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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por un parasito flagelar, Trypanosoma cruzi,
transmitido a humanos por hematofagos traiatominos, transfusiones de sangre, o por
transmision vertical (madre-hijo). Aunque en los ultimos afios se han producido grandes
avances en el control de la transmision por vector y por transfusion, la transmision congénita
todavia es muy importante *°. Los farmacos disponibles en la actualidad para tratar a los

pacientes con Chagas son el nifurtimox (NFX) y benznidazol (BNZ), dos nitrocompuestos.

El principal mecanismo de accion de los nitrocompuestos es a través de reacciones
redox. Para el BNZ, el compuesto estudiado en el presente trabajo, se ha propuesto que su
accion tripanocida es mediante la reduccion del grupo nitro de dicha molécula. Por lo que se
estudia el comportamiento electroquimico del BNZ mediante voltamperometria ciclica en
diferentes solventes no acuosos con el objetivo de poder conocer los intermediarios de la

reduccion controlada del mismo.

Se demuestra la presencia de importante actividad electroquimica en solventes no
acuosos, especialmente los procesos de electrorreduccion. En éstos medios, la respuesta es
influenciada por una gran cantidad de variables, como por ejemplo, la naturaleza del solvente,
las sales del electrolito soporte, el pH del medio, entre otras. Esta variabilidad implica la
reduccion del BNZ mediante un proceso muy vulnerable al entorno, de manera que muy
probablemente estas propiedades electroquimicas se manifiesten de un modo particular y
diferente en cada uno de los entornos bioldgicos vinculados con sus mecanismos de accion

tripanocida y/o de generacion de efectos adversos en pacientes en tratamiento.

Palabras claves: Chagas, benznidazol, Voltamperometria ciclica.
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ABSTRACT

Chagas disease is caused by a flagellate parasite, Trypanosoma cruzi, transmitted to
humans by blood-sucking Traiatominae, blood transfusions, or by vertical transmission
(mother to child). Recently there have been major advances in the control of vector
transmission and blood transfusion transmission, congenital transmission is still very
important. The drugs currently available to treat patients with Chagas disease are nifurtimox

(NFX) and benznidazole (BNZ), two nitro compounds.

Nitro compounds main mechanism of action is via nitro-redox reactions. For the BNZ,
the compound studied in this work, it is proposed that the trypanocidal action is the reduction
of the nitro group of the compound. So I studied the electrochemical behavior of BNZ by
cyclic voltammetry in different non-aqueous solvents with the goal of detecting the

intermediate steps controlling the reduction of BNZ.

I found important electrochemical activity in non-aqueous solvents, so electroreduction
processes are demonstrated. In these media, the response is influenced by many variables,
such as the nature of the solvent, supporting electrolyte salts, medium pH, among others. This
variability implies that the BNZ reduction is a process vulnerable to environment. Therefore
these electrochemical properties are manifested in particular ways depending on the biological
environments relateds to the trypanocidal action mechanisms and /or the generation of adverse

effects in patients during treatment.

Key words: Chagas, benznidazole, cyclic voltammetry.
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Capitulo 1: Introducciéon

Problematica de la Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas afecta aproximadamente a 15 millones de personas en
Sudamérica, con 7000 muertes anuales debido a sus complicaciones. La distribucion
geografica de esta enfermedad es amplia, abarcando gran parte de América, con caracteristicas

roo. . ;. 1
endémicas en casi toda Sudamérica.~

Esta enfermedad, llamada asi en referencia a Carlos Chagas, quien fue el primero en

describirla en 1909, es causada por un parasito flagelar, Trypanosoma cruzi, transmitido a
, . . . 2 ., .

humanos por hematéfagos traiatominos, transfusiones de sangre = o por transmision vertical

(madre-hijo)?.

El ciclo de accion del T.cruzi y su forma de infeccion se basan en el vector biologico
del protozoo, Triatoma infestans, vulgarmente conocido como “vinchuca”. Este ingiere sangre
infectada con el protozoo, el cual en el intestino del vector se transforma en un epimastigote
que se reproduce en gran numero. Sigue hasta el intestino del huésped hasta transformarse en
tripomastigote, sale del huésped a través de sus fecas. Al momento de picar a sus huéspedes, la
vinchuca defeca introduciendo los tripomastigotes en el tejido donde se transforman en
amastigotes, luego se multiplican para volver a la forma de tripomastigotes y entrar a la
circulacion. Por medio de la circulacion sanguinea estas estructuras se distribuyen en el

organismo>. Este ciclo se ilustra en la figura 1.1
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Vector Biologico Epimastigote

Tripomastigote
en fecas

Rascatse o frotarse

Sangre infectada —_

Célula sanguinea Tripomastigote

Penetracion celular

Flujo sanguineo

Amastigote

Colonizacion de musculos
o tejido neural

Figura 1.1: Ciclo vital del T.cruzi 3

El Chagas tiene dos fases sucesivas en humanos: aguda y cronica. La fase aguda dura
entre 6 y 8 semanas. Una vez terminada esta fase, la mayoria de los pacientes infectados
aparentemente recuperan un estado de salud, en el cual ningiin dafio de 6rganos puede ser
demostrado por métodos estandares actuales de diagnostico clinico. La infeccion puede ser
verificada solamente por test seroldgicos o parasitologicos. Esta forma de la fase cronica del
Chagas es llamada forma indeterminada. La mayoria de los pacientes permanecen en esta

forma de la enfermedad.

Sin embargo, después de varios afios de permanencia en la fase cronica, del 20 al 35%
de los individuos afectados, dependiendo de la zona geografica, desarrollan lesiones
irreversibles del sistema nervioso auténomo en el corazon, esdfago, colon, y sistema nervioso

periférico. La fase cronica dura el resto de la vida del individuo afectado.?

Aunque en los ultimos quince afios se han producido grandes avances en el control de

la transmision por vector y por transfusion, la transmision congénita todavia es muy
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importante =X, Un estudio llevado a cabo en centros de salud de la ciudad de Buenos Aires
reveld que la prevalencia de infeccion por 7. cruzi alcanza al 2% de la poblacion pediatrica

estudiada®.

Los tnicos farmacos disponibles en la actualidad para tratar a los pacientes con Chagas
son el nifurtimox (NFX) y benznidazol (BNZ); aunque se encuentran en instancia de analisis
clinicos nuevas drogas para el tratamiento en la fase crénica de la enfermedad®. NFX y BNZ
estan aprobadas para el tratamiento de la poblacion pediatrica por la Administracion Nacional

de Medicamentos y Tecnologia (ANMAT) y el Ministerio de Salud de la Republica Argentina.

nifurtimox benznidazol

O.N .. < | ; .ﬁ

.l:_'l.
H.C =y

M

Figura 1.2 Formula quimica de benznidazol y nifurtimox

A pesar de que tanto BNZ como NFX fueron desarrollados hace mas de 40 afios, sus
propiedades farmacologicas (metabolismo en humanos, mecanismo de accion y de efectos
adversos, etcétera) no han sido estudiados en detalle. En especial, la informacioén disponible
sobre la farmacocinética en humanos (absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion) de
estas drogas es rudimentaria en el mejor de los casos y virtualmente inexistente en poblaciones

especiales como nifios, ancianos y mujeres embarazadas o lactantes.

En pacientes con infecciones en fase aguda, independientemente de la via de
transmision (vectorial, transplacentaria, etc.), y en fase cronica reciente (especialmente en
niflos y adolescentes), tanto BNZ como NFX han demostrado ser eficaces. En infeccion

cronica del adulto, estos farmacos se encuentran en evaluacion para demostrar su eficacia en la
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cura de la infeccion y prevencion de la morbimortalidad, sin resultados concluyentes hasta el

momento.
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Capitulo 2: Antecedentes Generales

Historia de los medicamentos antichagasicos

De los dos farmacos usados, BNZ, originalmente producido por el laboratorio Roche,
que discontinué su produccion en 2004, es producido actualmente en Argentina por un
consorcio que reune al Ministerio de Salud, los laboratorios ELEA y Maprimed y a Mundo
Sano. También es producido en Brasil por el Laboratorio Farmacéutico del Estado de
Pernambuco (LAFEPE). El medicamento cuenta con la autorizacion como especialidad
medicinal por parte de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
(ANMAT) La presentacion de este farmaco es en comprimidos de 50 miligramos de rapida
disolucion (ademaés de la tradicional de 100 miligramos), lo cual facilita su administracion

especialmente en pediatria.t®

Estos medicamentos fueron sintetizados en los afios sesenta y desde entonces apenas
se han desarrollado. Ambos se incluyen en la LME (Lista de Medicamentos Esenciales) de la
OMS, pero no en las listas nacionales de muchos paises endémicos. Se sabe ademas que

. 11
poseen efectos secundarios graves.—

De acuerdo al relato del Prof. Dr. Humberto S Lugones (Agosto 2004)2: “Los tnicos

medicamentos realmente curativos o especificos para el periodo agudo de la Enfermedad de
Chagas, el NIFURTIMOX y el BENZNIDAZOL, fueron puestos al uso médico gracias a los
ensayos realizados en el Centro de Chagas de Santiago del Estero.”Y continua: “En el ensayo
de droga de BAYER (NFX), llamada originalmente Bay 2502, fueron 470 los casos agudos
tratados. El laboratorio BAYER cit6 a Santiago de Chile a todos los participantes del ensayo
de la nueva droga, en noviembre de 1968. Alli, la mayor experiencia fuera de la Argentina, fue
el trabajo de CEDILLOS, de El Salvador, quien presentd 24 casos tratados. En consecuencia,
la decision que tomo el laboratorio de poner en circulacion el tratamiento para fase aguda, fue
tomada en base a la experiencia de Santiago del Estero, con el 80% de curaciones en

seguimiento de mas de un afo, con xenodiagnostico y serologia realizadas por el Instituto
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"Fatala Chabén " de Buenos Aires. En cuanto a la droga del Laboratorio ROCHE (BNZ), que
encargd al Centro de Chagas de Santiago del Estero, en exclusividad, el ensayo se realizd
también con la colaboracion del instituto "Fatala Chabén "; en término de un afio, se trataron
con el Ro 7 -1051 (BNZ), algo mas de cien casos, con resultados similares a los ensayos
anteriores, lo que determina al Laboratorio, poner la droga al uso médico para el tratamiento
del Chagas agudo. Como se advertird, estas pruebas fueron posibles de realizarse gracias al
elevado niimero de pacientes agudos que en ese momento manejaba el Centro de Chagas. En
menos de cinco anos, entre septiembre de 1966 y 1970 inclusive, se vieron 1050 casos agudos,
mas que los que vieron los médicos brasilefios en 70 afios, porque segin PINTO DIAZ, hasta

1984, se vieron en Brasil, no mas de 800 casos.”

