprazolam
(en solucion buffer pH 3.6), después de la irradiacion bajo lampara metal haluro por

diferentes tiempos. t = 0 (©),9 h (V), 12 h (0), 27 h (0), 35 h (0), 47 h (4).

Se realizaron los estudios de alprazolam en solucidn buffer de pH 3.6 y se observo un
incremento mayor al 60% en la fluorescencia a los 19 dias de exposicion a la luz natural; y
mayor al 100% luego a las 47 h de irradiacion con lampara metal haluro.

El incremento en la sefial de fluorescencia después de irradiacién a diferentes pH se
estudio cinéticamente. Se prepararon soluciones de alprazolam en concentracién de 2.75 x 10
? M en soluciones buffer fosfato-citrato, pH 2.0, 3.6 y 5.0

Las soluciones asi preparadas se envasaron en un erlemeyer y se irradiaron con una
lampara metal haluro, HPA. Alicuotas de 5 ml se extrajeron en intervalos de tiempo adecuado
e inmediatamente se analizaron usando un espectrofluorimetro: se midi¢ la sefial de emision a
435 nm después de excitar con una longitud de onda de 260 nm. Se realizaron alrededor de
15 determinaciones para cada condicién. En todos los casos, se controlé con un blanco de
solution de alprazolam en iguales condiciones pero sin irradiar. La linea de base inicial de

fluorescencia (Fo) se mantuvé cn todos cllos.
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En las medidas de soluciones irradiadas sec obtuvo un grafico lineal de /n (F/Fo) como
funcion del tiempo, indicando que la degradacidon sigue una cinética de primer orden

(ccuacidn. 1). Las constantes dc velocidad sc calcularon mediante la ccuacion 1.

In(FIFo)=kt (1)

Donde F es la sciial de fluorescencia a tiempo ¢ y Fo es la sciial de fluorescencia
medida al comienzo del estudio (¢ = 0). La figura 4 muestra el aumento en la fluorescencia a
435 nm versus liempo de exposicion a la luz artificial cn las soluciones bufferadas a pH 2.0,
3.6 y 5.0. Las cinéticas sc siguicron por 4 ticmpos de vida media, la concentracidon de
alprazolam residual se determiné por ¢l método de HPLC en las condiciones descriptas en la
partc cxperimental. Las constantes de velocidad correspondientes a la evolucién de la

fluorescencia, calculadas asumicndo un comportamiento de primer orden, se resumen en la

Tabla 6.2

Tabla 6.2. Constantes de velocidad de Reacciones de

Fotodegradacién de Alprazolam en medio acuoso™®

pH kohs tl
10 5 (s (horas)
2.0 3.61 53
3.6 1.67 11.5
5.0 0.55 34.7

? [Alprazolam]= 2.75 x 10™ M, en buffer fosfato-citrato
P medida como el incremento en la seiial de fluorescencia

(Aexe 200nm, Agmision 435 nm)

La magnitud de las constantes dc vclocidad demuestran la fotosensibilidad que

presentan las soluciones de Alprazolam bajo irradiacion UV y muestran ademas que la
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fotodegradacion de alprazolam es dependiente del pH: La velocidad de descomposicion es

mas rapida a pH acidos y mas lenta a pH basicos como ya se habia observado.

In F/Fo

0 20 40 60 80

tiempo, h

[ 1 pH2.0; [A] pH 3.6; [+] pH 5.0

Figura 6.7 In F/Fq vs t de solucion de Alprazolam (buffer pH 2.0, 3.6 y 5.0),

después de la irradiacion con lampara de metal haluro de media presion.

El aumento de la sefial de fluorescencia con el tiempo de radiacion se debe de acuerdo
a los productos aislados y caracterizados a la formacién fundamentalmente de
triazolaminoquinolina y a compuestos quc se encuentran en proporciéon. Las estructuras
propucstas para cstos productos de dcgradacion formados estan dc acucrdo con ¢l aumento
de las propiedades fluorescentes debido a que cstos compuestos presentan mas enlaces C=C

y C=N con posibilidades de mayor resonancia que el alprazolam.
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6.4 Eleccion de lampara para estudios cinéticos de drogas

Las guias de la ICH dan una considcrable flexibilidad en disefio experimental
(lamparas, artcfactos dc monitorco, ctc) y cn cada decision sc¢ rcquicre una cxtensiva
validacién. Sc hicicron diversas evaluaciones y cnsayos prchiminares de estrés fotoquimico

para dccidir las condiciones dptimas para los ensayos.

6.4.1 Generalidades sobre actinometros

Existen varios tipos de actinometros tanto fisicos como quimicos que se usan para
medir la intensidad de la radiacién. A los efectos de los estudios de fotoestabilidad, los
actinomctros fisicos como radidmetros o fotdmetros frecuentemente rinden resultados
discordes dependiendo de las caracteristicas cspectrales; sin embargo estos requicren una
calibracion periddica y no tienen cn cuenta las fluctuaciones en la intensidad de luz en el
ticmpo. Los actindometros quimicos basados en la medicidn de un cambio quimico que le
ocurre a un estandar fotosensible, son considerados mas exactos, reproducibles, estables con
el tiempo y miden exactamente la cantidad total de radiacién recibida.

El actinéometro de ferrioxalato es quizas el sistema mas usado para medir la intensidad
de la luz: éste absorbe cn un rango ancho dcl espectro 250-500 nm; es barato, y requiere
solo el uso dc un espectrofotémetro. La principal desventaja que limita su uso en estudios de
fotocstabilidad de drogas basados en la exposicion a radiacion que simula la radiacién solar,
cs que la fotorcaccidon del ferrioxalato cs ripida (en rclacion a la mayoria dc la
fotodescomposicion de drogas), cuando sc usa con un rango amplio de longitudes de onda.®

La quinina presenta una reactividad mas baja que ¢l ferrioxalato y absorbe solamente
en ¢l UV. El rendimiento cuantico para la fotodescomposicion de quinina y el mecanismo de
la fotodegradacién no ha sido atn claramente determinado.® Las graficas absorbancia vs
tiempo de exposicidon demucstran que ¢l aumento de absorbancia es proporcional a la cnergia

integrada emitida, (UV). La pendiente de estas graficas varia por la diferencia espectral que

presentan.

6.4.2 Método de Validacion Propuesto
Con el objetivo de establecer un protocolo estindar para los cnsayos de
fotoestabilidad de drogas, muy recientemente se propuso un actinémetro quimico: se trata de

quinina monoclorhidrato dihidrato (2% solucién en agua)’ para calibrar la radiacién UV de
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simuladores solares y para monitorear la intensidad integrada de irradiacién incidente en las
muestras.'’

Se usa en cada experimento un actindmetro quimico para medir la irradiacién
incidente en la muestra de manera que los experimentos llevados a cabo en diferentes dias
puedan compararse y también que los experimentos realizados en el simulador solar puedan
ser normalizados a la irradiacién solar.'!

En lineas generales metodologia es la siguiente: Se expone la muestra y el control de
la solucidn de quinina (envasado en ampollas o celdas de quarzo) a la lampara por un nimero
apropiado de horas. Después de la exposicion se mide la absorbancia de la muestra At y la
del control Ao a 400 nm. Se calcula el cambio de absorbancia, AAbs =Ar-Ao. La duracién de
la exposicion debe ser suficiente para asegurar un cambio de absorbancia de al menos 0.9 y
0.5, respectivamente.I2

Se propone que la intensidad integrada de radiacion se exprese como la diferencia en
la absorbancia AAbs a 400 nm de la solucidn irradiada de quinina, (unidades de quinina).

Para otros sistemas lampara/actindmetro se puede usar la misma aproximacion, pero
cada sistema actinometro deberia ser calibrado para la lampara usada .

La ICH propuso como minimo un nivel de exposicion de 200 Wh/m2

aproximadamente y una AAbs de 0.9 para estudios de fotoestabilidad confirmatorios.

6.4.3 Calibracion de la lampara
Se calibré la lampara Metal Haluro usada en nuestra experiencia, mediante el
actinometro de quinina arriba descrito. La grafica Absorbancia vs tiempo de irradiacion da

una linea recta que se muestra en la figura 6.8:
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Fig 6.8 Grafica Absorcion de Quinina (400 nm) vs tiempo de cxposicion

a la lampara de metal haluro

Las muestras se colocaron después dec dos horas de encendida la lampara, ya que la
lampara nccesita este periodo para cstabilizarse. La pendiente de la grafica para la lampara
usada HPA 400W es semejante a {a pendiente que se obtienc con una lampara luz blanca fria
reccomendada por FDA'? (m= 0.0025), iguales valorcs de pendiente significa que las
lamparas tienen la misma distribucion espectral.

La intensidad de la lampara usada para los cstudios de estrés forzados de acuerdo a la
tcrminologia usada por la guia ICH, fuc monitorcada con csta calibracién cada vez que se
comenzo un estudio; cuando la pendiente disminuy6 se remplazé la lampara por una nucva.

Con la exposiciéon a 0.9 unidades de quinina (5 horas de exposicion en nuestra
lampara), un 30 % dc alprazolam cn solucidn acuosa pH 3.6 es fotodegradado de acuerdo a

la cinética de decaimicnto de alprazolam seguido por HPLC.

6.5 Mecanismos de formacion de los productos de degradacion de alprazolam

En basc a todos los resultados descriptos cn cste y capitulos anteriores sobre cstudios
cinéticos de reacciones hidroliticas de derivados de diazepam (capitulo 3) y de estudios de
hidrdlisis, termolisis y fotoquimica (capitulo 5 y 6) se proponen mccanismos para la

formacién de los diversos productos de degradacion con las cvidencias experimentales en

cada caso.
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6.5.1 Hidrolisis

Como ya se describid en el capitulo 2, AL es muy estable en condiciones en que otras
benzodiazepinonas experimentan apertura del anillo benzodiazepinico. Aparentemente, la
resonancia adicional que procura el anillo triazdlico confiere al alprazolam una destacada
estabilidad frente a la hidrdlisis.

Mediante espectroscopia UV-visible a diferentes pH pudieron caracterizarse sefiales
quc permiten confirmar la presencia de un equilibrio dinamico de apertura y cicrre de anillo.
En medio fuertemente acidos (pH 0.5) se observan evidencias de la existencia parcial de la
benzofenona 5-cloro-2-(3'-aminometil-5"-metil-1",2",4"-triazol-4'-i1]) benzofenona, que

permiten postular el csquema de apertura y cierre de anillo que se muestra en el esquema 6.1.

N
7N HzCYN\
/ N
\g N\L
O O NH,
ad =N —_— a 0
‘—

=

Esquema 6.1

No obstante, todos los intentos de separar 5-cloro-2-(3"-aminometil-5'-metil-1",2",4"-
triazol-4'-il) benzofenona de la mezcla de reaccion, atn a este pH, fracasaron por su rapida

ciclizacién a AL. A pH neutro o basico, solo existe alprazolam, i.e. la forma ciclica.

6.5.2 Fotoquimica

En estas reacciones hay que diferenciar:
a) las reacciones llevadas a cabo en solucién de buffer fosfato-citrato
b) las reacciones llevadas a cabo en presencia de metanol y

c) las reacciones llevadas a cabo en fase s6lida con los medicamentos
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6.5.2.1 Reacciones llevadas a cabo en solucion de buffer fosfato-citrato:

En estas condiciones se aislaron ¢ identificaron tres productos de degradacion
principales, a saber:: 5-Cloro-2-[5'-metil-1°,2",4"-triazol-4"-il]Jbenzofenona (1), 8H
alprazolam:1-metil-6-fcnil-4H-s-triazo-[4,3-a ][ 1,4]benzodiazepina(2),

Triazolaminoquinolina (3); cuyas estructuras sc mucstran debajo.

8-11 Alprazolam (2)

Este compuesto puede conccebirse, formalmente, como el producto de una
reaccion de declorinacidn. La scparacién de haldégeno, fundamentalmente en forma de haluro,
es una conocida reaccion en la fotoquimica de compuestos aromaticos halogenados, se
produce a través de un mecanismo de transferencia clectronica entre un donor y el aceptor (el
haluro de arilo). Esta rcaccion puede ser intermolecular 6 intramolecular cuando el donor y el
aceptor estan en la misma molécula '*!*

En el caso de medicamentos cxistcn muy pocos antecedentes de estudios previos de
dehalogenacion. Asi, pueden mencionarse: 1) una publicacidn referida al diclofenac (una
droga anti-inflamatoria) que presenta productos formalmente derivados de una declorinacion
y ciclizacion, seguida dc una fotoreduccion.'®

i1) la fotodescomposicion del midazolam que cs también una triazolobenzodiazepina
con un sustituyentc flior cn el segundo anillo aromatico, colocado en posicion orto al C que
une a ambos anillos. En cste caso, uno dc los caminos de fotodegradacion parece ser la
separacion oxidativa de flior, con formacién de una “dienona.” "’

Teniendo en cuenta otros productos de degradaciéon encontrados en forma de
trazas, (ver estructuras 4-6: 8-Cloro-1-mctil-6-fcnil-4,6-dihidro-5-carbaldehido-triazo-[4,3-
a][1,4]benzodiazepina (4A), 8-Cloro-1-mctil-6-fenil-4,6-dihidro-571-triazo-[4,3-
a][1,4]benzodiazepina  (5), 5-Cloro-2-[3"-formilamida-5'-metii-1°,2",4 -triazol-4"-
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ilJbenzofenona (6)) pueden postularse dos mecanismos de transferencia electrénica para la
formacién de 2, en ambos casos el anillo aromatico que porta el sustituyente cloro es el

aceptor, ya que el mismo es el que presenta mayor deficiencia electrdnica.

\/N
\]4N\ /N\

=~ '\ N

" o
\ \( 'N Nt \N

N—{ N\) MY

Cl NH /0 I

cl N Ci N—_
= CHO Cl
“cHo O |

4 4e S 6

1) Mecanismo Intramolecular. Cualquiera de los atomos de nitrogeno existentes en la
molécula de alprazolam puede ser un excelente donor de electrones. En principio, podria
postularse que la resonancia adicional que provee el anillo triazélico, haria a los nitrégenos
de dicho anillo, particularmente aptos para la transferencia por la estabilizacion que
encontraria en el seno del mismo, el radical cation producido. En forma genérica se simboliza

en el esquema 6.2 como NR'R?

‘NRR* *NRR"
’lV * TE
—[a] =
d C
-Cl

YN\N Y-
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+
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SONE:
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=N abéi&lv N
Ph

Esquema 6.2
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La accion fotoquimica (4v) primeramente transforma al alprazolam [AL] en el primer
estado clectronicamente excitado, [AL]* desde el cual se produce mas facilmente la
transferencia clectronica intramolecular, provocada por la presencia simultinea en la
molécula de donor y aceptor. Es conocido que el estado electronicamente cxcitado (D*) de
una molécula actia como un donor o accptor de clectrones mas poderoso que el estado
fundamental: es posible calcular (i.c. mcdiante la ccuaciéon de Marcus'® o la tcoria de
electrones frontera de Fukui'’ la contribucién del estado excitado a bajar la energia de
activacion necesaria para quc ocurra la reaccién .

La transfercncia clectronica transforma a la molécula neutra de alprazolam, en una
molécula de alprazolam que tienc una dispersion de cargas en el radical cation y el radical
anion, (esquema 6.2). Dc la misma puede, facilmente, scpararse el atomo de cloro en forma
de 16n cloruro, dejando un radical libre en ese anillo aromatico. Abstraccion de hidrogeno del
solvente es una reaccién que requiere muy baja cnergia cn estas condiciones y conduce a la

formacion dc 2, (esquema 6.2).

