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Titulo: Sintesis de metabolitos del paracetamol implicados en reacciones de hipersensibilidad

Resumen:

El paracetamol (N-4-hidroxifenil-acetamida) es uno de los farmacos mas utilizado como
analgésico y antipirético a nivel mundial, ya que se encuentra disponible sin necesidad de
prescripcion médica. Durante la biotransformaciéon de los farmacos, proceso disefiado para
eliminar los farmacos del organismo, algunos metabolitos resultan ser mas toxicos y reactivos
que el farmaco original, teniendo asi la capacidad de unirse a proteinas, conduciendo a las
reacciones de hipersensibilidad.

Recientemente, mediante la utilizacion de HPLC-masas, se han identificado una serie de
metabolitos procedentes de la biotransformaciéon del paracetamol presentes en orina de
pacientes que presentaron reacciones de hipersensibilidad. Por tanto, con el fin de confirmar la
estructura quimica de estos metabolitos, el objetivo del presente trabajo de fin de grado es
sintetizar muestras auténticas de estos metabolitos para usarlos como patrén en el HPLC.

Para este fin, se llevd a cabo la sintesis de los compuestos 3-nitro-acetaminofenol y 4-amino-2-
yodofenol mediante reacciones orgdnicas clasicas. Estos fueron purificados empleando técnicas
de cromatografia en capa fina y columna, caracterizados mediante Resonancia Magnética
Nuclear (RMN: *H-RMN, 3C-RMN) y analizados mediante UPLC-masas.

Palabras clave: acetaminofén, alergia, metabolismo, resonancia magnética nuclear, sintesis
organica.
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Title: Synthesis of paracetamol metabolites involved in hypersensitivity reactions

Summary:

Paracetamol (N-4-hydroxyphenyl-acetamide) is one of the most widely used analgesic and
antipyretic drugs since it is available without the need for a prescription. During drug
biotransformation, a process designed to eliminate drugs from the organism, some metabolites
turn out to be more toxic and reactive than the original drug, thus having the ability to bind to
proteins, leading to hypersensitivity reactions.

Recently, using HPLC-mass, a series of metabolites from the biotransformation of paracetamol
were identified on the urine of patients who presented with hypersensitivity reactions. Therefore,
in order to confirm the chemical structure of these metabolites, the objective of this bachelor’s
thesis is to synthesize authentic samples of these metabolites to use them as a standard in HPLC.

Thus, for this purpose, the synthesis of the metabolites 3-nitro-acetaminophenol and 4-amino-2-
iodophenol was carried out by means of classical organic reactions. These compounds were
purified using thin layer and column chromatography techniques, characterised by Nuclear
Magnetic Resonance (NMR: *H-NMR, 33C-NMR ) and analysed by UPLC-mass.

Keywords: acetaminophen, allergy, metabolism, nuclear magnetic resonance, organic synthesis.
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Titol: Sintesi de metabolits del paracetamol implicats en reaccions d’hipersensibilitat

Resum:

El paracetamol (N-4-hidroxifenil-acetamida) és un dels farmacs més utilitzat com analgesic i
antipiretic a nivell mundial, ja que es troba disponible sense necessitat de prescripcié medica.
Durant la biotransformacid dels farmacs, procés dissenyat per eliminar els farmacs de
I'organisme, alguns metabolits resulten ser més toxics i reactius que el farmac original, tenint aixi
la capacitat de unir-se a proteines, conduint a les reaccions d’hipersensibilitat.

Recentment, mitjancant I'Us d’HPLC-masses, s"han identificat una serie de metabolits procedents
de la biotransformacié del paracetamol presents en orina de pacients que presenten reaccions
d’hipersensibilitat. Per tant, per tal de confirmar I"estructura quimica d’aquests metabolits,
I’objectiu del present treball de fi de grau és sintetitzar mostres auténtiques d’aquests metabolits
per a utilitzar-los com a patré a I'HPLC.

Per aquest fi, es porta a terme la sintesis dels compostos 3-nitro-acetaminofenol i 4-amino-2-
iodefenol mitjancant reaccions organiques classiques. Aquests foren purificats emprant
técniques de cromatografia en capa fina i columna, caracteritzats mitjangcant Ressonancia
Magneética Nuclear (RMN: 'H-RMN, 3C-RMN) i analitzats mitjangant UPLC-masses.