“Otro importante aporte argentino fue la demostracion del porcentaje de los casos
inaparentes, ya supuesto por CHAGAS y MAZZA, ante la observacion de los escasos casos
agudos diagnosticados y la gran cantidad de casos cronicos descubiertos por serologia. Fue el
Dr. JUAN B. REBOSOLAN, Director del Laboratorio del Centro de Chagas quien en la
década del 60, llevd a cabo la siguiente experiencia: En un area proxima a Santiago, realizd
xenodiagnodstico a 197 nifios de 2 afios, tomados al azar. Resultaron 17 casos positivos y solo
uno de ellos tenia antecedentes de edema en un ojo, meses antes, todo los demas eran nifios
sanos sin ningun antecedente que pudiera hacer pensar en Chagas. Con estas dos experiencias,
las primeras que se realizaron en toda Latinoamérica, quedé demostrada la gran inapariencia

"o

del "periodo agudo".

Como antecedentes de éstos farmacos, se pueden citar los agentes quimioterapicos
empleados de 1936 a 1960, como una tentativa de tratamiento de la enfermedad de Chagas, de
los cuales se destacan los derivados de las quinoleinas y varios otros antimalaricos,
arsenobenzoles y otros arsenicales, fenantridinas, sales de oro, bismuto, cobre, zinc, yoduro de
sodio, violeta de genciana, aminopterina, acido paraaminosalicilico, hidrazida del acido
nicotinico, sulfonamidas, antihistaminicos, ACTH y cortisona, mas de 30 antibidticos y

algunos nitrofuranos con resultados negativos o discutibles.

. 35 . . . .
A partir de 1961, Brener= revisé los nitrofuranos estudiados experimentalmente por
Packchanian®® en la infeccion experimental por el 7. cruzi. Demostrd, de forma clara e

indudable, que la nitrofurazona (5-nitro-2-furaldehido semicarbazona) en esquema de duracion
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prolongada (un promedio de 53 dias) con una dosis de 100 mg/kg/dia curaba mas de 95% de
los ratones cronicamente infectados, abriendo una nueva era en la terapéutica de la
enfermedad de Chagas. Al poco tiempo, Ferreira®l y colaboradores también trataron 10 casos
agudos de la enfermedad con nitrofurazona, “con buenos resultados y pocos efectos
colaterales” pero, enseguida, verificaron que cinco de ellos volvieron a tener xenodiagnostico
positivo. Coura¥ y colaboradores informan, en trabajos publicados en 1961 y 1962, que
trataron 14 casos cronicos con nitrofurazona (Furacin) en dosis progresivas (10, 20 y 30
mg/kg/dia en la primera, segunda y tercera semana respectivamente); los efectos colaterales,
en los primeros cuatros casos, fueron tan intensos (polineuropatia sensitiva) que el tratamiento
tuvo que ser interrumpido. Reiniciaron el tratamiento con 10 mg/kg/dia en otros 10 pacientes,
5 de ellos toleraron el tratamiento a pesar de los efectos colaterales (anorexia, pérdida de peso,
parestesias y polineuropatia sensitiva) durante 60 dias; uno de esos pacientes con infeccion
cronica reciente (18 meses) tolero el tratamiento con 20 mg/kg/dia durante 53 dias. De los seis
pacientes tratados por un periodo prolongado (mas de 50 dias), dos fueron considerados
curados, basados en la negativacion persistente del xenodiagndstico y en la reaccion de
fijacion del complemento (reaccion de Guerreiro y Machado), y jamas volvieron a ser
positivos. Cangado®® y colaboradores, en 1964, también trataron cinco pacientes cronicos con
nitrofurazona con una dosis de 10 mg/kg/dia en periodos variables con tolerancia de 10 a 34
dias, con falla terapéutica. La conclusion final fue la de que la nitrofurazona podria ser
curativa pero los pacientes no toleraban los efectos colaterales en las dosis y tiempo necesarios

para la cura.

Al final de la década del 60 e inicios del 70, dos nuevos fairmacos surgieron con
mejores perspectivas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas tanto por el potencial
curativo, particularmente para la fase aguda, como por la tolerancia: el NFX, un nitrofurano:
3-metil-4(5’-nitrofurfurilideno-amino)-tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dioxido  (Bayer 2502)
comercializado bajo el nombre de Lampit y el BNZ (N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida)
(RO 7-1051) comercializado bajo el nombre de Rochagan® en Brasil y Radanil® en
Argentina. E1 NFX, desarrollado por Bock y colaboradores, y el BNZ, desarrollado por

. 39 . . . . . .
Richle=, se mostraron activos in vitro e in vivo contra el T. cruzi.
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Los resultados obtenidos con ambos fArmacos variaron de acuerdo con la fase de la
enfermedad, duracion del tratamiento, edad de los pacientes y con el area geografica de
origen. Los mejores resultados fueron obtenidos en la fase aguda de la enfermedad, en nifios y
pacientes con infeccion reciente, usdndose NFX con una dosis de 8 a 10 mg/kg/dia o BNZ 5
a 7,5 mg/kg/dia de 60 a 90 dias. En la fase cronica, con pacientes adultos, los mejores
resultados fueron obtenidos en el sur de Brasil, Argentina y Chile, por lo tanto, en el Cono
Sur, probablemente debido al tipo de cepa del 7. cruzi de esa region. En sintesis se puede decir
que el porcentaje de cura fue de 60 a 80% en la fase aguda y de 10 a 20% en la fase cronica,
de acuerdo con los diversos autores y areas geograficas. Algunos autores que obtuvieron “altos
porcentajes de cura” en la fase cronica se basaron en la negatividad del xenodiagnostico o de
la PCR, que pueden ser negativos en mas del 50% de los pacientes con reduccion de

parasitemia, aunque no se encuentren curados.

Los efectos colaterales mas frecuentes del NFX fueron anorexia, pérdida de peso,
excitabilidad psiquica o somnolencia y manifestaciones digestivas como nauseas, vomitos y,
ocasionalmente, colicos intestinales. Los efectos colaterales del BNZ pueden ser clasificados
en tres tipos: (i) manifestaciones de hipersensiblidad como dermatitis con erupcion cutanea
(generalmente entre el 7° y 10° dia de tratamiento), edema periorbital o generalizado, fiebre,
linfoadenopatia y dolores musculares y articulares; (ii) depresion de la médula osea, entre las
cuales neutropenia, agranulocitosis y purpura trombocitopénica; (iii) polineuropatia periférica

representada por parestesias y polineuritis.

Considerando que el ergosterol es el principal esterol del 7. cruzi, en la ultima década
las investigaciones se inclinan al desarrollo de un inhibidor eficaz de ese esterol. Urbina y
colaboradores desarrollaron el DO870 que curaba un alto porcentaje de animales infectados
con 7. cruzi a corto y largo plazo. Recientemente, Molina® y colaboradores demostraron que
el triazolico posaconazol (SCH 56592 Schering-Plouch) inhibe la proliferacion de
epimastigotes de 7. cruziy la sintesis del ergosterol hasta 100 veces mas que el DO870,
inclusive de cepas resistentes al NFX y BNZ. En este momento, el posaconazol esta en fase

o . o 13
inicial de experimentacion en seres humanos.™
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Comportamiento del farmaco BNZ

Los compuestos quimicos en sistemas biologicos pueden ser activados a
intermediarios reactivos por mecanismos enzimaticos y/o no enzimaticos. Los iones metalicos,
tales como el hierro y el cobre pueden facilitar el proceso de autooxidacion de algunos
xenobidticos; o agentes reductores como el dcido ascorbico intervienen en la regeneracion del

compuesto original, estableciéndose un ciclo redox no enzimatico.

Sin embargo, la mayoria de los procesos por los cuales se generan radicales libres es a
través de la catélisis enzimatica. En general, la probabilidad de que un compuesto pueda ser
reducido enzimaticamente depende de su potencial de reduccion, por lo que, compuestos con

alta afinidad electronica son mas facilmente reducidos por sistemas biolégicos que otros.

El sistema del citocromo P450 microsomal cataliza la biotransformacion reductiva de
algunos xenobidticos como los nitrocompuestos, como lo hace en una nitroreduccion

aromatica, cuando la presion de oxigeno es muy baja.

Debido a la transferencia de equivalentes de reduccion en las reacciones catalizadas
por el citocromo P450, algunos xenobidticos aceptan uno o dos electrones. Es decir, el sustrato
acepta los electrones y se reduce, en lugar de hacerlo el oxigeno molecular. En el caso de los
nitrocompuestos, los equivalentes de reduccion disminuyen el estado de oxidacion del
nitrogeno y el grupo nitro forma la amina mediante una serie de reacciones secuenciales. En la
reduccion estan involucradas las llamadas nitrorreductasas, entre ellas muchas flavoenzimas y

la NADPH citocromo P450 reductasa, ademas del citocromo P450.

Los potenciales redox muy bajos, la baja especificidad del sustrato y las uniones
fuertes de estos sistemas con el ligando hacen que transfieran los electrones a xenobioticos,
resultando una biotransformacion reductiva en lugar de una oxidacion, que es lo mas

14
frecuente.™

La formacion de intermediarios reactivos puede demostrarse utilizando espectroscopia
de spin electronico (ESR), sin embargo, el espectro se obtiene solo bajo anaerobiosis dado que

en presencia de oxigeno, el intermediario reactivo se reoxida rapidamente al sustrato original.
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NFX y BNZ actuarian a través de la formacion de radicales libres y/o metabolitos
electrofilicos. El grupo nitro de ambas drogas es reducido a un grupo amino por la accion de
nitroreductasas, con la formacién de varios radicales libres intermediarios y metabolitos
electrofilicos. Este proceso, comienza con una reaccion catalizada por una NADPH-citocromo
P450 reductasa, que actia sobre el grupo nitro del tipo de moléculas R-NO,, produciendo un
radical nitroanién intermediario (R-NOQF) B2 Este radical sufre un reciclado redox con una
molécula de oxigeno, la cual es parcialmente reducida y regenera la droga®. El anion
superoxido (Ozo_) sufre una dismutacion por una superoxido dismutasa a perdxido de
hidrogeno (H,0O,). El ani6n superdxido (0207) y el peroxido de hidrogeno (H,0,), en presencia
de Fe*" forma el radical libre hidroxilo (reaccién de Haber-Weiss). Estos radicales libres,

principalmente el OH’, se unen a los lipidos, proteinas, y ADN, danandolos.