2) Mecanismo Intermolecular. Es igualmente valido postular un mecanismo
intermolecular: en ¢l cual una molécula dec alprazolam actia como aceptor, de la misma
mancra que cn ¢l esquema anterior. Simultaneamente, una segunda molécula de alprazolam
juega cl rol de donor, transfiriendo un electron de cualquiera de sus 4 atomos de nitrégeno.

Cuando la molécula esta cn un cstado clcctronicamente excitado muy frecuentemente
puede formar un complejo con otra especic que sucle designarsc como Q (quencher), y el
complejo D*Q se denomina cxciplex, las aminas suclen ser muy efectivas en la formacién de
cxciplex. La transferencia electronica ¢s un caso especial y estd favorecida cn solventes
fucrtementes polarcs como cl agua.”® Podemos considerar que en el presente caso, una
molécula no excitada de alprazolam actuaria como Q, formando cl cxciplex a partir del cual

sc produciria la transferencia clectronica.
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Esquema 6.3

En la segunda linea del esquema 6.3 se ha dibujado la transferencia involucrando al
atomo de nitrdgeno del anillo benzodiazepinico, por cuanto este camino de reaccion
explicaria, al mismo tiempo, la produccion de 5. Puede, ademas, argumentarse que ese
nitrogeno esta mas expuesto favoreciéndose asi el ataque intermolecular.

La accion fotoquimica produciria, cn primer lugar, un estado excitado de
alprazolam que esta activado para la transferencia clectrénica. Por accidon de la misma, en
forma intermolecular, se produce un par idnico radical, en la cual una molécula de
alprazolam estd como anidn-radical y la otra como catidn-radical. La primera pierde
facilmentc i6n cloruro, dando un radical libre que, finalmente, por abstraccion de hidrégeno
dcl solvente producira 2, como en el mecanismo intramolecular. (esquema 6.3).

El catién radical remanente, sufrira la quimica comun a este tipo de especies

radicalarias, i.e. abstraccion de hidrégeno por el solvente, llevando asi a la produccién del
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compuesto 5, quc, formalmente, pucde considerarse un producto de reduccion fotoquimica,

reaccion también conocida en fotoquimica basica.?!

Triazolbenzofenona (1)
La formacidn de este compucsto s, en principio, inesperada por cuanto la apertura del
anillo benzodiazepinico es un fendmeno muy comin en las reacciones de hidrolisis de las

benzodiazepinas clasicas, pero ya hemos visto que no s¢ produce cn la hidrélisis forzada de

alprazolam.
N Hﬁ\(N\ H’C\&N
N~ hv N hv N\/</ NH;
—_— —_— ,
a _N O «a =0 O a =00
M Ph
6
hv
/NN
N—7
* HOCNH,
a =0
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1
Esqucma 6.4

El mccanismo dc formacion de estec compucsto involucra una apertura foto-oxidativa
del anillo probablemente a partir de [AL]* scguida de pérdida de la cadena lateral que se
produce. Este fendmeno nunca habia sido observado antcs en los cstudios publicados sobre
degradacidn de benzodiazepinas. Es muy probable que la estabilizacion adicional que procura
cl anillo triazélico sea un factor importante cn determinar la produccion de cste compuesto.
(Esquema 6.4).

Para la postulacion del mecanismo de formacion de 1 también se han tenido en cuenta
las estructuras de compuestos de degradacion cncontrados en cantidades menores, cn este

caso particular el compuesto 6. La fotodescomposicidon oxidativa dec la union imina del anillo
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diazepinico produce, en primer lugar, la benzofenona con cadena lateral de metilénamina,
que rapidamente resulta oxidada conduciendo al compuesto 6 que tiene la funcién amida
como cadena lateral . Esta reaccion puede ser en pasos, como se ha postulado a través
primero de una hidrélisis de la funcién imina, o directamente, por fotodescomposicion

oxidativa producirse, en una apertura oxidativa. (Esquema 6.5)

,N\ HaC\r l-h
e @&“
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Ph

Esquema 6.5

Mecanismos de fotooxigenacion se han encontrado en la fotoquimica de derivados de
benzoquinolonas, en los cuales la funcién amida involucrada en un anillo, se abre para dar
lugar a una benzocetona, quedando el nitrégeno formando parte del otro anillo.?”” La pérdida
posterior de la cadena amida es también un proceso de fotodescomposicion oxidativa, en la
que posiblemente se forme glicina y el compuesto 1, (esquema 6.5). Dado que las reacciones
no se han realizado en atmdsfera inerte, sino en presencia de la camara de aire propia del
recipiente a fin de trabajar en condiciones naturales, la reaccion se produce pues, en presencia
de oxigeno. No se descarta la posible formacion de oxigeno singlete, que se ha observado en
la fotoquimica de compuestos heterociclicos nitrogenados. Cuando se irradié un derivado
benzoquinolinico en solucion metandlica con luz visible en condiciones aerdbicas se detecto

formacién eficiente de oxigeno singlete.”’

Triazolaminoquinolina (3)
Para la formacion de este compuesto puede proponerse, un camino semejante al
mostrado en el esquema 6.4. La reaccion entre el metileno activado y el carbonilo, conduce a

la pérdida de agua con formacidn de un anillo de seis miembros altamente estabilizado.
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6.2.2 Reacciones llevadas a cabo en presencia de metanol

Cuando las rcacciones de fotodegradacion de alprazolam se realizan en presencia
de metanol, ya sca como solvente de reaccion, o como co-solvente coadyuvante para la
disolucidon de alprazolam, se producen, mayoritariamente los productos I a 3 ya
descriptos, cuyos esqucmas de reaccion también se aplicarian en el presente caso. Pero,
ademas, se producen otros dos productos que ticnen una unidad de carbono adicional que
s6lo puede provenir del metanol, unica fuente accesible de carbono presente cn el medio
de reaccion. Estos productos pucden, cn consccuencia, considerarse artefactos propios de

las condiciones dec reaccién.

Productos 4A y 4B

La formacién de los mismos involucra accién fotoquimica del alprazolam dando
su cstado cxcitado y, bajo csas condiciones, hidroximetilacion del nitrégeno del anillo
benzodiazepinico.(csquema 6.7). Incorporaciéon de —CH,0OH se observé previamente en la
radiacién UV de ibuprofeno en soluciéon metandlica.** En las condicioncs foto-oxidativas
de reaccion, es cnergéticamente facil la transformacién en aldchido, generando asi una
funcién amida en cl compuesto 4A. (csquema 6.7) Se ha descripto la formacion de
aldehido, en la fotdlisis de una amina terciaria con restos aromaticos que fue desarrollada
por Oppenlandler 25 como un potcncial agente termogénico, ¢l aldchido se produce en un

27%, por ruptura foto-oxidativa dcl resto bencilico unido al nitrégeno terciario.
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La contraccion del anillo diazepinico a un anillo de 6 miembros y simultanea
transformacién del anillo triazdlico de 5 a 6 miembros, por la fuerza directriz que procura
el cambio de anillos de 5 y 7 a dos anillos de 6 miembros, conduce al compuesto

precursor del compuesto 4B por apertura del amonio cuaternario. (esquema 6.7).
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Existen antecedentes similares en la rcaccion fotoquimica de unos derivados
isoquinolinicos que, en presencia de ctanol, incorporan unidades OC,Hs y se producen

rupturas oxidativas.''
Compuestos 7y 8

Los resultados observados refuerzan los mecanismos propucstos anteriormente ya que
cxisten intermediarios comunes. En estos casos, sc¢ produce también incorporacién de las
funcionalidades de la molécula de CH;0H, recaccidon conocida en fotoquimica.” Para la
formacién del compuesto 7 puede postularse el mismo camino de reaccion que conduce al
compucsto 4B (Esquema 6.7).

En cl intcrmediario propuesto como precursor puede también producirse la solvolisis
de la funcién imida conduciendo a la benzofenona derivada con una cadena lateral de
formamida que facilmente se cicla dando el compuesto 7, (esquema 6.8). El mecanismo
propuesto para esta ciclacion seria semejante al propuesto en la fotoquimica de dienamidas:
adicidn radicalaria del oxigeno a la funcién —C=N y posterior reorganizacion del diradical

formado.2®

|
. N
AL hv hv
CH4OH +

cl =N

hV CH3OH

B ]
NG
.0 ] HN—
cl ol -0"™~CcHo
Ph Ph
7 L J

Esquema 6.8
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Para la formacién del compuesto 8 se puede proponer un camino semejante al que
conduce al compuesto 4B (esquema 6.7). En la fotélisis en metanol este compuesto sigue
reaccionando adicionando molecular del solvente, reaccién conocida en fotoquimica de
aminas e iminas®’ en metanol o etanol.

A partir de 4B puede producirse la adicidon de oxigeno de la funcion amida a la unién
~-C=N ciclica y la solvélisis de la union -C=N exociclica dando un derivado de benzofenona.
Este intermediario en las condiciones de reaccion sufrird hidroxilmetilacion y posterior
oxidacion a amida que se adicionara al metileno activado del anillo 1,2,4 triazélico también
por un mecanismo radicalario, producicndo el compuesto 8. El orden en que tienen lugar las
reacciones de adicion del oxigeno amidico, la solvdlisis , la hidroximetilacion oxidativa y
adicion para formar el anillo oxazélico puede invertirse sin menoscabo del esquema general
propuesto. (esquema 6.9). La metilacién del nitrégeno es comun en fotoquimica de aminas en

I y lo hemos observado en nuestro laboratorio es en otras reacciones de

mectano
aminobenzofenonas similares.”®?’ También el cierre radicalario de anillos dando lugar a un

metileno hidroxilado ha sido informado previamente en fotoquimica de amidas y de imidas®®
3
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Altemativamente al mecanismo propuesto, podria postularse como primera etapa una
fotoadicion oxidativa dc una molécula de metanol a la imina en 4B gencrando una imida que
lucgo daria las reaccioncs de cicloadicion mencionadas terminando con metilacion ulterior de

la amina secundaria formada.

6.5.2.3 Reacciones en fase sélida.

La fotoquimica dc alprazolam en fase solida produce solamentc los compuestos 1 y 3.
Estos resultados refucrzan las propucstas mecanisticas anteriores.

En efecto, la transferencia elcctrénica intra o intermélecular mostrada en los esquemas
6.2 y 6.3, facilitada por los solventes polares para cstabilizar los iones radicales que se

formarian, no se produce de manera apreciable cuando la irradiacidn se realiza en fase solida.
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En estas condiciones existe intimo contacto con cl aire, lo que facilita la fotooxidacion y
ruptura de la cadena lateral que conduce al compuesto 1 (esquema 6.4 y 6.5). La ausencia de
solvente también favorece la deshidratacion del primer intermediario dando lugar al
compucsto 3, (csquema 6.6).

La diversidad de productos de degradacion quc se producen bajo distintas
condiciones; la alta sensibilidad de varios de ellos a la luz, el medio acido y/o el aire; la
similitud de las estructuras y por ende su reactividad quimica y comportamicnto fisico-
quimico; la extraordinaria lentitud de muchas reacciones y las cantidades minimas de
produccién y en muchos casos agravadas por la dificultad de separacion de los productos,
han hecho muy arduo y laborioso el presente estudio.

No obstante, esa misma intrincada complejidad, ahora elucidada de manera
adecuadamente amplia da una consistencia muy satisfactoria a los mecanismos propuestos de
los cuales algunos productos son precursorcs de otros; o poseen intermediarios comunes, etc,

lo que confiere una alta confiabialidad a los complejos sistemas de reaccion propuestos.

6.6 CONCLUSIONES

Si bien se observd que el espectro de UV/Vis se modifica durante el proceso de
degradacion, el método espectrofotométrico descrito en la literatura no es un método
adecuado para seguir la formacién de los productos de degradacion debido a su falta de
sensibilidad.

Los resultados obtenidos cn ¢l presente trabajo indican que la fotodegradacion de
alprazolam en soluciéon puede ser monitorcada usando un rdpido y simple método
espectrofluorimétrico. La degradacion de alprazolam medida por el incremento en la sefial de
fluorescencia y el decaimiento de alprazolam seguido por HPLC siguen una cinética de
primer orden, dentro del rango de concentraciones estudiadas. Las constantes de velocidad
determinadas muestran que el alprazolam es mas fotolabil en soluciones acidas.

Con respecto a los mecanismos de formacion de los diferentes productos de
degradacion se ha mostrado que en solucion tiene lugar fundamentalmente la reaccion de
transferencia electrénica, con abstraccion de hidrogeno decl solvente produciendo el
compuesto 8-H alprazolam, rcordcnamientos que dan lugar a la triazolaminoquinolina y en
menor proporciéon una fotoxidacidon que produce la triazolbenzofenona. Confirman estas
conclusiones los resultados de fotoquimica en fase sélida que producen fundamentalmente la

triazolbenzofenona.
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7.1 Introduccion

En el capitulo 5 se describid la sensibilidad a la fotodescomposicion que presenta el
Alprazolam como droga pura y principalmente cuando éste estd en solucién. La segunda
etapa de este estudio de Fotoestabilidad dc Medicamentos consiste en determinar la
sensibilidad a la luz de la molécula cuando se encuentra formando parte de una preparacién
farmacéutica. ' Sc plantearon los siguientes objetivos:

e Determinar si los mismos productos de fotodegradacién identificados en
condiciones de degradacion forzada (soluciones irradiadas con lampara) se forman al
irradiar comprimidos de alprazolam.

e Determinar si los mismos productos de fotodegradacion identificados en
condiciones de degradaciéon forzada (soluciones irradiadas con lampara) se forman bajo
irradiacion natural cuando la droga esta preparada en una forma farmacéutica.

e Determinar si los mismos productos de fotodegradacién identificados en
condiciones de degradacion forzada (soluciones irradiadas con lampara) se forman bajo
irradiacion natural cuando la droga esté preparada en una forma farmacéutica.

e Desarrollar y validar un método de cuantificacion que permita el seguimiento
de los reacciones de fotodegradacion.

e Medir la velocidad dc decaimiento del principio activo en formas

farmacéuticas irradiadas con luz natural.

7.2 Consideraciones sobre la fotoestabilidad en formas farmacéuticas sdlidas

Muchas dificultades se encuentran cuando se trata de estudiar la fotoestabilidad de
formas farmacéuticas, especialmente en las preparaciones sélidas. La estabilidad de la droga
en formas farmacéuticas solidas es la mas importante, debido a que las formas farmacéuticas
solidas son mas comunes que otros tipos, y porque los primeros ensayos clinicos en el
desarrollo de una nueva droga son usualmente llevados a cabo con este tipo de forma
farmacéutica. No obstante pocos cstudios sistematicos acerca de la fotdlisis de s6lidos han
sido publicados.

En formas farmacéuticas solidas no se espera que la droga sufra una fotdlisis
extensiva, dado quc la fotdlisis en este caso para algunos autores es un fendémeno de
superficie,” mientras que otros consideran que es la combinacion de humedad y luz la que
causa la fotodegradacion.’ En base a nuestras propias experiencias en estudios de estabilidad

de drogas puras y de medicamentos podemos establecer lo siguiente:
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Las formas liquidas, y en espccial las transparentes, son las mas scnsibles a la accion
fotoquimica cuando la droga es fotocstablc. El envase de color ambar cs una proteccion
parcial. El cstuche opaco de cartulina y la inscripcion “protéjasc de la luz” son
imprescindibles cuando el medicamento cs fotosensible.

Siendo la forma sé6lida opaca al paso de luz, la mayor sensibilidad se cncuentra en la
superficic y va disminuyendo a medida que aumenta la columna de penetracion.

Dependiendo de la cstructura dcl principio activo y de los excipientes la
fotodegradacion superficial puede generar compuestos que catalizen posterior degradacion de
la droga fotoquimica o no.

Dcbe cstablecerse claramente la degradacion producida por la humedad y la
temperatura “a oscuras” a fin de poder cvaluar el cfecto conjunto de la humedad, tempceratura
y luz, y desarrollar los excipientes y métodos de empaque mas adecuados para la proteccion

especifica de medicamentos en cada caso.

7.3 Analisis de comprimidos irradiados artificialmente.

Teniendo el conocimiento previo de los productos de fotodegradacion cn que se
descompone el alprazolam, sc analizé muestras dc comprimidos irradiados durante 6 meses
con la lampara scleccionada para realizar cstudios de estrés forzado™ ® Los analisis por TLC
mostraron que los productos en que se descomponen los comprimidos son aqucllos aislados a
partir de la cxtraccion de la solucion buffer irradiada, produciéndose de manera importante
triazolbenzofenona y como segundo producto triazolaminoquinolina.

Con cl objetivo dc confimar la estructura del principal producto de
fotodescomposicion, se procedié a separarlo mediante HPLC. Los espectros de 'H RMN, *C
RMN vy espectros de masa coinciden con los espectros del compuesto caracterizado como
triazolbenzofenona.

El analisis por cstandar externo por HPLC indica que el alprazolam a decaido a un
54.1 %, mientras quc un total de 30.3% dc triazolbenzofenona sc ha formado y un 15.6 % de
triazolaminoquinolina, cn un periodo de irradiacién de 6 meses con cl simulador solar usado,

sc obtuvo cl cromatograma mostrado cn la figura 7.1.
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Figura 7.1 Cromatograma obtenidos del analisis de
comprimidos de alprazolam (1.0 mg) irradiados con lampara metal haluro

(A) triazolbenzofenona, (B) alprazolam, (C) triazolaminoquinolina.

El porcentaje de degradacion encontrado cs importante al tratarse de una forma
farmacéutica sélida .

Lo que siguc a continuacion son los estudios orientados a determinar si esta
fotodegradacion observada en comprimidos irradiados con ldmpara, se produce también bajo

condiciones de trradiacion natural.

7.4 Desarrollo y validacion del método de cuantificacion

7.4.1 Estandarizacion del método de cuantificacion
Los siguientes experimentos tienen como objetivo encontrar las condiciones cromatograficas
optimas de resolucion del alprazolam y de sus productos de degradacion, método que luego
sera utilizado para el analisis cuantitativo en los estudios cinéticos de la fotodescomposicién
del alprazolam.

En la revision bibliografica sobre métodos de cuantificacion de alprazolam se
cncontraron numerosas aplicaciones de HPLC para la cuantificaciéon de alprazolam en

7.8.9.10,11

matrices bioldgicas, en los métodos propuestos se usan diversas condiciones

cromatograficas en cuanto a modificador organico, pH de la fase acuosa y en otros se usa
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cromatografia de intercambio idnico, también se han publicado métodos con

5,16, .,
131647 como s¢ menciond en el

LC/MS/MS'#13 My otros mediante cromatogralia gascosa
capitulo 1. Solamente se encontré una publicacion dc un método de HPLC usado para cl
cstudio de estabilidad dc alprazolam, donde se describe el cstudio dcl efecto de la
temperatura sobrc la estabilidad de tres formulaciones cxtemporaneas de alprazolam no
disponibles cn el mercado, las mucstras se almacenaron a 5 y 25 °C, protegidas de la luz y
durante 60 dias. El andlisis por ¢l método propuesto indicd que en la preparacion mas
inestable, se retiene un 93.9 y 91% (5 y 25 °C, respectivamente) de la concentracion inicial de
alprazolam.'® Si bien sc ha detectado un decaimiento, este cs claramente, un cstudio muy
impreciso y defectuosamente disefiado tanto en las tcmperaturas cstudiadas como en los
lapsos del estudio y solo se cvalua cl alprazolam remanente sin realizarse determinaciones de
productos de degradacion, cvaluacion del balance de masas, ctc.

Actualmente la HPLC es la técnica mas extensivamente usada cn los cstudios de
cstabilidad de drogas,'” y dado lo poco confiable de la publicacion anterior, se procedio a
estandarizar un método de HPLC, apto para la deteccion cuantitativa de alprazolam y sus
principales productos de fotodegradacion formados en comprimidos, los cuales se
identificaron en el cstudio de cstrés forzado descrito anteriormente. Se utilizo la siguiente
meczcla dc  estandarcs: Alprazolam, 7.68x10* M; 8H-Alprazolam, 1.53x107 M,
Triazolbenzofenona, 1.68x10" M y Triazolaminoquinolina, 3.25x10° M.

Como punto de partida se tomaron las siguicntes condiciones: acetonitrilo-agua,
lumna RP-18, 220nm, | ml/min. En la figura 1 se ilustra la modificacidon del factor de

capacidad k’ correspondicnte al alprazolam con ¢l porcentaje de acctonitrilo en la fase mévil.
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Fig. 7.2 Modificacion del k’ del alprazolam por el % de acetonitrilo.

Fase movil: acetonitrilo-agua, columna RP-18, 220nm, 1 ml/min

La curva resultantes es inusual, muestra que hay retencion de alprazolam al aumentar
y disminuir el porcentaje de acetonitrilo; con acetonitrilo 100% y agua 100% el alprazolam
no eluye. Sc obscrva que hay un maximo de elusion con 50% de acetonitrilo.

También se analizo la influencia de la fuerza de elusion en la resolucién. En la Tabla
1 se describe la resolucion calculada para cada uno de las distintas mezclas expresadas en

porcentaje de acetonitrilo:

Tabla 7.1. Modificacion de la Resolucién por el % de acetonitrilo.”

% Resolucion
acetonitrilo

30 0.97

35 0.80

40 2.0

45 1.45

50 1.2

55 0.6

60 0.7

*Fase movil: acetonitrilo-agua, columna RP-18,220nm, 1 ml/min.
Muestra: Alprazolam, 8H-alprazolam, triazolbenzofenona y triazolaminoquinolina
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Segin la Tabla 1, la mejor resolucion sc logra con 40% de acctonitrilo, y de
acuerdo a la Fig. 1 con este porcentaje el factor de capacidad csta en un término medio.
Después, sc analizo cl efecto dc otros modificadores orgdnicos de forma similar a la
cfectuada con acctonitrilo. En la Tabla 2 sc resumen los mejores factores cromatograficos
obtenidos con fases modviles compuestas con otros solventes, conservando la fuerza de

clusién de la mezcla acetonitrilo-agua, 40-60.

Tabla 7. 2. Evaluacién de otros modificadores organicos.’

Solvente traiprazolam k’ R
Acctonitrilo 40% 8.8 4.6 2
Metanol 55% 12.8 4.6 0.07
Tetrahidrofurano 72.7 14.5 1.05
29%"

“ Fase movil: solventc-agua, columna RP-18, 220nm, 1 ml/min.
P Se usé 29% de THF ya que no cs posible usar el porcentaje requerido
(35.7%) por impedimentos técnicos (aumento de la presion ).

Se obscrva cn csta tabla que el mectanol afccta principalmente la resolucion,
disminuyéndola de mancra apreciable, mientras que con THF el alprazolam presenta tiempo
de retencion muy alto, que no cs muy apropiado para hacer analisis de rutina. Por estas dos
razones, cl acctonitrilo es el mejor modificador organico para resolver la muestra. El
compucsto que prescnta mayor tiempo de retencion cs la tnazolaminoquinohina, (quinolina)
cn lo sucesivo sc mucstra cste dato, ya que cs éste ¢l que determina el tiempo de analisis.

A continuacion se analizé qué efecto ticne ¢l pH de la fase acuosa y cl tipo de buffer
usado. En todos los casos, se usé una concentracidon de buffer de 0.025M y con igual fuerza
idnica. Se determino cl tg y la resolucidn para distintitos sistemas de buffer conservando la

concentracion de acctonitrilo al 40% cn la fasc movil. Se muestra algunos resultados en la

Tabla 3.
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Tabla 7.3. Efccto del pH en la fase mévil. ?

Fase acuosa, tr tr R
(60%) alprazolam | quinolina
Buffer fosfato pH 4.5 By ga 0.22
Buffer fosfato pH 7.5 8.1 17.8 0.15
Buffer acetato pI1 4.5 16.0 >25 0.28
Buffer formico pH 4.5 4.9 6.0 0.10
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“Fasc mévil: acctonitrilo-buffer, columna RP-18, 220nm, 1 ml/min.

Sc observa en primer lugar que el pH no afecta el tg de alprazolam ni el de la
quinolina, tampoco se observo que afectara el tg de los otros compuestos. En segundo lugar,
se observa que la naturaleza del buffer cambia los tg de los compuestos a analizar, y la
resolucion del cromatograma. Dc acucrdo a csta tabla la mayor resolucién la presenta el
buffer de acctato, pero ticne cl inconvenicntc de presentar altos ticmpos de retencion.
También sc observa quc el tg de la quinolina se diferencia notablemente de los tg
correspondientes a los otros compuestos en cstudio, cste hecho indica que un método de
gradiente es el mas apropiado para el analisis de esta muestra.

Se realizaron numerosos ensayos, al cabo dc los cuales se llego al siguiente sistema de
gradiente como el dptimo para resolver la muestra, se empez6 con una mezcla A compuesta
por acetonitrilo-buffer acetato pH 4.5, 40-60 y se termind con una mezcla B compuesta por
acetonitrilo-buffer acetato pH 4.5, 80-20, y un programa de gradiente: 0-10 min (gradiente
lincal fasc mévil A: 100% a 50%), 10-14 min (isocratico, fase mévil A: 50%) y 14-20 min
(gradiente lineal fase mévil A: 50% a 0%). Guardando las condiciones cromatograficas, flujo
a Iml/min y deteccion a 254 nm. En estas condiciones el alprazolam eluye a 8.7 min y
quinolina 12.5 min.

En la figura 7.3 se muestra un cromatograma de la mezcla de estindares donde los

productos de degradacidn del alprazolan cstan bien resueltos.
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Figura 7.3. Cromatograma rcsultantc de la inyeccion de solucion estandar:
(A)8-HAlprazolam (B) Triazolbenzofenona; (C) Alprazolam;

(D)Triazolaminoquinolina.

7.4.2 Validacion del método

La validacidn consiste cn la cvaluacion de los parametros del método que ascguren la
cficacia para usar estec método en mediciones cuantitativas,”®?' en este caso de los productos
de degradacion de alprazolam en el rango de las concentraciones de interés.

La determinacion de la concentracion dec alprazolam remanente, como también la
determinacion de la concentracidn de los productos formados se hizo a través de estandar
cxterno, se construyo una curva cstandar de alprazolam cn el rango de 480.5 a 1201 pg/ml, la
respuesta arca-concentracion es lineal con un coeficiente de correlacion de 0.99. De igual
forma para los productos de degradacién sc clabord una curva de calibracién en ¢l rango de
4.71 a 103.49 pg/ml, como sec observa cn la figura 3 la respuesta cs lincal con cocficicntes dc

corrclacion de 0.99. Las pendientes de las rectas sc resumen cn la tabla 4.
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Figura 7.4. Lincaridad de productos de Fotodegradacién

Tabla 7.4. Respuesta Area vs concentracion

Compuesto Pendiente Rango [ ]
pg/ml
Alprazolam 35.428 480.5-1201.2
8-Halprazolam 13.504 4.71-94.25
Benzofenona 18.782 5.17-103.49
Quinolina 18.168 10.01-80.0

Se evalud también la precision del método para cada uno de los productos y en las
concentraciones mas bajas del rango de 4.71- 48.28 pg/ml para los productos de degradacidn.

La desviacion relativa estandar (RSD) calculada para cada producto resulté ser menor
del 3.0%, valor que se considera aceptable teniendo en cuenta las bajas concentraciones que
se estan midiendo. RSD son mayores para las concentraciones mas bajas.

s=V(EXi-X)¥/n-1

RSD= s*100/X
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Tabla 7.5. Precision del método

Compuesto pg/ml RSD
4.71 2.39

8H Alprazolam 11.77 2.10
23.56 1.20

5.17 2.35

Benzofenona 12.94 2.89
25.87 2.10

10.01 2.59

Quinolina 25.01 2.77
49.28 1.13

480.48 1.56

Alprazolam 800.00 1.52
1201.2 1.08

Otro factor importante que sc calculd debido a la bajas concentraciones que se
rcquicren medir cs la sensibilidad.?? Para cllo, sc realizaron medicioncs de estandares
preparados en concentraciones dcl rango de 5.0 — 25.0 pg/ml, ¢ inyectados por triplicado. Se
calcularon los limites de acuerdo a las ccuaciones 1 y 2:

Limite de deteccion: (Ybi+3 Sbi)/b*(1/Vn) (Ecuacion 1)
Limite de cuantificacion: (Ybi+10 Sbi)/b*(1/¥n) 2* (Ecuacion 2)

Dondec Ybi es la respucsta a concentracion cero de una curva concentracion vs
respucsta, usando los datos gencrados de los cstandares de 5.0 — 25.0 pg/ml, Sbi cs la
desviacion estandar a concentracidn cero de una curva concentracion vs desviacion, y n cs cl
numero de mediciones. b cs la pendiente de la curva de calibracion.

La scnsibilidad calculada para cl método propuesto sc muestra en la tabla 6, los
limites dc deteccion y cuantificacion demuestran que el método cs apto para mediciones de

bajas concentracionces de productos de degradacion.
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Tabla 7.6. Sensibilidad del método

[ 1 L . Deteccion | L .Cuantificacion
pg/ml (ng/ml) (ng/ml)
8H Alprazolam| 4.71-23.56 0.14 0.65
Benzofenona | 5.17-25.87 0.32 0.97
Quinolina 5.01-25.01 1.53 3.04

7.5 Estudio de fotoestabilidad de formulaciones farmacéuticas de alprazolam

La forma farmacéutica en que sc encuentra disponible el principio activo estudiado es
solida (comprimidos), no se han elaborado preparaciones liquidas con alprazolam debido a su
baja hidrosolubilidad y a la hidrélisis y reciclizacion que sufre el alprazolam en medios
acuosos como se menciond en el capitulo 2. Debido a estas inconvenientes han aparecido
propucstas para disciiar prodrogas dc alprazolam que permitan desarrollar formulaciones
parenterales.’ Otra caracteristica que ticnen las formulacioncs de alprazolam es que dada la
alta potencia que caracteriza a esta benzodiazepina las concentraciones que se usa son bajas
del orden de 2.0, 1.0, y 0.5 mg.

Lo primero implica que en esta preparacion sélida el alprazolam es mas estable que en
las soluciones en que se ha cstudiado previamente, y lo segundo exige que el método para
estudiar la degradacion sea lo suficicntemente sensible a las bajas concentraciones de los
productos de degradacion que sc forman y que sea preciso en la determinacidon de las
variaciones en la concentracion de principio activo remante.

El estudio se desarrollé irradiando cuatro presentaciones comerciales de alprazolam
(comprimidos de 2.0, 1.0 y 0.5 mg). La fucnte de radiacion elegida para este estudio es la luz
natural. A pesar de que las guias de la [CH recomiendan irradiar con una lampara, se eligi6
irradiar con luz solar directa por un periodo de aproximadamente 2 afios, a fines de estar
scguro o de confirmar quc la degradacion cstudiada sc llcva a cabo en condiciones naturales y
no cs producto de una degradacion forzada con otro tipo de radiacion diferente a la radiacion
solar.