De acuerdo a algunas de las teorias planteadas, el proceso in vivo comenzaria con una
reduccion catalizada por una flavoenzima que actua sobre el grupo nitro formando el radical

nitroanion (RNO; 07) (ver Figura 2.1).
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Figura 2.1: Ciclo redox y etapas de la nitroreduccion de nitrocompuestos®

La toma de un electron por parte de un nitrocompuesto (RNO;), que tienen la
capacidad de aceptar 6 electrones, genera el RNO, que, en condiciones aerdbicas, le

transfiere el electron al O, regenerando el RNO; y produciendo 0, .

Por otro lado la incorporacion de dos electrones al RNO; genera intermediarios
nitrosos extremadamente reactivos, y la reduccion por un electron de éstos, genera a su vez el

radical hidronitréxido, que deriva luego de una segunda reduccion a hidroxilamina (ver
Figura 2.2)
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Radical Nitrosocompuesto Radical Hidroxilamina Amina
Nitrocompuesto nitroanion Hidronitroxido
e . et e +H e+ H 26+ 2H
RNO; ———> RNO,” &=—* RNO T—> R-NOH' T—® RNHOH T—=> RNH,
)/‘\ f_\
0y 0, o}y 0,

Figura 2.2 Reduccion de un nitrocompuesto que no ingresa a un ciclo redox

En ambos casos, si el ciclo redox y/o la generacion de intermediarios reactivos
continuaran por tiempo indeterminado, los mecanismos de defensa celulares se verian

excedidos permitiendo la acumulacion de estas especies radicales y el dafio a las biomoléculas.

Una vez que se ha formado el RNO, se puede observar un aumento en la generacion
de radicales libres dependiendo de la oxigenacion de la célula, o puede resultar un
metabolismo en varias etapas enzimaticas. No solo puede existir cooperacion entre sistemas

. . ., . , . 14
enzimaticos si no que también pueden darse las reacciones puramente quimicas. —

Cuando NFX es adicionado a las células infectadas de 7. cruzi, se detecta un espectro
caracteristico en ESR correspondiente a un radical nitroanion. Estos y otros experimentos
sugieren que la reduccion intracelular de NFX, generando el radical libre nitro, seguida por el
ciclo redox y la produccion de O, y H,0,, seria el principal mecanismo de accion de NFX

contra T, cruzi L.

El efecto tripanocida del BNZ no depende de los radicales oxigenados, a diferencia de
lo que ocurre con NFX 2. La generacion de 0, y H,0, a concentraciones de inhibicion del
crecimiento del epismastigote no se ha observado. Es probable que los metabolitos reducidos
de BNZ estén involucrados en los efectos tripanocidas por la unidon covalente con

macromoléculas (Figura 2.3). 218
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Figura 2.3 Efecto tripanocida de BNZ por unién a macromoléculas®

En el parasito:

Generalmente, los compuestos nitroheterociclicos funcionan como prodrogas y la
mayoria sufre una activacion para mediar sus efectos citotoxicos. El paso clave en este
proceso es la reduccion del grupo nitro, el cual esta unido al anillo aromatico. Dos clases de
enzimas, nitroreductasas tipo I y tipo II, pueden catalizar esta reaccion. Las nitroreductasas
tipo I son proteinas FMN / NAD(P) H-dependientes, restringidas en gran parte a procariotas.
Median la transferencia de dos electrones a un grupo nitro organico, formando un
intermediario nitroso, y promueven a una segunda reduccion de dos electrones para generar
hidroxilamina. Este derivado puede interactuar directamente con macromoléculas biologicas,
llevando al dafio celular, o experimentar un proceso posterior para generar agentes citotoxicos.
En contraste, las nitroreductasas tipo II, capaces de encontrarse en otros organismos, no sélo
procariotas, median la reducciéon de un electron del grupo nitro, produciendo un radical
nitroaniéon. En presencia de oxigeno, esta molécula es reoxidada volviendo al compuesto

original con la produccion de concomitantes de aniones superoxidos.
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La mayoria de las prodrogas nitroheterociclicas puede sufrir activacion por ambas
nitroreductasas tipo I y II, llevando a la confusién en cuanto a como ciertos compuestos
median su accidn citotoxica. En el caso de BNZ, han sido propuestos dos mecanismos que
acontecen para lograr su actividad tripanocida. El primero, involucra nitroreductasas de tipo II
generando estrés oxidativo en el parasito a través de la formacion del anion superdxido.
Evidencias indirectas para esta via, demuestran que cualquier perturbacion de esta enzima

conduce a un desbalance del metabolismo del anion superdxido que es toxico para el parasito.

La adicion de BNZ a extractos de 7. cruzi no parece apuntar a la produccion de
niveles significativos de especies reactivas de oxigeno, sugiriendo que un mecanismo
alternativo puede ser responsable de la actividad tripanocida de esta prodroga. Una
nitroreductasa designada NTR, juega un rol importante en el metabolismo de la droga
nitroheterociclica tanto en 7. cruzi como en T. brucei, como células con niveles reducidos de
nitroreductasas tipo I exhiben resistencia a varios agentes nitrohererociclicos, incluyendo

BNZ, mientras que la sobreexpresion confiere hipersensibilidad?2.

El metabolismo de los compuestos nitroheterociclicos por las nitroreductasas tipo
I puede guiar a la formacion de varios productos finales. Andlisis de fragmentos indican picos
que corresponden a isomeros cis/trans del 4,5-dihidro-4,5-dihidroimidazol derivado, reportado
previamente por ser el producto de la reduccion electroquimica del BNZ. Estos isomeros
estan formados como resultado de la reduccion de 4 electrones del BNZ a hidroxilamina por la
via de un intermediario nitroso que, bajo condiciones normales, experimenta una
reacomodacion a través de un ion nitrenium para formar un hidroxi derivado (Figura 2.4). El
hidroxi derivado puede entonces aceptar agua para producir el dihidro-dihidroxi mas estable
como producto final. Ha sido demostrado que esta via ocurre durante la reduccion anaerdbica

. . . , 22
de 2-nitroimidazoles en sistemas mamiferos.=*
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Figura 2.4 Via de reduccion del BNZ a través de un intermediario nitroso

Estos descubrimientos, en conjunto con aquellos que examinan Ila
susceptibilidad de parasitos disefiados o seleccionados para expresar niveles alterados de la
nitroreductasa tipo 12 demuestran que la toxicidad selectiva de BNZ puede ser atribuida a la
expresion de esta enzima por los tripanosomas, e indica que esta prodroga media gran parte de

su actividad antiparasitaria a través de la produccion de metabolitos citotoxicos.

El metabolismo del BNZ por las nitroreductasas tripanosomales tipo I procede
via una serie de intermediarios de vida corta para producir 4,5-dihidro-4,5-dihidroxiimidazol,
este, lentamente se disocia para liberar glioxal. Este patron de reduccion es idéntico al
reportado previamente después de la reduccion electroquimica del BNZ bajo condiciones
neutrales, y analogo al que se observo durante la reduccion anaerobia mediada por la
citocromo P450 reductasa de 2-nitroimidazole misonidazol2%. A través de esta via se producen
algunas fracciones potencialmente citotoxicas y mutagénicas. Por causa de su naturaleza
transitoria, Hall y Wilkinson no pudieron analizar los efectos de este intermediario, pero por
analogia con derivados equivalentes obtenidos desde otros nitroimidazoles, consideraron que
la forma de hidroxilamina del BNZ, podria reaccionar con acidos nucleicos y proteinas,
mientras el ion nitrenium podria conjugarse con tioles libres?2. Igualmente, muchas de las
propiedades potencialmente tripanocidas podria ser atribuido al glioxal, el producto final de la
reduccion de BNZ mediada por TbNTR. Este dialdehido altamente reactivo puede promover
multiples efectos deletéreos en células por reaccionar con aminoacidos de cadena lateral,
llevando a la inhibicidon enzimatica, entrecruzamiento de proteinas, degradacion de proteinas
alterasa, y puede formar aductos con acidos nucleicos, promoviendo entrecruzamiento del

ADN y mutacion 2
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En mamiferos:

Se analizaron muestras de plasma obtenidas de pacientes pediatricos bajo
tratamiento con BNZ, utilizando HPLC/MS/MS. Las dos especies detectadas, en las tres
muestras estudiadas, pueden ser asociadas indudablemente a moléculas de BNZ y a N-

bencilacetamida (BAA), siendo la segunda un fragmento de la droga inicial?Z.

De los resultados obtenidos, dos hipotesis pueden ser formuladas: la primera de
ellas consiste en relacionar la presencia de N-bencilacetamida con el metabolismo hepatico de
BNZ; la segunda hipotesis tiene que ver con la posible actividad antitripanosomal de estos
metabolitos, asi como su rol en el desarrollo de efectos secundarios, frecuentemente asociados

con la droga patron.

Estos resultados, junto con la mayoria de la informacion disponible, indican que
es altamente probable que BAA derive de una serie de reacciones metabolicas desde BNZ, y

que sea un producto metabolico estable.

La via para esta transformacion deberia comenzar con una reduccion completa
del grupo nitro, similar a la descrita para las nitroreductasas de tipo I. Este hipotético producto
proporciona grupos funcionales para una rapida oxidacion enzimatica y el consecuente clivaje,
produciendo compuestos intermediarios. Finalmente, siguiendo la oxidacion de la estructura
molecular, el anillo de imidazol se rompe. El grupo bencilo, con un nicleo aromatico muy

estable, seria la estructura mas inerte en este proceso.

Hipotéticamente, el proceso finaliza en la formacion de BAA, el cual, deberia
formarse en el hepatocito a través de una secuencia no especifica de reacciones,

probablemente con la intervencion de P450 y/o nitroreductasas.??

La hipotesis actual intenta explicar la toxicidad de los nitrocompuestos sobre
parasitos (actividad anti.tripanosomal) y mamiferos (advers drugs reacctions, ADRs), la cual
requiere reduccion enzimatica del grupo nitro con generacion de intermediarios reactivos. Por
otra parte los compuestos nitroheterociclicos generalmente actlian como prodrogas y deben

. ., . S 28
sufrir activacion para mediar sus efectos citotoxicos=.
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;Por qué la electroquimica?

Las distintas hipotesis planteadas respecto al comportamiento de los
nitrocompuestos, tanto de su actividad tripanocida como de los efectos adversos producidos en
pacientes tratados con farmacos derivados de dichos compuestos, se asemejan en la premisa de
que ¢éstos actiian debido a una reduccion electroquimica en su estructura molecular. En
algunos de los trabajos citados, se observa la reduccion del grupo nitro del compuesto hasta la
obtencion de la hidroxilamina®® a través de diferentes intermediarios reactivos, mientras que
otros trabajos postulan al glioxal como producto final®® sin descartar la formacion de la
hidroxilamina y su unién con d4cidos nucleicos y proteinas. Se mencionan distintos
intermediarios de estas vias metabdlicas que se obtienen por la transferencia de uno o mas

electrones y probablemente por la presencia o ausencia de O,.