Las tabletas se irradiaron de mancra individual, se asignaron las letras A, B, Cy D a
las cuatro preparaciones comerciales diferentes que sc presentan en forma de comprimidos,

las muestras A y B (comprimidos de 2 mg y 1 mg respectivamente) obtenidas a granel se
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someticron a irradiacion envasando cada una dentro dec un frasco scllado herméticamente y
las muestras C y D (comprimidos dc 0.5 mg) sc irradiaron dentro de su envasc inmediato
(blister).

Durante el periodo de cnsayo no sc obscrvo deterioro del envase primario, pero si se
alteraron las propiedades fisicas dc las tablctas.

Las mucstras sc analizaron con ¢l método propucsto de HPLC, este andlisis indico que
cl alprazolam cn cstas condiciones de irradiacion es fotosensible y que se descompone dando
lugar a dos productos de dcgradacion: triazolbenzofcnona y triazolaminoquinolina, los cuales
sc identificaron mediante la comparacidn dc los tg con estandarcs puros dc productos dc
degradacion aislados previamente de la fotodegradacion de soluciones buffer. La
triazolbenzofenona cs el compuesto mayoritario, la concentracion rclativa en que se forma
permitié que se pudicra aislar y purificar a partir dc comprimidos degradados artificialmente
con cl fin de confirmar su estructura por cspectroscopia RMN y EM. El cromatograma (Fig.
4) generado de una mucstra sometida a irradiacion natural por 408 dias muestra las relativas

intensidades dc los productos de degradacion formados y del principio activo



Fig. 7.5 Un tipico cromatograma de HPLC para comprimidos fotodegradados de

alprazolam (0.5mg): (B) Triazolbenzofenona; (A) Alprazolam; (C)Triazolaminoquinolina.

Aplicando el método de HPLC previamente validado se calculé la velocidad de
desaparicion del principio activo de las muestras analizadas. A pesar de las dificultades
analiticas propias de estos comprimidos, las determinacioncs efectuadas indican claramente
quc el decaimiento del principio activo siguc una cinética de orden cero como se observa en
las figuras 5, 6, 7 y 8 para cada espccialidad farmacéutica. En la Tabla 7 se resumen las

constantes de velocidad para cada una de las muestras.
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Figura 7.6. Fotodcgradacion de comprimidos de alprazolam 2 mg. Muestra A.

(8) Alprazolam, (+) Triazolbenzofenona, (A) Triazolaminoguinolina
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Figura 7.8. Fotodegradacion de comprimidos de alprazolam | mg. Muestra B.

(©) Alprazolam, (+) Triazolbenzofenona, (A)Triazolaminoquinolina
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Figura 7.9. Fotodegradacion de comprimidos de alprazolam 0.5 mg. Muestra C.

O) Alprazolam, (+) Triazolbenzofenona, (A)Triazolaminoquinolina
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Figura 7.10. Fotodegradacion de comprimidos de alprazolam 0.5 mg. Muestra D.

(O) Alprazolam, (+) Triazolbenzofenona, (A)Triazolaminoquinolina
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Se observa que cl cnvasc afecta la velocidad de descomposicion: en efecto las
velocidades de reaccion son semejantes para ¢l mismo tipo de envase, las mucstra irradiadas

dentro de un blister (mucstras C y D) sc descomponen mas rapidamente.

Tabla 7.7 Constantes de decaimiento de Alprazolam

Muestra | & dias ™’ r t max
(10°) (dias)

A 7.6 0.88 547

B 6.6 0.85 700

C 12.5 0.89 781

D 15 0.95 495

La muestra que presenta ¢l maximo dccaimiento de la potencia es la muestra D,
alcanza a un 10% dc pérdida de la potencia, (valor que es considerado como una degradacion
significante) después de una cxposicion de aproximadamente dos afios. Estos resultados
indican que las preparacioncs farmacéuticas (comprimidos) de alprazolam son sensibles a
degradacion promovida por la luz.

Las constantcs de velocidad calculadas en la tabla 7.7 no deben tomarse como
herramicntas  predictivas del decaimiento de alprazolam para determinar cl tiempo de vida
util de los comprimidos como cs usual con la degradacion de medicamentos promovida por la
temperatura y la humedad. La diferencia se basa cn que la fotodegradacion puede ser
cficientementc impcdida mediante la scleccion de un empaque apropiado, micntras que la
degradacion de medicamentos debido a la temperatura y/o humedad no puede ser cvitada, por
esta razon los cstudios de fotoestabilidad en el producto farmacéutico sc¢ orientan hacia la
busqueda de un material de empaque adccuado siguicndo ¢l diagrama dc flujo de decisiones
mencionado en la introducciéon. Los ensayos de fotocstabilidad son un cnsayo dec cstrés
discitado para determinar las caracteristicas de la cstabilidad intrinscca de una nueva droga,
sus nucvos productos de degradacion y su posible fototoxicidad. No se ha cstablecido
correlacion alguna que cquipare el resultado con ¢l periodo de expiracion.”’

En cuanto a los productos formados sc aprecia cn las figuras 5, 6, 7 y 8 quc la
aparicion dc ¢stos siguc también una cinética de orden cero, sobresale en cstas figuras la alta
concentracion de triazolbenzofenona que se obscrva cn las muestras C y D.

Las velocidades de formacidn de los productos de degradacion resumidas cn la tabla

7.8 indican que la velocidad dec formacion de triazolbenzofenona es mayor que la velocidad
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de formacién de la triazolaminoquinolina para todas las preparaciones farmacéuticas
estudiadas, principalmente en las muestras C y D, mientras que la velocidad de formacion de

la triazolaminoquinolina no varia dc manera significante en las cuatro mucstras analizadas.

Tabla 7. 8. Constantes de formacidn de fotoproductos de degradacion

Triazolbenzofenona | Triazolaminoquinolina
Muestra 107k, r 107k, r
dias ™! dias ™!
A 4.6 0.80 2.2 0.75
B 4.7 0.89 3.1 0.82
C 11 0.89 2.0 0.73
D 12 0.94 2.8 0.94

Los bajos valores del factor de correlacion cn las cinéticas de decaimiento como en las
de formacion de compuestos se deben a la variacién en la uniformidad de dosis y no al
método. Como se demostrd en la validacidon del método, éste tiene un limite de cuantificacion
apropiado para determinar las pcquciias concentraciones de los productos de degradacion
formados (0.97 upg/ml y 3.04 pg/ml para triazolbenzofenona y triazolaminoquinolina,
respectivamente). También puede dcberse parcialmente a las variaciones en la irradiacion
natural a que se sometieron las muestras.

La variacién de la uniformidad de dosis en comprimidos con bajo contenido de
principio activo es alta, en este caso sc deberian analizar cada vez 10 unidades; en este
ensayo no se hizo asi a razén de disminuir la cantidad de muestras irradiadas ya que las
muestras deben irradiarse de manera individual y guardando una geometria apropiada para

ascgurar que todas las mucstras reciban la misma cantidad de irradiacion.?

7.6 Medidas de Fluorescencia en comprimidos

También se evalué si hay cambios cn las propicdades fluorescentes de los
comprimidos al someterse a irradiacion. Para este ensayo se compar6 los espectros de
fluorcscencia de muestras blanco (provenicntes de comprimidos sin irradiar) con las muestras
provenientes de comprimidos irradiados con luz natural, en las mismas condiciones en que se

irradiaron las muestras analizadas por HPLC. (ver detalle en la parte experimental)
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En la figura 7.10 sc mucstran los espcctros de fluorescencia obtenidos. El espectro de emision
(XAexe 260nm) de una solucidn de triazolaminoquinolina ( 3.2 xlO'SM) se muestra cn la figura
7.10 cn linca grucsa, y cn lincas dclgadas los espectros obtenidos con comprimidos.

Sc observa claramente que fas muestras sin irradiar “blanco” (linca caracterizada con
(O) no presentan fluorescencia, micntras que los comprimidos irradiados (lincas delgadas)
presentan fluorescencia. Los espectros corresponden a fas muestras A, C y D con ticmpos dc

cxposicion a la irradiacion solar de 792dias, 605 dias y 605 dias, respectivamentc.

80000
60000
©
(§]
ge)
» 40000 /-
o v
= ~S
20000
0 (@)
340 390 440 490

Longitud de onda

Figura 7.10. Mcdidas de fluorescencia en comprimidos.

De acucrdo a nuestro conocimicnto de los productos de degradacion formados, la sciial de
fluorescencia s¢ debe fundamentalmente a la formacidn de quinolina. El corrimiento de los
maximos y la dispersion obscrvada cn los comprimidos puede deberse a la turbidez por la
presencia de restos dc excipientes, como también pucdc debersc a la presencia de otros

compucstos fluorescentes minoritarios no idcntificados.

Conclusiones

Los resultados mucstran la fotosensibilidad dcl alprazolam bajo formas farmaccéuticas

solidas (comprimidos) al ser irradiado con luz solar directa. A pesar de scr un proceso de
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supcrficie se observa que la descomposicion alcanza un valor maximo de 10% en la muestra
D en un periodo de 2 afios.

El método de analisis propuesto cs adecuado para cl seguimiento de muestras
fotodegradas.

La fotodegradacion en estas condiciones da lugar a la formacién de dos de los
compuestos que se observaron en irradiacion con lampara y en solucion: triazolbenzofenona
y triazolaminobenzofenona, siendo mayoritario el primero.

Determinada la fotosensibilidad, es claro que los ensayos para evaluar la
fotoestabilidad de las formas farmacéuticas de este medicamento deben conducirse dentro de

su empaque final (blister +caja) para comprobar la eficacia del envase.
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8.1 Materiales y Métodos

8.1.1 Equipos

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear 'H y "C-RMN se registraron en un
espectometro Bruker AM 200 y otros en un espectometro Bruker AM 500, usando
tetrametilsilano como cstandar intcmo. Las mediciones sc¢ cfectuaron usando tubos de 5 mm. Se
uso cloroformo, CDCl, y Metanol, CD,0OD como solventes.

Los espectros de masa por impacto electronico IE-EM se registraron usando un
espectrometro de masa BG Trio-2. Cuando se utilizd6 cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masa se us6 un cromatégrafo Hewett Packard 5890, los espectros se
realizaron a 70 eV.

Las determinaciones de CGL se hicicron en un equipo Hewelett Packard 5890 equipado
con detector FID y Columna HP §.

El Programa que ofrecié mejor resolucidn es el siguiente: Primera rampa temperatura
inicial 170 °C, a 2°C/ min hasta tempcratura final de 180 °C. Segunda rampa de 180 °C a
0.5°C /min hasta temperatura final de 200 °C. Temperatura del detector 230 °C. Temperatura del
inyector 280 °C. Gas portador: Nitrdgeno.

Las determinaciones de HPLC se hicieron usando un cromatégrafo Hewlett-Packard 1100
que consiste en una bomba Cuatemaria HP GI1311A, detector UV HP 61315A. Las mejores
condiciones s¢ obtuvieron usando una columna dec fasc reversa Lichrosorb RP-18, (Sum, 200 x
4.6 mm). Sc usaron los siguicntcs métodos:

Método A: Como fase mdvil se usé una mezcla de buffer pH 3.5:acetonitrilo, 35:65, con
un flujo de 1 mL/min. El buffer csti compuesto por acido fosférico 5 x 102 M con trietilamina
(TEA) 1.44 x 10?M, y se ajusté a pH 3.5 con NaOH.

Método B: se usd un programa de gradiente: Fasc moévil A: buffer acetato 0.025 M pH
4.5- acetonitrilo 60-40, y fase mévil B buffer acetato 0.025 M pH 4.5- acetonitrilo 20-80, se
aplico el siguiente gradiente: 0-10 min (gradiente lincal fase mévil A: 100% a 50%), 10-14 min
(isocratico, fasc movil A: 50%) y 14-20 min (gradicntc lincal fasc moévil A: 50% a 0%),

guardando las condicioncs cromatogrificas: flujo = Iml/min y deteccion a 254 nm.
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8.1.2 Purificacion de Solventes

Ciclohexano

El producto comercial puro sc dejo sobre cinta de sodio durante varios dias y luego se
destild sobre este elemento. Sc recogid la fraccion de punto de cbullicion 81-82 °C.

Benceno

El producto comercial previamente destilado o secado sobre sulfato de sodio anhidro sc

dejo sobre cinta de sodio durante varios dias luego se destilo sobre este clemento. Se recogié la
fraccion dc 80-81 °C.

Tetrahidrofurano

El producto comercial sc dejo durante 24 horas sobre lentcjas de hidroxido de sodio. Se
filtrd y se calentd a reflujo sobre sodio metdlico y benzofenona, hasta que la solucion presenté
color azul. Luego sc destild recogi¢ndosc la fraccion de punto de punto de ebullicion 66-67 °C y
sc guardd en un balén con tapa csmerilada y al abrigo de la luz. Previa a su utilizacién se paso
por una columna de alimina basica para climinar los pcréxidos que pudieran haberse formado.

Cloruro de metileno

El producto comercial se destild y sc recogid la fraccion de punto de ebullicion de 39-40 °C.

Ispropanol

El producto comercial se destild y sc recogio la fraccion de punto de ebullicion de 82-83 °C.

Acetato de Etilo

El producto comercial sc destild y sc recogid la fraccidon de punto de ebullicion de 76-77 °C.

Metanol

El producto comercial sc destilo y se recogid la fraccion de punto de cbullicion 64.5-65.
Para las medidas de fluorescencia se usé metanol grado HPLC

Acetonitrilo
Se uso acetonitrilo grado HPLC, cl cual se filtré por filtro de membrana 0.45pm
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8.2 Sintesis de productos de degradacion

8.2.1 Sintesis de 2- amino-5 - clorobenzofenona.

Sc preparé por condensacion de cloruro de benzoilo con p-cloroanilina, siguiendo el
método desarrollado en nuestro laboratorio.' Su pureza se confirmé por TLC.

Se calento 81 g, (67.5 ml-67.6 mmol) de cloruro de benzoilo hasta 120 °C y se agrego,
en porciones Yy agitando, 33 g (259 mmol) de p-cloroanilina. La mezcla se calento hasta 180 °C, y
se agrego 45 g (33mmol) de cloruro de zinc, la temperatura se elevé gradualmente hasta 220-230
°C y se dejé reaccionar a dicha temperatura hasta que cesé la eliminacién de acido clorhidrico (1-
2 horas). La mezcla se enfrid a 120 °C, se agregd cuidadosamente 240 ml de acido clorhidrico
3N, sc agitd y se calentd a reflujo. Se decantd la capa icida caliente. Este procedimiento se
repitid varias veces para eliminar el cloruro de zinc y para eliminar el acido benzoico producido
por hidrdlisis del cloruro de benzoilo en exceso.

El producto de condensacién crudo, insoluble en agua, se disolvié en 50 ml de acido
sulfiirico 75% v/v y se someti6 a reflujo durante 40 min para completar la hidrélisis, la solucién
caliente se verti6 sobre 500g de hielo molido y se diluy6 con 250 m! de agua.

El material organico se extrajo con cloruro de metileno, (4% 60 ml). El extracto se lavé
con acido clorhidrico 3N (4 porciones de 250 ml cada una) para eliminar los restos de p-
cloroanilina, y con NaOH 5N, para climinar los restos de acido benzoico. El extracto se secé con
sulfato de sodio anhidro, se filtré y sc evapord cl solvente a presion reducida. Se recristalizo con
metanol obteniéndosc un producto de pf 77-78 °C, que luego se recristaliz6 con metanol. Se
obtuvo un precipitado de pf 83-85 °C. Posteriormente se recristalizo con éter de petréleo: cloruro
de metileno 3:1 y se obtuvo un precipitado de pf 96 °C ( lit 95-97 °C).2

'H RMN: 5.91(s, 2H, NH,); 6.56 (d, 1H, H-3); 7.1(d, 1H, H-4); 7.3-7.8(m, 6H, H-6. H-9,
H-10, H-11).

PC RMN: 119.8- 118.1 (C1, C3, CS); 128.9 (C10-13); 131.1-13.4 (C6,C9-C13, C10-C12,
C11); 133.06 (C4); 133.9 (C8); 191.9 (C2); 197.0 (C7).

EM : m/c : (ion, ab.rel., %): 233 ((M+2]’, 29.5); 232 ([M+1]' o [M-1+2]', 47); 231
([M]',88); 230 ([M-H]', 100); 216([M-OH+27]’, 2); 214 ([M-OHY’, 5.5); 195 ((M-CIH]", 15.5);
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151([M-Ph+2]", 8.5); 149 ([M-Ph]’, 27.5); 128 ([M-PhCO+2]", 5.5); 126 ([M-PhCO]’, 17.5), 105
(37.5); 77(57.5).

8.2.2 Sintesis de 2 - amino - 3, 5 - diclorobenzofenona.

Sc sintetizé por cloracion dc la 2-amino-5-clorobenzofenona con cloruro de sulfurilo
siguicndo cl método desarroltado en nucstro laboratorio.'

Sc peso 0.5 g de 2-amino-5-clorobenzofenona y se adiciond 12.7 ml de éter etilico
anhidro y se disolvio. Después sc enfrid cn hiclo y sc agregd gota a gota 0.63 ml de cloruro de
sulfurilo bajo agitacion continua. Lucgo sc coloco cn reflujo y se calentd muy suavemente por'15
min.

Se lavd dos veces con agua, y luego con bicarbonato de sodio al 10% y nuevamente con
agua, hasta que los lavados fueran de pH ncutro. Se scco con sulfato de magnesio y se filtro.

Sc climind cl solvente por cvaporacion, obteniéndose un accite de color marrén. Se
disolvid ¢l cxtracto cn metanol y carbon activo y se cristalizd cn frio. De esta mancra sc
obtuvieron cristales amarillos cn forma de aguja y punto de fusion 97---99 °C (lit 98-100 °C).?

Sc identificod los cristales por medio de TLC, con ecluente tolueno-ciclocxano, 90-10
contra un patron.

'H RMN: 6.43 (s ancho, 2H. NH,); 7.15 (d, J=2, 2H, H-4, H-6); 7.2-7.6 (m, SH, H-9,H-
10-H-11).

13C RMN: 128.2-129.0 (C1-C5,C6,C3, C9, CO, C12, C13); 131.7 (C4); 131.9 (C-11);
133.2 (C8); 222.4(C7).

EM: m/c: (ion, ab.rel. %): 209.8; 208.17, 267.0 ((M+2], 37); 266 ([M-1+2]',83);
205([M]',83); 204([M-1]°,100); 249([M-OH+2]", 3); 247([M-OH)',5.5); 230(7); 228([M-
HC1]',28.5); 190([M-Ph+2]',12); 188([M-Ph]’, 18.5); 162([M-PhCO+2]’, 7.5); 160 ([M-PhCOJ’,
11.5); 105 (68); 77(84).

8.2.3 Sintesis de 2-( N- metil) amino-5-clorobenzofenona

Este compuesto fue preparado por tosilacion de la 2-amino-5S-clorobenzofenona, seguido

de metilacion y subsccuente detosilacion.
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Tosilasion : Se sometié a reflujo una solucion de 6.5 g (28 mmol) dc 2-amino-5-
clorobenzofcnona, y 6.3 g (33.3 mmol) de cloruro dc p-tolucsulfonilo en 27.8 ml (27.3 g, 345
mmol) (d=0.982 g/ml) de piridina durante 90 minutos. Sc destilaron 13.4 mi (13.15g, 166 mmol)
de piridina, el residuo sc vertié sobre 74.5 mi de agua y se agito hasta solidificacién del aceite.

El precipitado obtenido sc filtré y se lavo consecutivamentc con agua caliente y éter de
petréleo 30-40. Se recristalizé en etanol obteniéndose 9.3 g de 2-tosilamidobenzofenona que
corresponde a un rendimiento del 99%. Pf119-120 °C ( lit 120-121 °C).?

Metilacion: Se agregd una solucién de 6.67 g (290 mmol) de sodio en 100 ml de metanol,
a una solucidn de 9.3 g (24 mmol) de 2-tosilamidobenzofenona seca en 90 ml de tolueno. La
mezcla se agitd y sc somctid a reflujo durante 90 minutos. Se destild cl metanol y una pequeiia
parte del tolueno y sc agregd 6.12 g (4.52 ml, 48.5 mmol) de sulfato de dimetilo al derivado
sodico precipitado. La mezcla se agito y se sometio a reflujo durante una hora.

Se agregd 60 ml de NaOH 6 N y se sometid a reflujo durante una hora con el objeto de
destruir el exceso de dimetil-sulfato. La mezcla se enfrid, se separo la fase organica que se seco
con sulfato de sodio anhidro y se elimind el solvente por destilacion del mismo a presién
reducida. El residuo amarillo se purificd por recristalizacion con metanol. Rendimiento 9.6 g, Pf
150-152 °C (lit 151-152 °C).?

Detosilacion: Sc adicionaron 96 g (24 mmol) de N-metil-2-tosilamidobenzofenona sobre
192 ml de acido sulfiirico 70%, precalentado a 105 °C. La mezcla se agitd y calent6 hasta 145
°C, hasta obtener una solucion clara (aproximadamente 10 minutos), que luego se volcd sobre
hielo granizado. El producto amarillo se filtrd, lavé con agua y se recristalizd con éter de
petréleo. Se obtuvo un producto cristalino de Pf95-97 °C (lit 94-95 °C). *

EM: m/e: (ion, ab. rel., %): 247([M+2])°, 33); 246 ([M-1+2]°, 39); 245([M]’, 100);
244([M-H]', 78); 230([M-OH+2],14); 228([M-OHJ',39); 209([M-CIH]',6); 193([M-OH-
Cl1)',29); 170([M-Ph+2]",5); 168([M-Ph]*,18); 133(8.5); 105 (22); 77 (47).

8.2.4 Sintesis de 2-( N metil) amino-3,5-diclorobenzofenona.
Sc pesé 0.544 g (2.21 mmol) dc 2-(N-metil)amino-5-clorobenzofenona cn 12.7 ml

(p=0.713 g/cm’, 9.06 g, 122 mmol) de éter etilico anhidro, previamente enfriado a 0 °C y se
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agrcgd gota a gota bajo continua agitacion 0.63 mi ((p=1.667 g/ml, 1.050 g, 7.8 mmol) dc
cloruro de sulfurilo. Se formdé un precipitado blanco amarillento que sc disolvié lentamente.
Todavia habia cantidad apreciable dc cstc precipitado a los 5 min. La mezcla se calenté a reflujo
durante 15 min al final de los cuales la solucidn se oscurecid. La mezcla de rcaccion sc lavo con
15 ml de agua, 5 ml de solucion saturada de bicarbonato de¢ sodio y finalmentc con agua, como lo
indica ¢l método descriptivo cn la literatura para la cloracién dcl etil-o-arsclinato.” La solucion sc
sccd en sulfato de magnesio anhidro y sc destilod cl éter a presion reducida. El residuo aceitoso
oblcnido sc analizd inmediatamente por TLC observandose por el producto formado es una
mezcla de benzofenonas.

La separacidn de la mezcla de reaccidn sc hizo por TLC preparativa ante la imposibilidad
de cristalizacion. Para cllo sc evalud la resolucion de los siguicntes sistemas de cluente:

1. Tolueno : ciclocxano (90 : 10)

2 Tolucno: acctona (20 : 0.2)

3. Tolucno : acido acético (100 : 0.4)

Mostrando 1 y 3 mcjor resolucion. Se hicieron dos corridas de TLC preparativas
consccutivas usando primcro cl clucnte 1 y lucgo 3.

La banda corrcspondicnte a la 2-( N mctil) amino-3, S-diclorobenzofenona se raspd y se
extrajo de la silica gel con benceno. La solucion benceénica resultante se filtrd, dos veces por
placa filtrante sc llevd a scquedad obteniéndose un producto aceitoso, rendimiento 2.397 mg
(6.9%). Posteriormentc en otra sintesis a fin de lograr mayor grado de pureza sc utilizd benccno:
acetona 20:0.2 como solvente de desarrollo de las placas.

'"H RMN: 2.8(d, J=5.3hz, colapsa a un singulcte por intercambio con D,0, CH,NH); 5.6
(s, ancho, 1H, desaparcce por intercambio con D,O, CH,NH); 7.15 (d, ]=2.0, 1H, HA); 7.40 (d,
J=2, 1H, H6); 7.5-7.9(m, SH, H9,HHI0,HI1)

""C RMN: 34.3(C14); 128.1 (C1); 129.5 (C4,C6); 131.2(C9-C13); 132,7(C8)

EM: m/c: (ion ab. rcl. %): 281 ([M+2]’, 53); 279 ([M]’, 80); 264([M-OH+2]", 52),
2629[M-OH]’, 74); 229([M-OH-Cl+2]',25.5); 227([M-OH-CI]',70); 204([M-Ph+2]’, 19);
202([M-Ph]’, 31); 176([M-PhCO+2]",6); 174([M-PhCO]J’,12); 169([M-Ph-Ci+2]",7), 167([M-
Ph-C1]',19.5); 105(52); 77(100); 51(38).
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8.2.5 Sintesis de 2-Cloro-9,10-acridinona.’
Se pes6 141 mg de HNa 40% por diferencia en éter dc petrdleo y se lavd dos veces con éter de
petrdleo sobre una placa filtrante.

Se disolvié 0.5 g de 2-amino-2’,5-diclorobenzofenona en 20ml de DMSO. Se agreg6 el
HNa con agitacion. La solucion se torndé naranja rojizo, y luego pasé al rojo. Se dejé a
temperatura ambiente durante 24 horas y la mezcla resultante se volcd sobre 100 ml de agua y se
extrajo con acetato de ctilo (3 x 30 ml). La fase organica se lavd con NaOH y agua, se secd con
sulfato de sodio anhidro y se elimind el solvente a presion reducida. Se obtuvieron 0.547 g de un
solido amarillo pardo quc no fundié hasta los 250 °C. Se recristalizo en metanol o acctona y se
obtuvo un precipitado amarillo, soluble en DMF, que se calento hasta 250°C y no fundio.

EM.: m/e (ion, ab. rel.,%):231([M+2],30.2); 230([M+1])*, 15.7); 229([M]*, 100);
202([M-CNHY]', 5); 201([M-COJ',12); 200([M-CO-HJ', 5); 184([M-CI)*, 8); 174([M-CO-CI]’,
3); 173([M-CO-CNH-H]’, 3); 156([M-CO-CIJ’, 28) 155 ([M-CO-CI-HJ', 8); 154([M-CO-CI-H-
HJ', 8); 123([M-CI-CO-CNH]',12).

8.2.6 Sintesis de 2-Cloro-10-metil-9,10-acridinona.

Sc pesaron 0.024 g de sodio y sc disolvicron en 50 ml de metanol. Esta solucién se
agrego a una solucién de 0.02 moles de 143 suspendido en 75 ml de tolueno anhidro. Se calentd
a reflujo durante 90 minutos. Se evapord el metanol y una parte del tolueno y se afiadieron 0.413
ml (d=1.33, 0.04 moles, 0.6 g) de sulfato de metilo y sc sometid a reflujo durante una hora. Se
agreg6é a 6 ml de NaOH 3 N para destruir el exceso de sulfato de alquilo. Se agregé agua y el
producto se extrajo con 3 x 20 ml de cloruro de metileno. La fase organica se lavo con agua, se
seco con sulfato de sodio anhidro, y se llevé a sequedad en un evaporador rotatorio.

E.M.: m/e (ion, ab. rel., %): 245 ([M+2]’, 36.4); 244([M+1]’, 25.3); 243([M]",100); 242
(IM-HY', 29); 228 ([M-CH,]’, 25); 215 ([M-CO]+,5); 214([M-CO-H]', 15); 208([M-CIJ’, 4);
200([M-CH,-CO}’, 32); 173(|[M-CH,-CO-CNH]', 6); 165([M-CO-CI-CH,])’, 12); 164([M-CI-
CH,-COHJ’, 28); 163([M-CI-CO-CNHY’, 6); 162([M-CI-CO-CNH-H]",27).
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8.2.7 Sintesis de 2,4-Dicloro-10-mctil-9,10-acridinona.

Sc peso 0.538 g (2.21 mmol) de 2-cloro-10-metil-9,10-acridinona, y se suspendid en 15
ml (d=0.713 g/em’, 10.69 g, 44.5 mmol) de éter etilico anhidro enfriado a 0°C, y se agregd gota
a gota, bajo continua agitacion, 0.63 ml (d=1.667 g/cm’, 1.050 g, 7.8 mmol), de cloruro de
sulfurilo. Se formd un precipitado que sc disolvié lentamente. La mezcla se calento a reflujo
durantc 15 minutos, scgiin lo indica la técnica de la literatura® para otro compucsto. Sc lavé
sucesivamente con 5 ml de agua, S ml de solucion saturada de bicarbonato de sodio y finalmente
con agua. Se secd con sulfato de sodio anhidro y se climind el ¢ter por destilacion a presion
reducida. El producto obtenido se analizé por TLC y sc aislo ¢l compuesto 2,4-dicloro-10-metil-
9,10-acridinona, que se purifico por TLC.

'H RMN (CL,CD): 4.0, (s, 3H, CH,); 6.9-7.6, (m, GH, aromaticos).

EM: m/c (ion, ab. rel,%): 279 ([M+2]',43); 277([M]’, 74); 264 ([M-CH,+2]",40);
262([M-CH,]’,28);  241([M-CIH]",9);  236([M-CO-CH,+2]",38);  234([M-CO-CH,]’,17);
105([PhCOJ’,5); 77([Ph]’, 18); 57(100).

8.28 Sintesis de  2-4-Dicloro-9,10-acridinona

Sc parti6 dc la 2-cloro-9,10-acridinona, y sc¢ procedié de igual manera que en el caso
anterior.

E.M. (nv/e, frag.,%): 267(9); 266(7.5); 265([M+2]",63); 263([M]’, 100); 237([M-CO+2]’,
5); 235([M-COJ’, 8.8); 230( 1.1); 228([M-Cl]", 8.1); 202(7.2); 201 (4.3); 200 (23.7); 192 (5),
173(6.5); 164( 59.4); 151(3.75); 132(8.7); 131(10); 118(10); 117(15); 101(8.8); 100 (20).

8.2.9 Sintesis de triazolaminoquinolina

Se disolvié 186 mg dc Alprazolam en 2 mL de McOH, luego se agregé 4 mL de HC1 0.33
N, para generar la benzofenona respectiva. Inmediatamente después que ¢l pH de esta solucion sc
ajustara rapidamentc a pH 9.0 con cl agregado de KOH 2.0 N, 2.0 mL de anhidrido acético
disuelto cn 4 mL dc THF se adiciond con constantc agitacion. Después de 3 horas a temperatura

ambicnte, la mezcla de reaccion sc Ilevd a sequedad por presion de vacio.
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El residuo sc disolvié en metanol y luego se agregd 10 mL de KOH 2N vy la solucion se
calentd a 90 °C durante 6 horas. Después de que la solucion se enfrio se procedio a extraerla con
5 mL de benceno y después se secé a presion de vacio.