Ademas de su uso en enfermedades bacterianas y parasiticas, los
nitroimidazoles se han utilizado en la quimioterapia del cancer, como agentes citotoxico y
radiosensibilizadores. Estas dos aplicaciones, ademas de la toxicidad aerdbica crdonica que
pueden producir, estan relacionadas con la afinidad electronica que poseen, sugiriendo ademas

. . 14
que los procesos redox estan involucrados en cada uno de estos fenomenos.—

Asi, se observa la importancia de los procesos redox en la activaciéon de los
nitrocompuestos para ejercer su accion toxica. Por este motivo, en el presente trabajo se
utilizan técnicas electroquimicas para el estudio de los procesos de reduccion del BNZ. Las
reacciones electroquimicas producen transferencias de cargas, los productos de estas
transferencias de cargas suelen experimentar reacciones posteriores. Las técnicas
electroquimicas dinamicas generan estos intermediarios, y pueden detectar y analizar sus

reacciones posteriores, lo que resulta util para determinar mecanismos de reaccion.
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Objetivos

Obijetivo general

El objetivo del presente trabajo fue realizar un aporte al conocimiento que se
tiene del comportamiento de los farmacos utilizados actualmente para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. Si bien, son fairmacos que surgieron hace mas de cuarenta afos, la
informacion registrada en cuanto a su forma de actuar en el organismo humano es escasa. Por
esta razon, se busco la posibilidad de conocer in vitro caracteristicas principales de la forma
de reaccion de uno de los medicamentos usados, BNZ, para que sean comparadas con los

resultados obtenidos de otro grupo de trabajo, dentro del mismo proyecto de investigacion.

Obijetivos especificos

Caracterizar el comportamiento electroquimico del BNZ en distintos solventes

no acuosos, mediante el uso de voltamperometria ciclica.

Buscar intermediarios de reduccion del compuesto, debido a que, de acuerdo a

la bibliografia, es la forma de actuar en sistemas bioldgicos.

Analizar cudl es el comportamiento en cuanto a la 6xido-reduccion in-vitro, para

estudiarlo en medios no bioldgicos, y relacionarlos con éstos.
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Capitulo 3: Métodos Electroquimicos

Generalidades

La electroquimica es la disciplina quimica que trata el estudio de los procesos y
factores que afectan el transporte de carga a través de la interfase formada entre dos fases,

generalmente un electrodo y una disolucion en contacto con €L

La electroquimica analitica puede definirse como el estudio de los procesos de
reaccion que ocurren en la interfase conductor — disolucion, generados espontaneamente o por

medio de una perturbacion externa, con el objetivo de resolver un problema de tipo quimico.

Los procesos de reaccion son el conjunto de eventos que ocurren antes, durante
y después de imponer una perturbacion del tipo eléctrico. De todos los procesos de reaccion, el
principal es la reaccion electroquimica y la magnitud de su respuesta dependera de los demas
eventos que la acompafen. Estos transcurren durante la imposicion de la perturbacion y
dependen del tiempo y la manera en que ésta se mantiene. Al cesar la perturbacion se alcanza

un nuevo estado de equilibrio.

De acuerdo al tipo de perturbacion que se imponga sera el tipo de respuesta que
se manifestard y de ella dependera el tipo de informacion que se obtendra para caracterizar a
las moléculas, las reacciones al electrodo, la cantidad de analito y la forma en que acontece
dicha transformacion. Si se impone una diferencia de potencial se obtendrd una corriente de
electrolisis; en cambio, si se impone una corriente constante la respuesta se manifestara por
medio de un cambio de potencial en la interfase conductor — disolucion. Las técnicas
electroquimicas pueden dividirse de acuerdo en la manera en que realizan mediciones y la

perturbacion del sistema®® como muestra el diagrama 3.1.
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Diagrama 3.1 Técnicas electroquimicas

Imposicién de Imposicién de
potencial corriente

E=f(t) =f(t)

Potenciostaticas Potenclodinamicas Galvanostaticas Galvanodinamicas
Barrido de

Pulsos de potencial potencial Pulsos de corriente Barrido de corriente

El interés en la electroquimica de las sustancias organicas ha crecido
continuamente en las ultimas décadas. Sus técnicas se aplican al andlisis y sintesis de
compuestos organicos, a la dilucidacion o confirmacion de estructuras, al estudio de
intermediarios y a la obtencion de informacién mecanistica de las posibles reacciones
quimicas homogéneas que anteceden o suceden a la(s) transferencia(s) de carga. Son
importantes también sus posibilidades en la investigacion de la naturaleza de la actividad
catalitica, en el estudio de las relaciones entre estructura y electroactividad, en

electropolimerizaciones y en el estudio de sistemas redox biologicos.

Las sintesis por via electroquimica frecuentemente tienen buenos rendimientos
y se llevan a cabo a temperatura mas baja que los procesos térmicos comparables. Cuentan
ademas con la ventaja de usar equipos simples, relativamente poco costosos y de facil control
automatico. Los procesos electroquimicos suelen tener una mayor selectividad que los que
usan compuestos quimicos como agentes oxidantes o reductores debido a la existencia de un

parametro adicional tal como el potencial de electrodo.

Puesto que los productos de reaccion son generados en o cerca de la interfase,

muchas técnicas electroquimicas dinamicas pueden, no s6lo generar los intermediarios, sino
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también detectar y analizar las reacciones homogéneas o electroquimicas posteriores de estos

resultando de gran utilidad en el analisis de mecanismos de reaccion.

Finalmente puede decirse que los procesos electrosintéticos son ambientalmente
benignos pues disminuye la posibilidad de formacion de subproductos y productos
secundarios; ademads, la posibilidad de trabajar principalmente a temperatura ambiente,
favorece la selectividad de ciertas reacciones solo por modificacion del potencial aplicado. Por
otro lado, hay muchas reacciones que s6lo pueden llevarse a cabo electroquimicamente, por
ejemplo, reacciones que involucran el acoplamiento de dos electréfilos o dos nucledfilos, que

quimicamente serian imposibles o muy dificultosos pues involucrarian muchas etapas.

La electroquimica se ha convertido en una poderosa herramienta de sintesis,
aunque su implantacion industrial avanza lentamente. La incorporacion de la electrosintesis
organica a las lineas de produccion de la industria quimica permite nuevas oportunidades de
enfrentarse a los desafios tecnologicos que el mundo industrial impone en busca de sistemas
eficientes, pero sustentables. Existe un numero relativamente importante de reacciones
electrosintéticas de moléculas orgéanicas. El costo de estos procesos es similar al de los
procesos térmicos usados comunmente, pero en general con menor dafio ambiental. La
electrosintesis es un aspecto sumamente importante de la electroquimica, poco desarrollado en
nuestro pais y en franco crecimiento en el mundo debido a la creciente preocupacion por

aspectos ecologicos de las actividades de produccion de sustancias quimicas.

Estudio de las reacciones electroquimicas. Voltamperometria

Una reaccion electroquimica se puede definir como una reaccion redox en la

que el intercambio de electrones tiene lugar en un electrodo.
Ox +ne <=>Red

El cambio quimico es producido por el intercambio de electrones realizado

entre un electrodo y un aceptor o donador de electrones en una disolucion. Se diferencia de
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una reaccion quimica redox en que el donador o aceptor de electrones, es el electrodo (al que
se comunica un potencial eléctrico) donde se realiza la transferencia electrodica, cambiando de

un medio homogéneo (reaccion quimica) a un medio heterogéneo (reaccion electroquimica).

Esquema 3.1. Esquema de una reaccion electrodica con formacion de productos
intermedios (Ox’, Red’).

1 Flujodee

”( D (@) (3)
(oo () e ()

S
e N

Electrodo Capa Superficial Seno de la solucion

La voltamperometria es un método electroanalitico en el que la informacion
sobre el analito se obtiene a partir de medidas de la intensidad de corriente en funcion del

. . .. . .y <7 0
potencial aplicado, en condiciones de polarizacion total de concentracion.

En estas técnicas, se estudian los cambios de corriente, como una funcion del
potencial aplicado a través de la celda electrolitica. El proceso involucra la transformacion de
una o mas especies electroactivas, el cual comprende la reaccion de la especie electroactiva en

el electrodo y mecanismo de transferencia de masa como etapas principales.

El proceso electroquimico puede estar controlado por el transporte de masa (es
decir por la rapidez con que se le suministra materia al electrodo) o por la velocidad de
transferencia de carga. Por ello, cominmente se habla de procesos controlados por transporte

(de masa) o por cinética (de transferencia de carga).
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Polarizacion:

Cuando se limita la velocidad a la cual tiene lugar el proceso global (Ox + n e” <=> Red) de

una hemirreaccion, y por lo tanto la magnitud de la intensidad de corriente tiende a disminuir

o mantenerse constante. Este proceso puede deberse a varias causas:

R/
°

R/
A X4

Polarizacién por concentracion: cuando la etapa de transferencia de masa (que implica

el movimiento de la forma Ox desde el seno de la solucion hasta la superficie del
electrodo, o de la forma reducida desde el electrodo hasta el seno de la solucion)

limita la velocidad de la reaccion global, y por lo tanto la corriente.

Reaccion de polarizacion: Algunas reacciones de semi-celda provienen de una reaccion

quimica intermedia en las que se forman especies como Ox’ o Red’; este producto
intermedio es ahora el participante en el proceso de transferencia de masa. Si la
velocidad de formacion o de descomposicion de estos productos intermedios limita la

intensidad de corriente, se habla de polarizacion (ver esquema 3.1).

Polarizacion por adsorcion, desorcion o cristalizacién: cuando la velocidad de estos

procesos fisicos limita la intensidad de corriente.

Polarizacidon por transferencia de carga: la limitacion de la corriente surge de la lenta

velocidad de transferencia de electrones (e’) desde el electrodo a las especies oxidadas

en la capa superficial, o desde las especies reducidas al electrodo.

A su vez, el transporte de masa se puede llevar a cabo por los siguientes mecanismos:

Difusidén: cuando se establece una diferencia de concentracion, los iones o moléculas se

mueven desde la region de mayor concentracion a la de menor concentracion.

Migracion: cuando los iones se mueven bajo la influencia de un campo electrostatico. Las

atracciones o repulsiones electrostaticas entre una especie idnica concreta y el electrodo se

hacen menores si la concentracion total de electrolito en la disolucion es mayor; y puede
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aproximarse a cero cuando la especie reactiva es una pequefia fraccion (1/100) de la

concentracion total de iones con una carga dada.