La purificacion se hizo mediante cromatografia de capa fina usando placas de silica gel y
como solvente metanol-isopropanol-cloroformo 5-15-80, (Ry gunoiina 0-77 Y R apprazotem 0.62, R¢
renzofenona 0-49). El porcentaje obtenido fue dc 83%. La caracterizacidn espectroscopica se describe

cn cl capitulo 5.

8.3 Método de valoracion de aminobenzofenonas
La estandarizacion del método de cromatografia gaseosa se realizé usando los patrones de cada
una de las benzofenonas sintetizadas. Aplicando el método descrito en 8.1.1 se obtuvieron los
siguientes tiempos de retencion:
Benzofenona (estandar interno), 4.00+£0,03 min; 2-(N,N-dimetilamino)-5- clorobenzofenona (5
), 12.00+0,03; 2- amino -5- clorobenzofenonal (1), 3.00+0,03; 2-(N-metilamino)-5-
clorobenzofenona (2 ), 15.48+0,03; 2-amino-3,5-diclorobenzofenona (3) 16.05+0,03; 2-(N-
metilamino)-3,5- diclorobenzofenona (4),18.00 £0,03 .

La cuantificacion de las aminobenzofenonas se realizd usando como estindar interno
benzofenona.

Determinacion de acridinonas por TLC cualitativa, utilizando placas de silica gel sin

indicador, como solvente de desarrollo tolueno: ciclohexano 90:10 y como revelador: luz UV.

8.4 Estudios Cinéticos de aminobenzofenonas

8.4.1 Se prepararon solucioncs de las benzofcnonas a estudiar en concentraciones finales
del orden 3 x 107 M, a las cuales se les agregd benzofenona como estandar interno. Las
soluciones se prepararon con metanol destilado, adicionando agua destilada y HCI en las
proporciones adecuadas para cada una de las condiciones de reaccién a estudiar. Durante la
preparacion de las soluciones sc trabajo a bajas tcmperaturas y lo mas rapido posible para

impedir el inicio de la reaccion.
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Lucgo sc colocaron alicuotas de dichas solucioncs cn ampollas, que se scllaron a la Ilama
y sc colocaron simultancamente en un tcrmostato a 80° C.

Sec rcalizaron cinéticas preliminares con cl propdsito de conocer y de determinar
aproximadamente parametros de las reacciones a analizar como cl tiempo de vida media, tiempo
infinito, frecuencia de muestreo.

Las cinéticas preparadas y analizadas fucron las siguientes : Los nimcros dados a los
compucstos sc refiercn al capitulo 3)

e Cinéticas de 2 en concentraciones de HCI1 0.5; 1.0 y 1.5 M. Sc observé que estas
rcaccioncs son rapidas y por tanto para scguirlas se necesita una frecuencia de muestreo de
dos veces por dia.

e Cinéticas dc 1 cn concentraciones de HCI 0.5; 1.0 y 1.5 M. Estas reacciones son
mas lentas que las anteriores, necesitan una [rccucncia de muestreo de una vez al dia y un
tiempo de monitorco dc 30 dias .

e Cinéticas dc 3 y 4 cn concentraciones de HCl 0.5 M y metanol: agua 1:1 son
rcaccioncs bastantc lentas, particularmente la reacciéon de 3 que atin continua reaccionando
después de 30 dias de obscrvacion. La reaccion de 4 tiene un ticmpo de vida media de
aproximadamente 10 dias. En ambas rcacciones hay formacion de acridinonas desde los
primeros dias dc iniciada la rcaccion.

Las rcaccioncs que sc cstudiaron finalmente son las reaccioncs de 1 y 2 en
concentraciones de HCl de 0.5; 1.0 y 1.5 M en mctanol con 16% de agua a 80 °C y reacciones
de 3 y 4 cn concentraciones de HCl de 0.5; 1.0y 1.5 M cn metanol con 16% y 50% de agua a
80 °C.

8.4.2 Cinéticas bajo atmosfera de nitrogeno. Se prepararon soluciones de 2-(N-
meltilamino)-5-clorobenzofenona en concentraciones de  aproximadamente 3.00x10° M, de la
mancra como sc¢ ha descrito, la rcaccion bajo atmosfera de nitrégeno sc recalizéd en ampollas
dondec después de cnvasada la solucion, sc saturaron las ampollas con gas nitrogeno ¢

inmediatamente sc scllaron a la llama.
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8.4.3 La reaccion con inhibidores de radicales libres se prepard agregando hidroquinona

a la solucién de reaccidn en cantidad suficiente para una concentracion final de 3.00 x 10 M.
8.4.4 Procesamiento de muestras. A intervalos adecuados se retiraron muestras de los

termostatos, y se enfriaron a fin de detener la rcaccidn. La extraccidn de las benzofenonas de la
mezcla de reaccion se realizd con cl siguiente procedimiento:

Se realizaron tres extracciones consecutivas con cloruro de metileno. El cloruro de
metileno se usé dada la alta solubilidad que tienen las benzofenonas en este solvente.

Después se lavo la fase organica con agua destilada hasta neutralidad de los liquidos de
lavado. Posteriormente se secd el extracto organico con sulfato de magnesio anhidro, se filtrd y
finalmente se evapord a sequedad. Previamente a la inyeccion en el cromatografo se disolvio

nuevamente en 0.1 ml de cloruro de metileno y se inyect6 0,5 pl de esta solucién.

8.4.5 Determinacion de los gases involucrados en la reaccion. El analisis se llevd a
cabo usando tubos Driger (Drigenwerk. Aktiengesellschaft, Germany). Un extremo dcl tubo se
conect6 a una bomba de vacio. El otro extremo se conectd a la ampolla donde esta contenida la
mezcla de reaccidn por medio de una conexion de latex. El vacio se produjo por medio de una
jeringa conectada a la bomba de vacio.

Se quebrod la punta del tubo y la punta de la ampolla, y el color del tubo Dréger se
compar6 con una reaccion blanco, conteniendo todos los reactivos iniciales en la mezcla de
solvente correspondicnte..

a) Determinacion de H,: Se usaron tubos Driiger, con un catalizador de la reaccién H, + O, =2
H,0, y un indicador de humedad. El color azul desarrollado por los gases presentes
evidencia la formacién de agua quc indica la presencia de hidrogeno en los gases de las

ampollas de reaccion.
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b) Determinacion de cloro: Sc usaron tubos Driiger, quc contiencn un material absorbente sin
rcactivo, y una porcién de material absorbente con o-tolidina que produce un color amarillo

con cloro. No sc obscrvo desarrollo de color en las ampollas de reaccion.

8.5 Degradacion de Alprazolam por hidrolisis:

Los experimentos de '"H RMN y “C RMN sc realizaron para obscrvar el producto de la
hidrélisis reversible de alprazolam, se determinaron en una solucién de 40 mg de alprazolam en
cloroformo deuterado adicionando acido trifluoracético deuterado.

Los cxperimentos dc hidrolisis en condiciones scveras se llevaron a cabo preparando
solucioncs de alprazolam 3.00 x 10* M con HC1 0.IN y 6N en McOH:H,0, 1:1 y se reflujaron
durante 3 horas. Dcspués se cvaporaron hasta sequedad a presion reducida. El residuo se
redisolvid en cloruro de metileno, se lavé con NaOH 15% y finalmente se secd y cvapord. Este

residuo final se analizé por TLC y HPLC usando ¢l método A.

8.6 Degradacion de Alprazolam por oxidacion: Se prepar6 una solucion de alprazolam
3.00 x 10" M en CH,Cl, y CHCI, agregando H,0, en exceso, se dejo este sistema bifasico
agitando con y sin reflujo durante 5 dias, analizando frecuentemente el avance de la recaccion con
TLC. Luego la mezcla de reaccion sc lavo con suficiente agua destilada para eliminar el peréxido
de hidrégeno, se sccé con sulfato dec magnesio y se filtrd. Finalmente sc llevd a sequedad
aplicando vacio.

Los ensayos de TLC sc desarrollaron usando [olios de Silica Gel 60 F,,, Merck, como

fase movil: cloruro de metileno:acetona, 30:70 y revelando con luz UV 254 nin.

8.7 Degradacion de Alprazolam por fotdlisis

8.7.1 El fotorcactor usado para cstudios fotoquimicos consta de una lampara de Metal

Haluro HPA de 400 W.

La calibracion de la lampara sc hizo de acuerdo al siguiente cnsayo:
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Se prepar6 una solucidn de quinina monoclorhidrato dihidrato al 2% en agua milliQ y se
envasé en ampollas de 10 ml que luego se sellaron a la llama. ** Estas muestras se exponieron a
la lampara dcspués de que esta se habia permanecido encendida como minimo dos horas. Las
ampollas se colocaron en un dispositivo giratorio para asegurar que reciban igual iluminacion.
Cada hora sc retiraron dos ampollas y sc midié la absorbancia a 400 nm.’

La fotodescomposicion cn medios acuosos se estudid preparando soluciones de
alprazolam de concentracién 3.2 x 10” M reguladas con buffer fosfato (6.4 x 10 M) - citrato
(6.8 x 10* M), se adicioné H,PO, para conseguir un pH 2.0, 3.6 y 5.0. Para pH 10.0 se uso n
buffer de acido bérico 0.025 M, KCl 2 x 10* M y NaOH 0.04 M. Las muestras se envasaron
en frascos herméticos y se sometieron a la irradiacion natural directa durante 88 dias y otros se
irradiaron artificialmente durante 10 dias.

Idénticas muestras fueron sometidas a 80 £ | ® C en un termostato al abrigo de la luz.

Se extrajeron cada una de las muestras anteriores con diclorometano, sc secaron con
sulfato de magnesio anhidro, se filtrd y se evapord hasta sequedad, luego se disolvieron en la
fase movil y se analizaron por HPLC usando el método A.

Estudios cinéticos: se prepard una solucion de alprazolam de 3.2 x 10”° M en solucién de
buffer fosfato-citrato pH 3.6, la solucién se envasd en un matraz y se sometid a irradiacién
artificial. Se sacaron alicuotas de 5 ml cada hora durante las primeras 8 horas de reaccion, las
cuales se procesaron como se indico arriba y se analizaron por HPLC usando el método A y
TLC.

Después de conocer los productos de degradacion formados, ¢l mismo experimento fue

llevado a cabo usando en este caso ¢l método B de HPLC para analizar las alicuotas extraidas.

8.7.2 Separacion de productos formados por fotdlisis

Preparacion de la solucién preparativa: 1.0 g de alprazolam fue disuclto en 130 ml de
metanol, esta solucién se llevé a un litro con buffer fosfato-citrato pH 2.0. La solucién obtenida
se envasd en matraces y se irradi6 durante 10 dias.

La solucidén se alcalinizé a pH 8.0 con NaOH, se enfrid, y asi sc formd un precipitado

amarillo que fue removido mediante filtracion. (Solido).
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El sobrenadante sc extrajo con diclorometano, (Extracto), lavandose repetidas veces con

agua para eliminar sales provenientes del buffer. En primera medida sc estudié los compuestos

presentes cn este extraclo.

Resolucion del Extracto

Para la scparacion de los productos de degradacion se cxamind un alto numero de
sistemas dc elusion mediante TLC cualitativa hasta obtener las condiciones 6ptimas de
scparacion. Los resultados muestran quec el extracto es una mezcla complcja de compuestos
imposible de resolverse mediante la aplicacién de cromatografia de columna. Entonces la mezcla
se resolvio mediante la aplicacion de sucesivas placas dec cromatografia en capa preparativa, de
esta manera sc lograron separar trcs productos de degradacion mayoritarios:

La primera resolucion se recalizo usando placas de silica gel (Merck TLC Silica 60 F,)
preparativas y como cluente EtOAc:McOH:TEA, 70:30:0.4. Sc revelaron con luz UV 254 y 366
nm cuatro manchas las cuales fueron removidas de la placa y cxtraidas con metanol. La
suspension sc filtro y luego cvaporo a sequedad. El residuo obtenido se redisolvié en cloroformo,
nucvamente sc filtré y evapord. Las [racciones obtenidas se continuaron purificando por TLC y
HPLC como se indica abajo para scparar los productos dc degradacion:

Triazolbenzofenona

Estc compucsto sc purifico trabajando con cromatografia preparativa con silica gel

(Merck TLC Silica 60 F,,), ¢ isopropanol 100% como solvente (R 020y R

[ alprazolam [ tnazolhenzofenona

0.27). En scguida sc aplico cromatografia preparativa usando celulosa y como cluente NaOH

0.2N (R iprazotam 0-35 Y Ry yiasolbenzofenons 0-49). En ambos casos se reveld con lampara UV 254nm.
Las fraccioncs obtenidas sc terminaron de purificar con HPLC, columna C-8 , fase mévil:

agua-acctonitrilo, 60-40, detector UV 220 nm, (t

143 yt 12.0). Las fracciones

r alprazolam r tnazolbenzofenona

sc llcvaron a scquedad a presion reducida, después se redisolvieron en cloroformo por
sonificacion, finalmente sc filtraron y sc llevaron a scquedad.
Este compucsto también sc aislé de la irradiacion dec una solucion de alprazolam en

mctanol, cn este caso la scparacion sc¢ logré mediante cromatografia preparativa con silica gel
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con AcOEt-MeOH-TEA, 50-50-0.5 para las primeras placas y luego con AcOEt-CH,Cl,-TEA
30-70-0.5.
Este compuesto también se aislé de tabletas de alprazolam sometidas a degradacién

usando la lampara descrita, y se scparé como sc indica arriba.

8H alprazolam: (1-metil-6-fenil-4H-s-triazo-[4,3-a][1,4]benzodiazepina),

Este compuesto se purificé desarrollando placas de silica gel (Merck TLC Silica 60 F,q,)
en cloroformo-metanol, 100-5, (R¢ 4prazoam 0-56 ¥ R{ gi1aiprzotam 0-52). Las manchas se visualizaron
con luz UV, 254 nm, y se extrajeron de la silica con metanol, se filtro y evapord y el residuo se
redisolvi6 en cloroformo y se sometid a una segunda separacion por cromatografia preparativa,
esta vez usando celulosa (Aldrich) y NaOH 0.2N (100%), como solvente. (Ry gy siprazolam 0-65). Las
manchas se removieron con metanol, sc filtrd y cvapord; después de redisolvieron con
cloroformo, se filtrd para remover restos de celulosa y se llevd a sequedad.

El residuo se redisolvid en una mczcla de buffer acctato 0.025M (pH 4.5): acetonitrilo
(40:60 v/v) y se procedié a una ultima purificacion con HPLC usando el método de gradiente con
las mezclas: A: buffer acetato 0.025M -—acetonitrilo 80-20 y B: buffer acetato 0.025M -
acetonitrilo 20-80.Aplicando el siguiente gradiente: 5 min B (50%), 7 min B (100%).(t

t alprazolam

107 min y t'r 8Halprazolam 81 mln)

Triazolaminoquinolina
Este compuesto se purificd aplicando los siguientes sistemas de cromatografia de capa

preparativa: silica gel (Merck TLC Silica 60 F,y,) con acetato de ctilo-cloruro de metileno-
trietilamina 70:30:0.4 (R; jpraz0am 0-05 Y Ry pingiina 0.15). Como revelador se us6 luz UV 254 nm y

366nm. Finalmente se extrajo de la silica con metanol como se indica arriba.

Resolucion del precipitado

Después de 10 dias de irradiacion se observd un precipitado amarillo en la solucién
irradiada. Este precipitado se separd por filtracion, lavé y secd; el solido asi obtenido solamente

fue posible solubilizarlo en metanol. En los primeros analisis que se hicicron por TLC usando
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silica gel, no sc encontrd un cluente apropiado; con metanol se logré cluirlo pero dec manecra muy
difusa, la adicidn de acidos o bases no mejoré la separacion.

Después de muchas manipulaciones sc¢ observéd que un sélido amarillo también precipita
al alcalinizar la solucion. Este sélido cs soluble en solventes menos polares, haciendo mas facil
scpararlo de las sales dcl bulfer mediante la solubilizacidn del sélido en acctato dc ctilo, seguido
de varios lavados y extraccidn, después se sccd con sulfato de magnesio y se evapord.

Los ensayos por TLC mostraron que se trata dc una mezcla de compucstos de diferentes
polaridadcs, por lo tanto se emprendié a hacer la primera scparacion cn una columna que
permitiera scparar los compuestos mas polares de los menos polares.

Esta se hizo usando silica gel y como solventes:

AcOEt-MeOH, 7-3 para rccoger la fraccion |

McOI-TEA, 50-0.1 para recoger la fraccion 2

El andlisis de la fraccion | mediante TLC y cstandares revela que ésta cs una mezcla de
los productos scparados cn cl extractol.

La fraccidén 2, no (ue posibie analizarla con TLC usando silica gel como soporte, ya que
no sc¢ cncontrd una fasc moévil adecuada, nucvamente se obtuvo una mancha difusa que
solamentc cluye al frente del solvente con metanol y TEA.

Por este motivo sc buscaron otros soportes para la separacidn, se ensayo primero cn fase
reversa. Usando metanol y acido formico se separa la mezcla en varias manchas difusas, las
cuales sc procedieron a scparar mediante columna, usando como solventes:

McOH --buffer formico pH 2.8, 50-50 y 70-30 para cluir manchas no dcfinidas

MeOH-acido [érmico 50%, 10-0.8 para cluir la mancha mas definida. Compuesto 4.

Por otra parte, cl anlisis por TLC usando alumina como soporte indic6é que en esta fase
cl sélido obtenido se scpara en tres manchas. Sc rcalizd una columna usando mezclas progresivas
de acctato de etilo-metanol-TEA, 50-5-0.5, 50-10-0.5 para scparar ¢l compuesto 5 y 30-70-0.5
para separar el compuesto 6 y compuesto 4. Esos numeros sc refieren a los compucstos cuyas

estructuras se muestran cn cl capitulo 5.
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8.8 Cromatografia en placa preparativa

Las placas de cromatografia para scparacioncs preparativas sc prepararon con silica gel
G,s4, ¢ emplearon placas de | mm de espesor que fueron activadas como minimo 3 horas cn 105
°C. En algunos casos se utilizaron dos o mas corridas consccutivas que se detalla en el caso
correspondiente. Sc revelaron con luz UV.

Las placas de celulosa preparativa se prepararon usando 10 gramos de celulosa (Aldrich)
en 30 ml de agua, usando extensor de placas, con un espesor de 1mm, no fue posible preparar

placas de mayor espesor con este absorbente porque al secarse se resquebrajan.

8.9 Irradiacion de soluciones metanoélicas de Alprazolam

8.9.1 Estudios cinéticos: Sc preparé una solucion de 3.27 x 10° M de alprazolam en
mectanol, la solucién resultante se envaso cn un matraz y se irradié artificialmente durante 5 dias.
Se sacaron alicuotas de 5 ml que se analizaron por HPLC usando el método A.

8.9.2 Fotodegradacion de alprazolam con H,0, en metanol. A 50 ml de una solucion de
alprazolam (3.02 x 107 M) sc le adiciond 2 ml de perdxido de hidrégeno (200 vol). La solucién
resultante se irradié como se describe arriba. La reaccién se monitored durante 9 dias, sacando
alicuotas que se trataron con sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y se analizaron por TLC
con silica gel e isopropanol como cluente.

8.9.3 Aislamiento de los principales productos de descomposicion: 500 mg de alprazolam
sc disolvieron cn 500 ml de metanol, la solucion obtenida se irradié artificialmente durante 10
dias. El solvente de la solucién irradiada fue removido por evaporacion.

El residuo se analiz6 por TLC, usando placas de silica gel (Merck TLC Silica 60
F ,s) con acetato de etilo-metanol-TEA, 95-5-0.4. Las manchas se revelaron con luz UV, 254
nm, y se extrajeron de la silica con metanol. El solvente se cvapord a presion reducida. Los
extractos se disolvieron en cloroformo, se filtraron por succidon y el solvente nuevamente se
evaporo. Después se purificé nucvamente por TLC usando como cluente isopropanol, los

productos sc cxtrajcron dc la silica como se acaba de describir.
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8.10 Medidas de Fluorescencia

Se utilizaron soluciones de alprazolam con concentracion 2.75 x 10™ M reguladas con
buffer fosfato (6.4 x 10 M) - citrato (6.8 x 10 M, al que se adicioné NaOH o H,PO, para
conscguir pHs: 2.0, 3.6 y 5.0. La fuerza idnica de cada solucion se ajusté a 0.335 con NaClL

Las solucioncs sc cnvasaron en (rascos matraces y sc irradiaron con una lampara de Metal
Haluro dec Media presion, Philips HPA- 400 watios. Alicuotas de 5 ml sc removieron
periodicamente ¢ inmediatamente sc analizaron usando un espectromcetro de Luminiscencia
Perkin Elmer, LS-5. La fotodecomposicion sc cstimé midiendo la cmision a 435 nm después de
cxcitar con una longitud de onda de 260.

Soluciones de buffer sin alprazolam también sc irradiaron y se les midio la fluorescencia.

8.11 Medidas de Absorbancia.

Sc prepard una solucion de alprazolam 2.75 x 10 M en buffer pH 3.6. La solucién se
irradid, alicuotas de 5 ml sc retiraron periddicamente, sc diluycron a 6.64 x 10* M con buffer
pH 2.0 y sc registro el especto UV inmediatamente usando un espectrofotémetro Shimadzu, UV-
1601PC. Otras muestras sc mantuvicron cn la oscuridad y su cspectro sc registré al mismo

ticmpo que la solucion irradiada.

8.12 Irradiacion de Alprazolam en comprimidos

Sc cnsayé con mucstras provenicntes de difcrentes laboratorios y dc diferentes
concentraciones. Los comprimidos se colocaron en un lugar del laboratorio donde recibieron la
mayor irradiacién solar durante el dia. Sc somcticron a irradiaciéon por un periodo maximo de 2
afios a tcmperatura ambiente. Una parte dec las muestras sc irradiaron conscrvando cl envasc
primario comercial (blister) y otras sc irradiaron después de envasar dos comprimidos dentro de
cada [rasco (dc vidrio incoloro) quc lucgo sc tapé herméticamente.

8.12.1 Muestras Blanco: Otros comprimidos se almacenaron protegidas de la luz por el

mismo ticmpo en que sc expuso los comprimidos a irradiacion.
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8.12.2 Preparacion de muestras:

Los comprimidos se disolvieron en metanol por sonificacion, después se filtraron usando
papel filtro de 90mm, se llcvaron a sequedad mediante presion a vacio, se redisolvieron en la
minima cantidad de cloroformo, se filtraron nuevamente y ecvaporaron. Finalmente se
redisolvieron con acetonitrilo para obtener una concentracion de alprazolam final de 2.6x10°M y

2.8x10”°M. Se pasaron por filtros antes de inyectar a la columna.

8.12.3 Método de andlisis de formas farmacéuticas que contienen Alprazolam.

La concentracion de Alprazolam remante cn las muestras como también de los productos
de degradacion sc determind usando estindares extermos, las curvas de calibracion se
construyeron diariamente. Las concentraciones se expresan como Molaridad.

Después de varios ensayos preliminares s¢ determiné el mejor programa de gradiente para
una dptima resolucidn, este consistié en: Fase movil A: buffer acetato 0.025 M pH 4.5-
acetonitrilo 60-40, y fasc movil B buffer acetato 0.025 M pH 4.5- acctonitrilo 20-80, se aplico el
siguiente gradiente: 0-10 min (gradiente lineal fase movil A: 100% a 50%), 10-14 min
(isocratico,

fase movil A: 50%) y 14-20 min (gradientc lineal fase mévil A: 50% a 0%), guardando

las condiciones cromatograficas flujo a Iml/min y deteccidn a 254 nm.

8.13 Estudios de alprazolam y comprimidos con alprazolam en ambiente himedo

Se prepar6 una solucién saturada de sulfato de amonio 100g/100ml agua, la cual se
envaso dentro de un frasco. Se colocaron los comprimidos a analizar dentro de tubos de ensayo,
y cstos dentro del frasco dc vidrio que conticne la solucién saturada de sal y se tapo
herméticamente. Finalimente el frasco sec llevd a una estufa a 80 °C, obteniéndose de csta mancra
un porcentaje de humedad relativa dc 80%. (International Critical Tables). El frasco se cubri6

con papel aluminio para protegerlo de la luz.
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Para el cstudio de alprazolam como droga pura, sc pesé 2 mg de alprazolam cn tubos de
ensayo que sc dispusicron cn ambicnte hiimedo de 80% HR, como se describe para las tubos que
contcnian los comprimidos.

Para cl estudio de termdlisis dc alprazolam, droga pura y en comprimidos; sc¢ pcsé 2 mg
de alprazolam en tubos de ensayo y los comprimidos sc colocaron cn tubos de cnsayo, todos se
colocaron dentro de un frasco que se protegié de la luz. El frasco se mantuvo cn una cstufa de
calor scco a 80 °C.

Pcriddicamente sc sacaron mucstras, los comprimido sc disolvieron en metanol por medio
de sonificacion, la suspensidn resultante se filtré al vacio y se evapord. El residuo obtenido se
redisolvio en cloroformo y se filtrd nuevamente usando filtros de vidrio sinterizado y se cvapord
a scquedad nuevamente. Finalmente se redisolvié cn lase mdvil para obtener una solucién con

una conccntracion del orden de 107'M, la cual fue filtrada para ser inycctada al HPLC.

8.14 Medidas de Fluorescencia en comprimidos

Las muestras para rcalizar las medidas dc fluorescencias sc prepararon disolviendo en
metanol 7 a 12 comprimidos irradiados con luz solar directa por aproximadamente dos aiios. Sc
usé un sonificador para ayudar a la disolucidn, después sc filtraron, se cvaporaron y sc
redisolvicron cn cloroformo. La suspcnsion resultante se filtrd usando filtros de wvidrio
sintcrizado  y sc cvaporaron a scquedad nucvamente. En algunas muestras fuc convcniente
haccr una tercera filtracion.

Finalmente se redisolvié cn metanol grado HPLC para obtener una concentracién del
orden de 10°M.

La sciial dc fluorcscencia se midié usando un espectrofluorémetro Photon Technology
International, Quanmaster. Sc obtuvieron los espectros de emision después de excitar con una
longitud de onda dc 260 nm.

Los blancos sc obtuvicron dc comprimidos sin irradiar que sc trataron de igual modo que
los comprimidos irradiados.

Los ticmpos de exposicion a la irradiacion solar de las mucstras fucron: 605 dias para las

muestras A y B, y de 792 dias para las mucstraC y D.
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Los trabajos realizados en esta Tesis cstan relacionados con estudios de estabilidad de
diazepam y de alprazolam. En los primeros ensayos este ultimo resultd considerablemente
inerte a los agentes degradativos comuncs (hidrdlisis, catalisis, termdlisis). Por lo tanto la
primera partc del trabajo expcrimental sc concentro cn realizar dctallados estudios de
hidrolisis, catalisis y solvolisis de aminobenzofcnonas derivadas de diazepam a fin de

adquirir formacion en el estudio de cste tipo de reacciones.

Solvolisis de o-aminobenzofenonas

Se describe el estudio cinético realizado con o-aminobenzofenonas, las cuales
provicnen de la degradacion de Diazepam, uno de los medicamentos mas ampliamente
estudiados en nuestro laboratorio, y del cual quedaban mecanismos sin resolver.

Las rcaccioncs de estas amonobenzofenonas forman un pattern complejo como sc
muestra en cl esquema 9.1 y de acuerdo a nuestras observaciones éste es altamente sensible a
las condiciones de reaccion, tales como: sustrato, concentracion de HCI, composicién de

solvente, etc.
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Con cl objctivo dc dcterminar cl clecto de estas variables cn las rcacciones de
cloracion, metilacion, demetilacién y anclacion que se presentan, sc¢ emprendié cl estudio
cinético dc la reacciones de las benzofenonas mencionadas bajo varias condiciones de
rcaccion y desde diferentes aspectos a fin de contribuir a la clucidacién del mecanismo
complejo de reaccion.

Los rcsultados de determinaciones cinéticas de las reacciones complcjas de la 2-
Amino-3,5-Cloro-benzofenona, 1, de la 2-N-Metil-amino-5-Cloro-benzofenona, 2, con HCI
cn varias concentraciones (0.5, 1.0y 1.5 N) y cn mezclas binarias de mctanol-agua 84-16, y
se compararon con los obtenidos en estudios previos en mezclas binarias metanol-agua, 1-
1."% 3 También sc estudié la rcaccion de 2-N-Mctil-amino-3,5-dicloro-benzofenona, 4, con
HCl en varias concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5 N) y en mezclas binarias dec metanol-agua 84-
16y 1-1.

Por otra partc sc describen otros cxperimentos adicionales, que pretenden dar
cvidencia adicional de los mecanismos propucstos.

En cada una dc estas rcacciones sc determind la vclocidad de desaparicion del
sustrato y las velocidades de formacion de los diversos productos dc reaccion (1-5, 8), a
través dc mediciones con CG, y los compuestos (acridinonas 6-7) sc dcterminaron mediante
TLC semi-cuantitativa.

Sc calcularon las constantes de velocidad keps para cada rcaccidon. Las constantes
cspecificas, se calcularon aplicando dos métodos :

A: sc obtuvicron directamente dc la medicion de las concentraciones actual
considerando un csquema dc rcaccion simple: tratamiento dc rcacciones paralelas o
consccutivas dc acucrdo a cada caso.

B: sc usd un conjunto de ccuacioncs diferenciales correspondicntes a las diversas
rcacciones paralelas y consccutivas presentes en ¢l csquema, para resolver cl sistema se
tuvicron cn cucnta algunas obscrvaciones cxperimentales. El ajuste de los valores de k se
hizo por un proceso iterativo, obtcniéndosc cn cada caso un bucn ajuste entre las graficas
simulados los datos experimentales.

El ajuste satisfactorio entrc las velocidades parciales obtenidas por los dos métodos
da confianza al método dc calculo de datos cinéticos. Dc otra manera, un ajuste satisfactorio
es también observado cuando sc compara cada constantc de velocidad parcial obtenida con

las diferentes benzofenonas cstudiadas. A pesar de la complcjidad de las rcacciones, los
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valores obtenidos de sets de datos completamente independientes son similares, lo cual da
confianza en el tratamiento de todos los resultados cinéticos.

Las conclusiones mecanisticas que se pueden inferir de los datos cinéticos respecto a
las rcacciones de mctilacion observadas cn cl esquema 9.1 y medidas por ki, ks, k7 y ki) .
especialmente por ki, ks, y ki es que estas incrementan con la [HCI], mientras que las
constantes de velocidad especificas de la demetilacion, k3 y ks, diminuyen con el incremento
de [HCI], (ke y kiz son despreciables), csto sugiere que ¢l agente de metilacién podria ser el
metanol. Respecto a las reacciones de demetilacion, un mecanismo reversible podria estar
operando y agua protonada podria ser ¢l agente que ataca el nitrogeno amino. También se
observd en las reacciones de 4 que 4/, es mas alto a altas [MeOH], lo cual es consistente con
que el metanol protonado es el agente metilante.