Conveccion: el transporte de materia se realiza por movimientos forzados por medios
mecanicos, ej. agitacion. También existe conveccion natural por diferencia de temperatura o

de densidad.

Esquema 3.2. Formas de Transporte de masa®

O 3 O+ <O q =S
85 - 000 8 0050+ 5 99609
8§03 H % o §{ &N
£ 00 " %.50 B o o°
N DI OIO ORI N e, <0 £ O557 0
S 0 N +«® _ O 383

ROl L O | Y — —
\ Difusion | Migracion [Conveccién

La polarizacion por concentracion se observa cuando la migracion, la difusion y
la conveccion son insuficientes para transportar el reactivo a o desde la superficie del
electrodo a la velocidad exigida por la intensidad de corriente teorica. Esta polarizacion esta

influida por:
e Concentracion del reactivo: 4 polarizaciéna ¥ [reactivo]
e Concentracion total de electrolito: 4 polarizacion a 4 [electrolito]
e Agitacion mecanica: 4 polarizaciona y agitacion

e Tamaiio del electrodo: 4 polarizacion a¢ superficie del electrodo
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En la mayoria de los casos, la electrolisis se efectua bajo condiciones tales, que
la difusion sea el proceso fundamental en el transporte de la especie electroactiva; la
migracion y la conveccion se minimizan por la adicion de un exceso de electrolito soporte y

evitando el movimiento de agitacion y gradientes de temperatura.

Voltamperometria Ciclica:

Una de las técnicas que mas se emplea para estudiar mecanismos de reaccion es
la voltamperometria ciclica, ya que aporta informacion rapida acerca del comportamiento
redox de las especies, de las reacciones quimicas en que participan (mecanismos de reaccion,
reacciones quimicas acopladas) y en la determinacion de pardmetros termodindmicos y

cinéticos.

La sefal es de tipo triangular (inico o repetitivo). El potencial varia entre dos
valores preestablecidos. Aumenta linealmente desde un valor inicial (Ei) hasta un maximo y
después disminuye linealmente hasta el potencial final (ver figura 3.1a). La variacion del
potencial con el tiempo se denomina velocidad de barrido (v). Puede utilizarse en diferentes

tipos de electrodos.

Los potenciales a los que tiene lugar la inversion del barrido de potencial se

llaman potenciales de cambio o de inversion.
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Figura 3.1 Seiial tipo triangular. a) Perturbacion. b) Respuesta del sistema.

Las respuestas corriente-potencial obtenidas de esta manera se denominan
voltamperogramas (Figura 3.1b). En ellos se pueden observar picos de corriente o potencial
cuyo analisis permite adquirir informacion sobre distintos aspectos de los procesos
involucrados. La voltamperometria de procesos controlados por difusion es esencialmente una
polarografia. La diferencia en las respuestas puede verificarse a través de la variacion de la

velocidad de barrido.

El potencial aplicado puede ser fijo o variable. En este ultimo caso es posible
aplicar ondas de diversas formas: triangulares, cuadradas o sinusoidales. Los
voltamperogramas obtenidos en una experiencia particular son registrados mecanicamente

(registrador de papel) o almacenados digitalmente.

La voltamperometria ciclica consiste en aplicar al electrodo de trabajo, de la
celda arriba descripta, un potencial (relativo al electrodo de referencia) que se desarrolle desde
un potencial inicial Ei hacia un potencial EA durante un tiempo t = A y luego se invierta la
direccion de barrido hasta volver al potencial inicial, conservando una velocidad de barrido (v)
constante. El potencial en cada instante de tiempo sera (suponiendo que la direccion de barrido

es hacia potenciales decrecientes):
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para0 < t<A E=E;-nt

para A < t <24 E=E;-2vA + 1t

Pueden cambiarse el sentido inicial del barrido de potencial y la amplitud de
éste, asi como también la velocidad de barrido de todo el ciclo o de alguna de sus partes por

separado usando los controles del generador de barrido.

Los voltamperogramas (Figura 3.2) tienen ciertas caracteristicas cualitativas
tipicas que se describen a continuacién para una celda conteniendo una soluciéon de una

sustancia (Ox) que puede electroreducirse segin Ox+e <— Red

Mientras al cambiar el potencial del electrodo no se alcance el valor adecuado
para transferir, por ejemplo, un electron desde el electrodo al sustrato Ox en solucion, el
continuo cambio de potencial causara una corriente (generalmente pequefia, llamada corriente
no faradaica) de carga del capacitor variable constituido por la interfase entre el electrodo y la
solucion. Cuando el potencial sea suficiente, comenzard a manifestarse la corriente (llamada
corriente faradaica) debida a la electrorreduccion del sustrato. La concentracion de Ox
disminuird en la interfase mientras que la de Red aumentard. Como la difusion es la unica
forma de transporte de materia que el disefio del experimento permite (dado que se trabaja con
soluciones no agitadas, se emplean tiempos cortos y altas concentraciones de electrolito
soporte), la velocidad de difusion de Ox hacia el electrodo aumentard y junto con ella la
corriente de reduccion. Sin embargo el aumento de gradiente de concentracion tiene un limite
ya que al mismo tiempo el potencial del electrodo se hace cada vez mas negativo y la
velocidad de reduccion aumenta. En esas condiciones se alcanza un punto en el cual la
concentracion de Ox sobre el electrodo es cero y el gradiente se extiende hacia el seno de la
solucion disminuyendo su valor asi como el del flujo de Ox hacia el electrodo y el valor de la
corriente de reduccion. De esta manera, la corriente de reduccion alcanza entonces un valor

maximo (pico catodico) y luego disminuye (ver figura 3.2).

Cuando se han alcanzado potenciales mas negativos que los del pico catddico

queda adyacente al electrodo una solucion diferente de la existente en el seno de la solucion.
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En la cercania del electrodo la concentracion de Red es igual a la original de Ox. Si ahora se
invierte el sentido de barrido de potencial se repetira lo arriba descripto en sentido inverso y se
observara un pico anddico correspondiente a la electrooxidacion de Red a Ox. Surgen asi los
parametros caracteristicos de los voltamperogramas: corrientes de pico catodica (Ipc) y

anodica (Ipa) con sus correspondientes potenciales Epc y Epa.

Figura 3.2 Esquema de un voltamperograma tipico

=1

Ox+ & —= Red

-I

Reacei R ib]

Un proceso de transferencia de electrones se comportara en forma reversible si
la velocidad de éste es suficientemente alta como para que se mantengan las concentraciones
de equilibrio de las especies electroactivas en la superficie del electrodo mientras el potencial
va cambiando durante el barrido. Se cumplird en este caso la ecuacion de Nernst. La
resolucion de las ecuaciones que gobiernan estos procesos lleva a relaciones utiles que sirven

4 . . 7 . . . 34
para establecer algun tipo de diagnostico acerca de los mecanismos involucrados=.
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La ecuacion 3.1 relaciona la corriente de pico, iy,, con parametros

experimentales para procesos reversibles, a 25°C

. 5 3/2 /2 1/2
ip = 2687x10".n7"".4.Dg =.v"".Cy ecuacion 3.1

donde n es el numero de electrones puestos en juego en el proceso, A es el area del electrodo
(cm?®) , v es la velocidad de barrido de potencial (V.seg™), Dy es el coeficiente de difusion de
la especie electroactiva en un medio dado (cm?.seg™), y Co su concentracion (moles.cm™). La

corriente de pico se expresa en Amperes.

. . . . . . N

Si se considera el mismo ejemplo anterior: Ox + ¢ <—— Red Yy se supone
que se comienza un barrido de potencial en el sentido decreciente de potencial en una solucion
que contiene solo la sustancia Ox, el pico sera el correspondiente a la electrorreduccion Ox +

¢ —— Red. Para un electrodo de trabajo dado (A = constante) y una combinacion sustrato

. —1/2 -1
Y .C .
- solvente constante (Do = constante), P 0 es una constante (denominada

generalmente funcion corriente).

El potencial de pico, Ep, es independiente de la velocidad de barrido y estd

relacionado con el potencial reversible de la cupla redox por la ecuacion (a 25,0 °C):

Ep =E°®-0,0285/n ecuacion 3.2

Al invertir el barrido, se observa el pico correspondiente a la reaccion inversa Red
—— Ox + e. La separacion entre los picos catddico y anddico (AEp) para un proceso
reversible es de 0,059/n V a 25,0 °C y la intensidad de corriente del pico anddico es igual a la

del pico catddico (ver figura 3.2)
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Reacei I ib]

Si la velocidad de la transferencia electronica es suficientemente lenta
comparada con la velocidad de barrido de potencial, de modo que las concentraciones en la
interfase del electrodo de las especies electroactivas no pueden alcanzar los valores dados por
la ecuacion de Nernst, el proceso es irreversible. Se obtienen las siguientes expresiones para la

corriente y el potencial de pico:

1/2
_ 5 172 172
3.01x10 .n.(a.na) ADy v =.Cy ccuacion 3.3

R.T [ a.na.D.F.v 0—|
—{0.780+ 05In——————Ink
F R.T

o ecuacion 3.4

donde " es el numero de electrones intercambiados hasta el paso determinante de la

0
velocidad inclusive, a es el coeficiente de transferencia de carga y k0, la constante de

velocidad especifica de la transferencia electronica en el potencial de electrodo estandar E°. Se

-1/2 -1
observa que P 0 es también una constante en las mismas condiciones arriba

indicadas.

Si el proceso es completamente irreversible la reaccion inversa no ocurre y no

hay pico de corriente ni, en realidad, corriente faradaica alguna en el barrido inverso.

La separacidon entre procesos reversibles e irreversibles depende de las
condiciones experimentales (por ejemplo de la relacion entre la velocidad de barrido y la
velocidad de la transferencia de carga). Los casos de transicion se denominan cuasi-

reversibles. En ellos AEp aumenta con v, y la forma, posicion y relacion de intensidades de los

0
picos depende de ¢, ko yv.