Respecto a las reacciones de cloracion sc observd que las velocidad de estas
reacciones (k; y kgaumentan al disminuir la [HCI], lo que indica que la cloracion podria
estar ocurriendo en aminas desprotonadas.

Las reacciones de cloracion que sufren las benzofenonas estudiadas presentan las
siguientes caracteristicas: solo se observo la cloracién en la posicion orto a la amina; no se
observé compuestos monoclorados en las reacciones de 4 con HCl lo cual indica la
irreversibilidad de las reacciones de cloracion (k; y ks). Se observa también en las reacciones
de 1y 2 que k; < kyindicando que 1a metilacién favorece la cloracién y en las reacciones de
5 no se encontrd 8 en los primeros dias de reaccidn, esto podria indicar que al menos un
atomo dc hidrégeno en ¢l grupo amino es requerido para que la reaccion de cloracidn ocurra.

Debido a que no es ficil establecer cual es cl agente electréfilo de cloracion bajo las
condiciones de reaccion presentes se hicieron diferentes ensayos: Se chequeo la naturaleza de
los gases formados durante la reaccidn, no se detectd cloro en ningun caso. Al contrario se
detecté la presencia de hidrogeno molecular. Se estudid la reaccidn bajo atmdsfera de
nitrogeno donde no se observaron diferencias en la proporciéon de productos de cloracion.

Respecto a la ciclacidn, ésta parece una reaccion lenta, el hecho que no se hayan
encontrado trazas de productos clorados en la posicion 2 podria excluir la posibilidad que la
anclacién ocurre como una sustitucion nucleofilica de un cloruro localizado en esa posicidn.
Ademas, solamente acridinonas doblecmente cloradas sc cncontraron. Esto sugiere que el
segundo atomo de cloro orto al grupo amino es necesario para que la anclacidon ocurra. De
otra manera, muy pequefias cantidades observadas de 7 y no aparcce de 6 en las reacciones de

4, sugicren fuertemente a 4 como un intermediario claro de las acridinonas. Las acridinonas
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6 y 7 son cstables cn soluciones mctandlicas acuosas HCl a 80°C, indicando la
irreversibilidad de las reaccioncs medidas para ko y ;.

Teniendo cn cuenta todas cstas obscrvaciones se propuso un mecanismo para las
rcaccioncs de cloracion y anelacion, el cual involucra la formaciéon de un intermediario
nitrenio.

La rcaccion de 2 sc llevé a cabo también bajo condicioncs especiales buscando
cvidencias adicionales para el mecanismo propucsto. Es bien conocido quc la formacion de
nitrenio pucde ser promovida fotoquimicamente. La observacion de los productos de
cloracion y anelacion despucs de un corto tiempo dc irradiacion ain a bajas temperaturas , y
la comparaciéon con los resultados cncontrados para reacciones en la oscuridad son
consistentes con ¢l intermediario nitrenio propuesto. De otra manera, cn presencia dc m-
dinitrobenceno no hay modificaciones, pero la p-hidroquinona (un agente reductor bien
conocido) inhibe la cloracion, scgin ¢l mecanismo propucsto la p-hidroquinona inhibe
fucrtemente la oxidacion de nitrenio, la cual cs la ctapa lenta del mecanismo propuesto . Un
decrecimicnto en las velocidades también sc observo bajo atmoésfera de nitrégeno positiva, lo

cual cs consistente con ¢l mecanismo propucsto.

Estudios de estabilidad de alprazolam

En la segunda parte, sc describe los estudios de estabilidad de alprazolam, una de las
benzodiazepinas mas recientes y mas (recuentemente usada.

En primera instancia se estudio cl efccto de diversos factores sobre la descomposicion
del alprazolam como droga pura.

Sc examind primcero la hidrolisis de alprazolam, a diversos pH : se encontrd que la
rcaccion cs altamente dependiente dec pH y no tienc lugar a pH > 7. En mcdios acidos la
reaccion resulto ser reversible y muy lenta por lo que no pudo aislarse el unico producto de
degradacion, formando cn minimas cantidades la 5-cloro-2-(3"-aminometil-5"-metil-1°,2",4"-
triazol-4"-il)benzofenona que se caracterizd mediante 'H y "*C RMN. La hidrélisis del
alprazolam cs diferente del resto de la hidrolisis de otras benzodiazepinas, las cuales se
hidrolizan a benzofenona y glicina, en éste la presencia del anillo triazdlico cstabiliza el
producto formado cn ¢l primer paso sc recicla rapidamente lo que no permite la hidroélisis

total del compucsto.
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Se llevaron a cabo ensayos de hidrolisis en condiciones severas, donde no se observo
la formacién de otros productos. También se analizo la sensibilidad del alprazolam a la
oxidacion, encontrandosc que solamente cs levemente scnsible en condiciones muy severas.
Lo que hace muy laborioso el proceso de degradacion y separacion de productos.

Se estudiaron también muestras en estado solido sometidas a 80°C durante 88 dias, y
otras en ambiente hiumedo a 80 % RH, 80 °C durante 28 dias, encontrandose un porcentaje
remanente de 98 % para el primer ensayo y un porcentajc de alprazolam remante de 86.8 en
el segundo ensayo. Esto decmuestra nuevamente la alta estabilidad del compuesto y las
dificultades que presenta su estudio.

Vista la incrcia frente a los procesos degradativos mas comuncs sc¢ examind cl
comportamiento de la droga frente a la accidon de la luz. Se realizaron diversos ensayos
preliminares a fin de determinar las condiciones experimentales Optimas. Se analizaron
soluciones irradiadas con luz natural en soluciones buffer de pH 1.8, 3.6 y 10.0. Otras
soluciones preparadas de igual manera se sometieron a 80 °C al abrigo de la luz. Los
resuitados mostraron que al cabo de 88 dias se habia degradado un 45, 26 y 3%
respectivamente en las soluciones irradiadas. Mientras que no se observo degradacion en las
muestras conservadas en la oscuridad.

Estos primeros cnsayos sugirieron quc el alprazolam es una molécula estable a la
mayoria dc los agentes que causan descomposicion de drogas, que la luz es cl agente que
mayor degradacion produce. Y la mayor parte de los estudios siguientes se concentran en

examinar la fotoquimica del alprazolam.

Aislamiento y caracterizacion de productos de degradacion

Debido a la observaciéon de fotdlisis se emprendieron ensayos para conocer los
productos de fotdlisis formados. Los ensayos se llevaron a cabo usando una lampara de metal
haluro de media presion, la cual es una de las lamparas recomendadas por la normas de la

ICH* para ser usada como simulador solar, en los estudios de fotodegradacién de drogas.

Con csta lampara sc irradié una solucién preparativa de alprazolam en buffer fosfato —
citrato pH 2.0, pucs se¢ habia demostrado previamente que a este pH era mayor la
fotodegradacion.

Los productos formados tienen estructuras y comportamicntos fisico-quimico muy
semejantes por lo que resultd especialmente ardua la separaciéon de las mismos cn las

cantidades minimas requeridas para su caracterizacion. Mediante la aplicacion de diversos



Resumen 199

sistemas de TLC preparativa, usando diversos clucntes como también fases cstacionarias
(silica gel, alimina, C-18, cclulosa) fue posible aislar los productos de fotodegradacion mas
importantes en medio acuoso y caracterizarlos mediante espectroscopia de RMN y EM, como
sc describe en cl capitulo 5.

En particular el compuesto 3 uno de los productos mayoritarios de la fotodegradacion
de alprazolam cn solucidn y en estado sélido, que ticne su misma masa molecular sc sintetizo
independicntemente para confirmar su cstructura.

Las estructuras de los productos aislados son las siguicntes:

N
=N\
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N N
N / N _#
NH,
c NH _ (0] OI
c N cl =N~(ho cl
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%
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Los estudios mecanisticos rcalizados sugicren que en la fotdlisis del alprazolam tienen
lugar rcacciones de declorinacidn, apertura foto-oxidativa, reducciéon y reordenamicntos.

Para la declorinacién se propusieron dos meccanismos que involucran transferencia
electronica intra o intermolecular. Del anién-radical generado en ambos mecanismos se

scpara ion cloruro, dando un radical libre que, finalmente, por abstraccion de hidrégeno del
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solvente producird 2. Dcl cation-radical gencrado cn el mecanismo intcrmolecular, por
abstraccion de hidrogeno por el solvente se forma el compucsto 5.

El mecanismo de formacién decl compuesto 1 involucra una apertura foto-oxidativa
del anillo con pérdida de la cadena lateral que se produce. O podria ser formado a través de
la fotodescomposicion oxidativa de la unién imina del anillo diazepinico, donde se produce,
en primer lugar, la benzofenona con cadena lateral de metilénamina, que rapidamente resulta
oxidada conduciendo al compuesto 6 que tiene la funcién amida como cadcena lateral.

Mientras que el mecanismo propuesto para el compuesto 3, la deshidratacion de la
benzofenona con cadena lateral de metilénamina formada, licvaria a la formacidn de un anillo
de seis miembros altamente establc.

El compuesto 4A proviene de la presencia de metanol en cl medio de reaccion que
provoca hidroximetilacion del nitrégeno del anillo benzodiazepinico. La contraccidn del anillo
diazepinico a un anillo de 6 miembros y simultanca transformacién del anillo triazélico de 5 a
6 miembros, por la fuerza dircctriz que procura el cambio de anillos de 5 y 7 a dos anillos de 6
miembros, conduce al compuesto 4B.

En intentos previos al aislamiento de los productos de degradacion en medios acuosos
sc aislaron los productos de¢ degradacion formados en soluciones metandlicas, ya que en este
medio se facilita la recuperaciéon y aislamiento de los mismos, sin embargo, se aislaron
también otros productos formados por solvolisis. Los otros dos productos aislados en este

medio son:

N—n Ny
4 \ 73 \
N 0 N
i - N,o
c 2 _0
“ oH N\
7 8

En la reaccion dc fotdlisis en metanol pareccria que la primera etapa de reaccion es
probablemente la hidrélisis del enlace imina seguido por reacciones de solvélisis. Debido a

que los productos aislados son artefactos del solvente, y no propiamente productos de
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degradacion, no sc cstudid en dctalle csta reaccion y sc orientaron los csfuerzos a aislar ¢

identificar los produclos formados en solucién acuosa.

Estudios cinéticos de alprazolam en solucion

Con cl objetivo de acercarse a la cinética de degradacion se prepararon soluciones de
alprazolam cn buffer y sc tomaron alicuotas periédicamente, las cualcs sc analizaron primero
por cspectroscopia UV, no encontrandose  diferencias importante que pucdan seiialar la
degradacion, cn el trascurso de la irradiacion. Fue necesario cintonces buscar otro método de
analisis cuantitativo adecuado par poder scguir las cinéticas, sc ecnsayaron diversos métodos
analiticos con resultados poco aptos excepto en cl caso dc determinacién
espectrofluorométrica.

El estudio por fluorcscencia, demostré quc la solucion aumenta la  seiial de
fluorescencia a medida que aumenta el tiempo de irradiacidn tanto al exponerse a la luz solar
como a la lampara. D¢ acuerdo a las ecstructuras de los productos de descomposicion
mayoritarios identificados csta fluorescencia se debe a la formacion del producto 3.

I3l aumento de la Muorescencia se usd para scguir cinéticamente la formacion de los
productos dec degradacion, cn soluciones de pH inferiores a pH 5.0, no sc cstudié a pH
superiorcs ya que en los primeros cnsayos rcalizados sc obscrvé que en pH basicos el
alprazolam no es fotolabil.

Las constantes de vclocidad de formacion de los productos de [otodegradacidn,
determinadas como cl aumento dc la fluorescencia sigue una cinética de primer orden y sc

muestran cn la tabla 9.1:



Tabla 9.1. Constantes de velocidad de Reacciones de

Fotodcgradacién de Alprazolam en medio acuoso™®

pH kohs tYs
10 % (s (horas)
2.0 3.61 53
3.6 1.67 1.5
5.0 0.55 34.7

* [Alprazolam]= 2.75 x 10™ M, en buffer fosfato-citrato
® medida como el incremento en la sefial de fluorescencia

(}-cxc 260nm, Acmision 435 nm)

Las constantes de velocidad dcterminadas muestran que el alprazolam es mas fotolabil

en soluciones acidas.

Fotoestabilidad de alprazolam en medicamentos

Los resultados anteriores se usaron para estudiar la fotodegradacion de alprazolam en
comprimidos. Esta cs la tnica forma farmacc¢utica en que este medicamento es disponible
comercialmente, lo que implica una dificultad adicional por la variabilidad de contenidos,
cscasa reactividad, ctc.

El analisis de comprimidos cxpuestos a irradiacién usando la lampara, mostré que el
principal producto de degradaciéon es la triazolbenzofenona, 1; la cual se identifico por
espectroscopia después de haberse aislado de los comprimidos irradiados usando la
metodologia seguida en el aislamiento de los productos dc la solucion acuosa. También se
observo que se produce en segundo lugar la triazolaminoquinolina, 3, la cual se identificé a
través de la comparacion de los t, con el compuesto sintetizado.

Con el objetivo de conocer reacciones oscuras se hizo un ensayo estudiando

sometiendo comprimidos de alprazolam a 80°C y 80 %HR. Los resultados mostraron que el
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alprazolam sc decgrada cn cstas condiciones formando un producto mayoritario:
triazolaminoquinolina, 3.

Con ¢l objetivo de reconocer si la degradacion obscrvada bajo la irradiacion con
lampara sc llcva a cabo también con la irradiacidon en condiciones naturales, sc analizaron
muecstras comprimidos de cuatro marcas diferentes expuestas a irradiacion solar directa.

Las muestras sc cstudiaron determinando el contenido de alprazolam y los productos
de degradacion mediante un método de HPLC previamente validado y sc siguicron por
aproximadamente dos afios La fotodegradacion en cstas condiciones da lugar a la formacion
de dos dc los compuestos que sc obscrvaron cn irradiacion con lampara y cn solucion:
triazolbenzofenona, 1 y triazolaminoquinolina, 3, sicndo mayoritario cl primero.

Los resultados mucstran la fotoscnsibilidad del alprazolam bajo formas farmacéuticas
solidas (comprimidos) al scr irradiado con luz solar directa. A pesar de scr un proceso de
accion fotoquimica en superficic sc observa que la descomposicion alcanza un valor maximo
de 10% en una dec las muecstras cn un periodo de 2 afios. La catalisis por los excipientes
pucde ser un factor importante de caracter fisico y/o quimico.

Sc encontraron diferencias apreciables dc acuerdo al envase en que se hizo la
cxposicion. Las mucstras irradiadas en cl blister mostraron mayor porcentaje de degradacion
y un mayor porcentaje de formacién de la triazolobenzofenona, que las irradiadas dentro de
un frasco, probablemente cl caracter mas hermético del blister incide desfavorablementc en
eslc caso.

Detcrminada la fotosensibilidad, cs claro que los cnsayos para evaluar la
fotocstabilidad dc las formas farmacéuticas de cste medicamento deben conducirse dentro de
su cmpaquc final (blister +caja) para comprobar la cficacia del envase. Ademas los resultados
de los presentes estudios indican claramentc que debe evitarse la exposicion a la luz durante
la manipulacién de la droga, elaboracion del producto y almacenamiento; asi mismo, deben

cvitarsc los medios acidos cn los cuales cl alprazolam es especialmente reactivo.
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