Aunque se pueden obtener datos cuantitativos con la voltamperometria ciclica,
uno de los motivos de su amplia difusion y empleo es la posibilidad de visualizar rapidamente

los aspectos cualitativos generales de los procesos de electrodo y de las reacciones
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homogéneas asociadas a ellos. La conducta de un sistema puede observarse sobre un amplio
dominio de potencial en un Unico voltamperograma; muchos intermediarios pueden detectarse
directamente y a veces es posible identificarlos por los valores de potencial a los cuales se
reducen u oxidan. También se acostumbra obtener voltamperogramas en un amplio rango de
velocidades de barrido e intervalos de potencial. Comunmente, en los voltamperogramas hay
una cierta cantidad de picos y por medio de la variacion de las velocidades de barrido e
intervalos de potencial podemos observar como estos aparecen y desaparecen, notando las
diferencias que existen entre el primero y los barridos subsecuentes se determina como los
procesos representados por los picos estan relacionados, al mismo tiempo que de la
dependencia de la velocidad de barrido y amplitud del pico explica el papel de la adsorcion,

difusion y reacciones quimicas acopladas dentro del proceso en estudio®.
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Capitulo 4: Materiales y Métodos

Reactivos utilizados:

La preparacion de las soluciones y los experimentos electroquimicos se llevaron a cabo
dentro de una caja de guantes bajo atmosfera de nitrogeno seco. Los solventes y demas

reactivos fueron de grado analitico y se purificaron por métodos estandar™.

Los solventes empleados fueron Dimetilformamida (DMF), Dimetilsolfoxido (DMSO)
y Etanol (EtOH). Se secaron con tamices moleculares tipo 4A activados y almacenados en la

caja de guantes.

Los electrolito soporte utilizados fueron perclorato de sodio (NaClO,), perclorato de
tetraetil amonio (TEAP) y perclorato de litio (LiClO4). Fueron secados al vacio a 150°C

durante varias horas.

La droga utilizada como muestra fue BNZ (N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida).

Obtenida del laboratorio Hoffman la Roche, Alemania.

Instrumental utilizado:

Los experimentos de voltamperometria ciclica (VC) se realizaron en una celda de
vidrio convencional no dividida con entrada y salida de nitrogeno seco (ver figura 4.1). El
electrodo de trabajo (ET) fue un disco de carbon vitreo de diametro 3 mm encapsulado en
teflon y el contraelectrodo (CE) fue una chapa de Pt 2 cm’. Un electrodo de Ag” (0.1 M,
ACN) /Ag se emple6 como electrodo de referencia (al cual estdn referidos todos los

potenciales informados). Antes de cada medicion electroquimica el ET fue pulido con alimina
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de hasta 1 um y luego colocado en un bafio ultrasonico con agua. El secado final se realizé con

gas nitrégeno seco.

La disposicion de un equipo estandar para la aplicacion de esta técnica electroquimica
se muestra en el esquema 4.1. Para medir las caracteristicas de corriente-potencial
correspondientes a un solo electrodo (ET), se coloca en la celda un tercer electrodo (electrodo
de referencia, ER) ubicado cerca del primero. El electrodo restante cuyas caracteristicas se

desea que no influyan en la medida se denomina contraelectrodo (CE).

Esquema 4.1 Esquema de un dispositivo estindar para la realizacion de experiencias de

Voltamperometria Ciclica

Generador )
de barrido Potenciostato
E Eje x
Ext 1 ||
[ Ejey

Registrador X-Y
(mecanico o digital)

Celda electroquimica
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La celda se conecta a un potenciostato el cual aplica un potencial (fijo o variable) entre
el ET (o electrodo indicador) y el ER. Este potencial se mantiene independientemente de los
cambios que pudieran ocurrir en la celda. Para lograr esto, este equipo establece una corriente
que circula entre el ET y el CE. El potencial aplicado, previamente seleccionado en el
potenciostato o informado a éste por el generador de barrido, se compara con la diferencia de

potencial entre el ET y el ER. La circulacién de la corriente mencionada asegura que ambos

potenciales sean iguales.

Figura 4.1. Celda electroquimica
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Marcas de los equipos.
Caja seca: DRI-Train HE-193-1 Vacuum /Atmosphere Corporation (Figura 4.2).
Potenciostato. LYP M2

Generador de onda triangular LYP

Adquisidor digital WinPCChrom

Figura 4.2. Caja seca. DRI-Train HE-193-1 Vacuum /Atmosphere Corporation
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Capitulo 5: Resultados y Discusion

Comportamiento electroquimico de BNZ en solventes no acuosos

Voltamperometria Ciclica:

Como se menciond anteriormente, una de las técnicas que mas se emplea para
estudiar mecanismos de reaccion, en donde intervienen procesos de oxido reduccion, es la
voltamperometria ciclica, ya que aporta informacion rapida acerca del comportamiento redox
de las especies, de las reacciones quimicas en que participan (mecanismos de reaccion,
reacciones quimicas acopladas) y en la determinacion de parametros termodinamicos y

cinéticos.

El estudio llevado a cabo para el presente trabajo de tesina permitio la

caracterizacion del BNZ en distintos solventes.

Dimetilsulf6xido (DMSO)

Medio neutro
En DMSO se detectan dos procesos electroquimicos bien diferenciados, el primero a

un potencial de 1,3V, el segundo a un potencial que ronda los 1,8V (ver figura 5.1).

El analisis fue enfocado en el primer proceso, debido a que el segundo proceso se da en

forma més compleja y escapa a los objetivos del presente trabajo.
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Figura 5.1 Voltamperograma ciclico de BNZ (3,9mM) en DMSO en medio neutro.
Electrolito soporte NaClOy4 0,1M. Velocidad de barrido: 200mV seg™.

En el primero de éstos, se observa un proceso de transferencia de electrones (ver

esquema 5.1) del tipo cuasi-reversible.

En base a los antecedentes en literatura, mencionados en el capitulo 2 del presente
trabajo, acerca de compuestos similares es posible establecer como primer paso de la

electrorreduccion del BNZ la formacion del anion radical seglin la ecuacion:

Esquema 5.1 Primer proceso de electrorreduccion

BNZ + & «— BN/

Este proceso es el que tiene lugar en el maximo de corriente detectado a 1,3V. Las
relaciones cinéticas obtenidas a partir de la VC (Figura 5.1) son las que se muestran en las
figuras 5.2, 5.3 y 5.4. De éstos graficos se puede inferir que a velocidades medias y bajas (0,03
a 0,3V seg”) el sistema tiene un comportamiento que tiende a ser reversible (es decir el

potencial de pico tiende a ser independiente de la velocidad de barrido), pero a velocidades
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medias y altas el comportamiento se acerca mas al de un sistema cuasi-reversible. Esto sucede
porque a bajas velocidades, en el 1° pico, el proceso electroquimico se lleva a cabo a
velocidades mayores que la velocidad de barrido, pero a medida que ésta ultima velocidad
aumenta, la reacciébn electroquimica no alcanza a acomodar sus concentraciones para

mantenerse reversible.

Ep cat vs log vel

1450
1400 *
o L g
w 1350 Q—‘
1300 _4’_‘” *
1250 T T T ]
0 1 2 3 4

logv

Figura 5.2 Dependencia del potencial del pico catodico (Ec) con la velocidad de barrido de
potencial, para BNZ (3,9mM) en DMSO. Medio neutro.

AE vs log vel
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Figura 5.3 Dependencia de la diferencia de potencial (AE,) entre el potencial del pico
anddico (Ea) y el potencial del pico catédico (Ec), con la velocidad de barrido de potencial,
para BNZ (3,9mM) en DMSO. Medio neutro.
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Para un sistema de comportamiento reversible el grafico de I, = f (v'"?) presenta el
perfil de una linea recta. En el caso en estudio también se observa una grafica de linea recta
(ver figura 5.4), pero la relacion Ipa/Ipc no es igual a la unidad a ninguna velocidad de barrido,
lo que no permite calificar al sistema como uno de transferencia electronica del tipo puramente

reversible.

Ip1° vs vell/2
120

100
i /
/ y = 2,9097x + 5,8064
60 / R?=0,9953
40

s

O T T T 1
0 10 20 30 40

v1/2

Ip catédico

Figura 5.4 Dependencia de la intensidad de la corriente de pico catédico (I, ) con la
velocidad de barrido de potencial para BNZ (3,9mM) en DMSO. Medio neutro.

Una utilidad importante de estas relaciones es la obtencion del coeficiente de difusion
de la especie electro activa en el medio en estudio. Efectivamente a partir de la relacion 3.1 y

del grafico de la Figura 5.4 se obtiene el siguiente valor 1,41E®cm?” seg™.

Con Acido trifluoroacético (TFA)

En medio acido la respuesta es sustancialmente diferente. En primer lugar, el proceso
se hace irreversible, ya que tanto a velocidades bajas como elevadas no se observan picos en
la regioén anddica (figura 5.5). Esto puede deberse a que los productos de reduccion en medio
acido son irreversibles, o a que estos productos de reduccion participan luego en una reaccion
quimica dando compuestos sin actividad electroquimica en esta zona de potencial. En segundo

lugar se observa un pequefio desplazamiento del potencial de pico hacia valores positivos
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respecto a lo observado en medio neutro (Ep = 1,3 V en medio neutro frente a 1,2V con
agregado de TFA 49,1mM). Este corrimiento aumenta con el aumento de la concentracion de
acido hasta llegar a un limite. Y finalmente el otro fendmeno que se observa es el aumento de

la intensidad de corriente también respecto a medio neutro.

a) b)
- 40—
0 204
=4 o
= - =204
o 10 E
= = ]
a =15 4 _ﬂ_
= ol
~ Rl
100 4
-
1204
e R M. 1320 100 =0 H =
E{mV) vs. Ag/Ag+ E(mV) vs. Ag/Ag+
c)
50 4
o4
{ =50 o
=
iy
_ﬂ_ -100 4
-
o
=250 <
B ¥
E(mV) vs. Ag/Ag+

Figura 5.5 Voltamperograma ciclico de BNZ (3,9mM) en DMSO con TFA (49,1mM) a
distintas velocidades de barrido. a) 1 0mVseg'1-b) 200m Vseg’l- ¢) 1000mV seg™) Electrolito
soporte NaClOy4 0,1M.
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La transferencia total de electrones se realiza en un solo proceso, generando un inico
pico de reduccion. Por lo que la Ip sera mayor que en medio neutro, debido a que la intensidad
de corriente es proporcional al total de electrones intercambiados. Asi, se observa que los
graficos I= £ (v"'?) para cada uno de los medios (ver figura 5.6), tienen pendientes similares,

pero en medio 4cido se obtiene una intensidad de corriente mayor.

Ip1°vs vell/2 )

/
=2,9097x + 5,3064
// = R :u):9953

[
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vel1/2
Ip vs vel'/2 )

A  y=6,3439x + 12,307

200
R*=0,9939
g 150

Ip catodico
=
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Figura 5.6 Dependencia de la intensidad de la corriente de pico catodico (Ipc) con la
velocidad de barrido de potencial para BNZ (3,9mM) en DMSO, a) en medio neutro b) con
TFA 49mM.

Estos datos pueden ser relevantes si se desean realizar experiencias preparativas (como
por ejemplo una electrolisis preparativa) para obtener alguno de los productos de reduccion
del BNZ para estudios posteriores. En medio neutro, en DMSO (Figura 5.1) se ven bien
diferenciados dos primeros procesos electroquimicos a -1,3 y -1,8 V, de manera que si se
quiere obtener uno de éstos productos se lleva a cabo una electrolisis preparativa al potencial

del producto buscado. Por otro lado, si se busca obtener el producto de la transferencia
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maxima de electrones (esquema 5.1), es importante tener en cuenta que en medio acido el
potencial de reduccion es mas anodico, es decir, se logra éste producto a potenciales menores

que en medio neutro, lo que implica un menor gasto de energia.

Etanol (EtOH)

Se llevaron a cabo experiencias similares en EtOH en medio neutro empleando
perclorato de litio (LiClO4) como electrolito soporte. En los V.C (Figura 5.7) se observa que el
sistema tiende a un comportamiento irreversible aunque se puede percibir una ligera sefial en
el barrido inverso en algunos casos. No se observa en los voltamperogramas picos en la region
anoddica al realizar un barrido en direccion anodica. Pero en un barrido anddico posterior, si se
observa un pequefio pico anddico (ver figura 5.7a) que corresponde por lo tanto a la
reoxidacion de la sustancia que se produjo en la region catddica. En medio acido y neutro se
observa la presencia de un tnico proceso de electrorreduccion (ver figura 5.7a 'y 5.7¢). Pero en
medio basico, el comportamiento es ligeramente diferente ya que logra observarse que el

proceso se produce en dos o0 mas etapas (ver figura 5.7b).
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Figura 5.7 Voltamperograma ciclicos de BNZ (3,9mM) en etanol en a) medio neutro; b) con
KOH (2,5mM); c¢) con TFA (40mM/ velocidad de barrido 20mV seg™).Electrolito soporte
LiClO, 0,IM. Velocidad de barrido: 200 mVseg'I

Se puede inferir a partir de éstos V.C que los procesos involucrados en ellos tienen una
0 mas reacciones quimicas asociadas, debido a que puede notarse que a valores menores de la
velocidad de barrido el pico en la region anddica es proporcionalmente mas pequeio (respecto
al pico catodico) (ver figura 5.8a) que a altas velocidades, lo que indicaria que la reaccion
quimica tiene mayor preponderancia que el proceso electroquimico. A valores mayores de la
velocidad, el pico en la region anddica cobra mayor importancia (ver figura 5.8b), debido a
que la transferencia electronica se lleva a cabo a una velocidad de barrido que no permite que

se produzca en tanta proporcion, como a bajas velocidades, la reaccion quimica asociada.
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Figura 5.8 Voltamperograma ciclico de BNZ (3,9mM) en etanol a una velocidad de barrido
de a) 10 mV seg”’; b) 500 mV seg”. Electrolito soporte LiCIO, 0,1M.

Dimetilformamida (DMF)

Medio neutro y medio acido

La respuesta del BNZ en DMF en medio neutro es cualitativamente similar al caso del
DMSO (Figura 5.1). Los dos procesos se detectan en este caso a -1,37 y -1,72 V y son de
caracteristicas cuasi reversibles. Cuando a una solucion de BNZ en DMF se le agrega TFA
comienza a aparecer un pico mas anddico conocido como “prepico” (ver figura 5.9). Este
prepico aumenta en intensidad a medida que aumenta la concentracion de &cido.
Simultaneamente se verifica la disminucion paulatina de los dos picos originales. Cuando la
concentracion de acido es mucha mayor que la del sustrato, el V.C. muestra un tnico pico el

cual ya no varia mas con posteriores agregados de acido.
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Los procesos que ocurren en el 1% pico de reduccion se adaptan a un esquema general
del tipo:

A +e<— A" reaccion 5.1

A medida que aumenta la concentracion de protones por el agregado del acido y la

aparicion del “prepico” (ver figura 5.9) la reaccion puede seguir el siguiente mecanismo:

A"+ H <= AH reaccion 5.2
AH  + ¢ <> AH reaccion 5.3
AH + H < AH, reaccion 5.4
o a) ) b)
S04
o4
o4
ER
5 .
oo o
=100 4
150
150
-0 T T T T T T T T T T T Y
-2500 2000 -150:0 =000 =500 [+ - 2500 =000 -1500 -1000 =500 [+ So0
E(mV)vs Ag/Ag+ E(mV)vs AglAgt

Figura 5.9 Voltamperograma ciclico de BNZ (3,9mM) en DMF con a) agregado de TFA
1,28mM; b) agregado de TFA 3,41mM. Electrolito soporte NaClO, 0,IM. Velocidad de barrido:
200mV seg’.

Cuando la [A] (concentraciéon de la especie A) es mayor a la [H'] (concentracion de
protones) se produce la reaccion en 2 pasos (reaccion 5.1 y reaccion 5.1-5.4). El proceso mas
anodico corresponde al esquema descripto (reaccion 5.1 a 5.4), mientras que el segundo

corresponde a la reduccion de la concentracion excedente del sustrato (reaccion 5.1). Pero a
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. + . .
medida que aumenta la [H'], se ven favorecidas las reacciones 5.2 a 5.4 a expensas de la
reaccion 5.1. Esto se observa en el voltamperograma como el “ensanchamiento” del 1¥pico,

aunque en realidad es el crecimiento del prepico (ver figura 5.10)

Ip S
A

g

Fy

T T T T T T T T T T T T T T d
-2500  -2000 1500 -1000 =500 =] S00 1000

E(mV)vs. Ag/lAg+

Figura 5.10 Voltamperograma ciclico de BNZ (3,9mM) en DMF con agregado de TFA
7,67mM. Electrolito soporte NaClO, 0,IM. Velocidad de barrido: 200mV seg”.

A medida que contintia aumentando la concentracion de TFA deja de observarse la
reaccion en dos etapas, al punto que, a concentraciones de 39,6mM, se produce la reaccion
global en una sola etapa (ver figura5.11), lo que puede verse en el voltamperograma como un

solo pico en la region catodica.
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Figura 5.11 Voltamperograma ciclico de BNZ (3,9mM) en DMF con TFA 39,6mM.
Electrolito soporte NaClO, 0,IM. Velocidad de barrido: 200mV seg™.

De acuerdo a los antecedentes bibliograficos, algunos de ellos descritos en el capitulo 2
del presente trabajo, se puede inferir que el proceso de reduccidon en el 1% pico (y prepico

cuando [H+] < [R-NO2]) corresponde a la reaccion de formacion del radical nitro anion®2:

R-NO; +¢ — R-NO," reaccion 5.5
nitro radical
compuesto nitroanion

En el 2° pico mas catddico, o en el unico pico cuando [H+] >> [R-NO2] pueden

suceder las siguientes reacciones observandose un solo pico de reduccion
R-NO,” + ¢ — R-NOH" reaccion 5.6
R-NO;H" + € — R-NOH reaccion 5.7

R-NO;H + H" — RNO + H,O0 reaccion 5.8

Arce, Lida Belén



Propiedades Electroquimicas de Farmacos Antichagasicos: Benznidazol

Y es posible que la reaccion continie hasta la formacion de la amina

correspondiente en etapas posteriores:

RNO + 2¢ +2H" — RNHOH reaccion 5.9

RNHOH + 2¢ + 2H" — RNH,+ H,O reaccion 5.10

Medio basico (con hidroéxido de potasio (KOH))

A diferencia del comportamiento con acido, cuando se agrega KOH a una
solucion de BNZ en DMF, tanto el 1% pico de reduccion como el 2% disminuyen
progresivamente (Figura 5.12) hasta casi desaparecer (Figura 5.13). En este ultimo caso, con
altas concentraciones de KOH (33mM) se observa ademas, actividad en la region anddica (ver

figura5.14) por la presencia de un maximo a +0,15 V de caracteristicas irreversibles.

En estas condiciones, con el posterior agregado de acido para neutralizar el medio, no
se observa regeneracion de los picos de reduccion originales, lo que confirma que el BNZ

reacciona en forma irreversible en medio basico (ver figura 5.14).
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Figura 5.12 Voltamperograma ciclico BNZ (3,9mM) en DMF en a) medio neutro; b) con

agregado de KOH 2,5mM; c) con agregado de KOH 7,5mM. Electrolito soporte NaClO, 0,1M.
Velocidad de barrido: 200mV seg™.
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Figura 5.13 Voltamperograma ciclico BNZ (3,9mM) en DMF con KOH 33mM. Electrolito
soporte NaClO,0,1M. Velocidad de barrido: 200mV seg™.

150 - 00 —
100 4 150
100
50 -
i 504
od
S
P =
= o
-50 —
=30
-100 4
-100 4
-150 T T T T T T T T T T T T T T T T T
-2500 -2000 -1500 -1000 =500 0 500 1000 -3000 -2500 -2000 -1500 -1000 500 Q 00 1000
E(mV)vs. Ag/Ag+ EmV)vs. AglAgt

Figura 5.14 Voltamperograma ciclico BNZ (3,9mM) en DMF con agregado inicial de KOH
33mM y posterior agregado de TFA 28mM a) barrido catédico; b) barrido anddico.
Electrolito soporte NaClO, 0,IM. Velocidad de barrido: 200mV seg™.
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Discusion:

Como fue mencionado en el cap. 2 del presente trabajo, la bibliografia postula
dos vias de reduccion electroquimica en sistemas bilogicos in vitro para NFX; a través de un
ciclo redox con la formacion de peroxidos y superoxidos, que permitiria su principal accion
tripanocida, y otra, a través de un intermediario nitroso™2%, como resultado de la reduccién de
2 ¢. Esta via, luego contintia hasta formar la amina como producto final. Para BNZ se postula
la segunda via, por no obtener produccion de superdxidos o peroxidos™™22, productos propios

del ciclo redox; y se supone que la hidroxilamina presente en la via desde nitroso a amina, se

une a macromoléculas, ejerciendo asi su accion tripanocida.

De acuerdo a los resultados obtenidos en DMSO en medio neutro, se puede
suponer que la primera reduccion corresponde a una transferencia mono electronica,
obteniéndose el radical nitroanion, el cual es relativamente estable a bajos potenciales
catddicos, pero que posteriormente, y mayores potenciales forma el intermediario por la
transferencia de un segundo electron. En medios biologicos, éste intermediario continia hasta

.y, . . . . ;. - ’ 22
la formacion de una hidroxilamina, que es la que puede unirse a acidos nucleicos y proteinas==.

Una importante cantidad de variables influyen en éste comportamiento general,

algunas de ellas fueron estudiadas.

La Tabla 5.1 muestra el potencial del primer proceso de reduccion

electroquimica del BNZ en distintos solventes y medios.

Tabla 5.1 Potenciales de pico para la primera sefial de electrorreduccion del BNZ en
solventes no acuosos, en diferentes medios. Electrolito soporte NaClO4 0,IM. Velocidad de
barrido: 200mV seg™.

Ep (potenciales de pico/volt)

¢ | DN Neutro Medio acido Medio basico
Ep (concentracion TFA/mM) Ep (concentracion
KOH/mM)
DMF 36,7 26 | 141 1,41 1,28 1,26 1,38 [ 1,38 | 1,7*
(1,28) (7,67) (39,6) (2,5 (7,5 |(@33)
DMSO | 46,7 | 30 | 1,34/1,36 1,31 (49,1)
ETOH® [ 243 | 19 |1,40 1,14 (20) 0,97 (40) 1,34 | 1,37 | 1,29
(2,5 [ (10) [(60)

a) a altas concentraciones, no se produce reduccion significativa, se observa un pequeiio pico a

1703.4v
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b) llevados a cabo con LiClO, ya que el NaClO, es insoluble en etanol.

La variacion de la respuesta voltamperométrica en los distintos solventes, puede
racionalizarse si se tienen en cuenta algunas de las propiedades fisicas de los mismos. Por
ejemplo, si una determinada reaccion quimica o electroquimica que involucre especies
cargadas se va a ver influenciada por el parametro constante dieléctrica que nos da una
orientacion acerca de la estabilidad de estas especies y por lo tanto puede determinar el curso
de la reaccion. Sin embargo, los solventes empleados cominmente en electroquimica son
relativamente polares y de constantes dieléctricas relativamente altas. (Tabla 5.1). Debido a
esto, no se encuentran para los solventes estudiados, grandes diferencias en los potenciales del

primer proceso de reduccion.

Pero en donde se observa un efecto importante del solvente es en la diferencia
de los potenciales de reduccion cuando los V.C. se realizan en presencia y en ausencia de
acido. Efectivamente, en la Tabla 5.1 puede verse que la diferencia (AEacid = Epcl, acid —
Epcl) varia de 5 mV (dependiendo de la velocidad de barrido) para DMSO hasta 560 mV para
etanol. Esta conducta puede racionalizarse si se emplean algunos parametros empiricos
utilizados comunmente para explicar la influencia de los solventes en las reacciones
quimicas®®. En particular, algunos de ellos se usan como una medida de la fuerza de los
solventes como acidos o bases de Lewis tales como ¢l llamado nimero donor de Gutman, DN,
el cual es una medida cuantitativa de la acidez de Lewis. En la Tabla 5.1 se observa que
cuanto mayor es el DN del solvente, menor es la separacion AEacid. Un DN grande (DN
DMSO = 30, AEacid = 5 mV) implica una fuerte solvatacion de los protones del &cido lo cual
provoca a su vez un decrecimiento en la velocidad de protonacién y por consiguiente un
desplazamiento pequeio del potencial de pico. Un DN menor (DN EtOH = 19, AEacid = 560

mV) produce el efecto contrario.

Otros mecanismos alternativos son posibles para la protonacion en medio acido.
Como se menciono anteriormente, en DMSO la trasferencia de electrones puede ocurrir luego
de la protonacion del farmaco (esquema 5.1a) Esto genera que el proceso electroquimico se
observe a valores menores de potencial en relacion al potencial al que aparece ésta primera

reduccion en medio neutro debido a que la dificultad en reducir una especie cargada
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positivamente (BNZH") es menor que para reducir una especie neutra (BNZ). Pero también
puede existir un mecanismo alternativo, ya descripto, en el cual la transferencia electronica se
lleve a cabo generando primero el radical, como en el esquema 5.1b, y luego ocurrir la

protonacion de éste continuando con un esquema de reaccion similar al esquema 5.1a.

Esquema 5.1 Esquemas posibles para la primera etapa de electrorreduccion del BNZ en
medio dacido.

a) b)

BNZ + H* <= BNZH’ BNZ + & _—» BNZ"
BNZH" + e > BNZH BNZ™ + H* _— BNZH
BNZH + € -+ BNZH BNZH + € > BNZH
BNZH + H' 3= BNZH, BNZH + H* —* BNZH,

En ambos casos, la transferencia total de electrones se realiza en un solo

proceso, generando un unico pico de reduccion.

Analizando en forma cualitativa la basicidad de la molécula del BNZ, se
observa que los centros basicos posibles que tiene son los cuatro atomos de nitrogeno. Como
es sabido, el grupo amida, es practicamente neutro como acido o como base; mientras que el
grupo nitro es totalmente neutro. Uno de los atomos de nitrogeno del anillo imidazol es
practicamente neutro desde el punto de vistas acido-base debido a que participa en la
aromaticidad del anillo (sexteto de electrones 7). El otro 4&tomo de nitrégeno del imidazol, con
un par de electrones no compartido, es ligeramente basico por lo cual el imidazol normalmente
se protona en medio acido. Pero la presencia del grupo nitro fuertemente electronegativo,
provoca una fuerte atraccion de los electrones del resto de la molécula, de manera que el par
de electrones no compartido del nitrogeno en el anillo imidazol, estara ain menos disponible,
reduciendo asi su basicidad. El resultado final de estas consideraciones es que la molécula de

BZN resulta ser practicamente neutra.
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Por otro lado, el TFA es un acido relativamente fuerte en medio acuoso, pero es
mucho mas débil en solucién no acuosa. Por €sta razon, suponemos que en las primeras etapas
de reduccion en medio acido, se lleva a cabo primero el proceso de transferencia electronica
generando el anion-radical (el cual ahora si es una base fuerte) y luego ocurre la protonacion

de éste (ver esquema 5.1b)

Por el contrario en medio basico, como cabria de esperar, la electrorreduccion
se ve dificultada (se produce a potenciales mas catddicos) debido la menor estabilizacion del

posible anion-radical formado.

Influencia del electrolito soporte

La influencia de la naturaleza del electrolito soporte se analizé en los diferentes
solventes empleados. Se describe a continuacion las observaciones que ocurren en DMSO. La
1° transferencia electronica en DMSO (Figura 5.15), usando perclorato de sodio como
electrolito soporte (NaClO4; E= 1,33 V) es menor que la misma transferencia electronica
usando tetraetil amonio perclorato (TEAP; E= 1, 45 V). Esto ocurre debido a la diferente
capacidad de complejacion del electrolito soporte. Ambos electrolitos tienen cation 17 por lo
que la capacidad de complejacion estard dada principalmente por el tamafio del cation.
Cationes de menor tamafio tienen mayor capacidad de complejacion debido a la menor
dispersion de su carga. Asi, el Na' tendrd mas capacidad de complejacion que el

"N(CH,CH3),.
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Figura 5.15 Voltamperograma ciclico de BNZ (3,9mM) en DMSO en medio neutro con a)
NaClO; 0,IM como electrolito soporte y b) TEAP 0,IM como electrolito soporte. 1°
transferencia electronica. Velocidad de barrido 200mV seg”.

Aun asi, la diferencia en la 1° transferencia no es tan marcada como en la

segunda transferencia (Figura 5.16), en la cual ocurre un corrimiento mas importante del

potencial (en NaClO4 E= 1,72V; mientras que en TEAP, E= 2,08V) debido a que en la 2°

transferencia electronica el compuesto estd doblemente cargado, asi la complejacion es mucho

mayor.
a) b)
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Figura 5.16 Voltamperograma ciclico de BNZ (3,9mM) en DMSO en medio neutro con a)
NaClO; 0,IM como electrolito soporte y b) TEAP 0,IM como electrolito soporte. 2°
transferencia electronica. Velocidad de barrido 200m Vseg'l.
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La complejacion que lleva a cabo el cation del electrolito (C") soporte influye
en el desplazamiento de la reaccion 5.11, complejando el producto de ésta, favoreciendo la

reaccion 5.12

A +e < A" reaccion 5.11

A" +C" < AC reaccion 5.12

Cuando el cation del electrolito soporte tiene menor capacidad de complejacion,
como ocurre con el TEAP, la reaccion 5.12 ocurre en menor extension. Por el contrario, un
fuerte interaccion con Na™ con formacion de A'Na” (1ra transferencia electronica), o A*(Na"),
(2da transferencia electronica) produce un desplazamiento de los maximos a potenciales mas

catodicos dificultando ademas la reaccion 5.13.

AT+ H' <—> AH" reaccion 5.13

Conclusiones:

Se demuestra la presencia de importante actividad electroquimica en solventes
no acuosos, especialmente los procesos de electrorreduccion. En éstos medios, la respuesta es
influenciada por una gran cantidad de variables, como por ejemplo, la naturaleza del solvente,

las sales del electrolito soporte, el pH del medio, entre otras.

Por ejemplo, en medio neutro se observan varios procesos de electrorreduccion,

los que pueden ser asociados a las distintas etapas de reduccion del grupo nitro. Los estudios
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del presente trabajo se centraron mayoritariamente en los procesos de la primera etapa de
reduccion. Se establecieron asi condiciones de reversibilidad y condiciones electrocinéticas, y

una primera aproximacion al mecanismo involucrado en dicha etapa.

En medio acido, como cabe de esperar, la electrorreduccion se ve facilitada en

comparacion con medio neutro, por un mecanismo que involucra a los protones (H").

En general, se observa una variabilidad interesante de los potenciales de reduccion de
la sustancia, asociada a los multiples factores aqui estudiados. Es decir, el BNZ se reduce
mediante un proceso muy vulnerable al entorno. Esto implica que muy probablemente estas
propiedades electroquimicas se manifiesten de una manera particular y diferente en cada uno
de los entornos bioldgicos vinculados con sus mecanismos de accion tripanocida y/o de
generacion de ADRs. Estos son por ejemplo los distintos entornos de los sitios activos de las

enzimas involucradas en estos fenOmenos.

Provecciones a futuro:

En base a los resultados obtenidos, las tareas que se necesitan para continuar las
investigaciones serian las de establecer los productos de reduccion electroquimica, que se
pueden generar en cantidades preparativas mediante técnicas tales como electrolisis a
potencial controlado, seguidas de técnicas analiticas, como las cromatograficas y sus variantes,

y técnicas espectroscopicas.

También es posible ampliar el horizonte de respuestas electroquimicas
mediante el empleo de otras variables que influyen en el comportamiento voltamperométrico
del BNZ tales como la temperatura de reaccion, y el material del electrodo empleado como

electrocatalizador. Son dos parametros a tener en cuenta en futuras investigaciones.
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