Paraules clau: acetaminofen, al-lergia, metabolisme, ressonancia magnética nuclear, sintesi
organica.
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1 INTRODUCCION

1.1 PARACETAMOL

El paracetamol (nombre IUPAC: N-(4-hidroxifenil)-acetamida, CAS 103-90-2), también conocido
como acetaminofén o N-acetil-para-aminofenol es un fdrmaco analgésico y antipirético que no
presenta efectos antiinflamatorios (1). Su estructura quimica puede observarse en la Figura 1.1.

oY

Figura 1.1. Estructura quimica del paracetamol.

Segln la escala analgésica, definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y que
determina las reglas para la aplicacién de los farmacos analgésicos, el paracetamol puede
emplearse para el tratamiento de los tres niveles de intensidad del dolor (débil, moderado y
fuerte) (2). Por este motivo, el paracetamol es uno de los medicamentos analgésicos vy
antipiréticos mas ampliamente utilizados, ya que ademas se encuentra disponible sin
prescripcion médica. A su vez, es el farmaco de eleccién para pacientes que presentan alergia o
intolerancia a los medicamentos anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) y no pueden ser
tratados con ellos. Por lo general, es un medicamento bien tolerado por los pacientes y produce
pocos efectos secundarios. Sin embargo, y a pesar de esto, se ha visto un incremento en el
numero de casos de hepatotoxicidad inducida por el paracetamol, ya que entre el 90 y el 95% de
dicho farmaco es metabolizado en el higado y eliminado por la orina. (2-4)

Se cree que el paracetamol aumenta el umbral de tolerancia al dolor inhibiendo las
ciclooxigenasas en el sistema nervioso central, enzimas que participan en la sintesis de las
prostaglandinas. Sin embargo, el paracetamol no inhibe las ciclooxigenasas en los tejidos
periféricos, razén por la cual carece de actividad antinflamatoria. El paracetamol también parece
inhibir la sintesis y/o los efectos de varios mediadores quimicos que sensibilizan los receptores
del dolor a los estimulos mecdanicos o quimicos, por lo que se cree que ejerce su accion inhibiendo
la conversion del acido araquidénico (AA) en prostaglandina H2 (PGH,). Esta conversion es
catalizada por la enzima prostaglandina endoperodxido H sintasa (PGHS o COX), que posee una
actividad enzimatica dual como ciclooxigenasa y como peroxidasa. (2, 5)

La conversién AA — PGHj; tiene lugar en dos reacciones consecutivas, ilustradas en la Figura 1.2
(2, 5):

1) Ciclacién del AA en el metabolito inestable prostaglandina G2 (PGG;), seguida por la
doble oxidacion en las posiciones 9 y 11 mediante el componente ciclooxigenasa (COX).

2) Reduccion de esta molécula hacia su andlogo 15-hidroxi, transformandolo en el igual
inestable PGH,, mediante la actividad peroxidasa (POX) de la PGHS.
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Figura 1.2. Conversién del dcido araquiddnico (AA) en prostaglandina H2 (PGH,) catalizada por la enzima
prostaglandina H sintasa (PGHS).

La PGH, actla como sustrato para sintasas especificas, isomerasas dependientes de tejido que
catalizan su transformaciéon en prostaglandinas de las familias D, E y F, prostaciclinas vy
tromboxanos. Todos ellos poseen una gran variedad de actividades bioldgicas, y muchos de ellos
poseen actividad pro-inflamatoria. (2, 5)

La enzima COX presenta dos isoformas: COX-1y COX-2 que estructuralmente son parecidas, pero
el sitio de unidn para el AA es diferente. La COX-2 es una enzima inducible responsable de la
sintesis de prostaglandinas implicadas en procesos inflamatorios y carcinogénicos. Por lo tanto,
ante un dolor inflamatorio, es muy importante inhibir |a sintesis de prostaglandinas inducidas por
la COX-2. Por otro lado, la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas originadas por la COX-1 es
la responsable de muchas de las reacciones adversas que se observan durante el tratamiento con
AINEs. Se ha observado que el paracetamol tiene un efecto inhibitorio en ambas isoformas, pero
no en la misma medida, sino que tiene mayor efecto en COX-2, especialmente en las células del
endotelio vascular. Por lo tanto, en la actualidad, el desarrollo de farmacos que inhiben de
manera especifica o selectiva la COX-2 ha abierto una via terapéutica que permite tratar los
efectos antinflamatorios dependientes de la COX-2, al tiempo que se evitan los efectos
indeseables gastrointestinales dependientes del bloqueo sobre COX-1. Asi, aunque el mecanismo
de accién del paracetamol no esta totalmente esclarecido, parece estar mediado por la inhibicion
preferencial de la COX-2. (2, 5)

1.2 METABOLISMO DE FARMACOS

La mayoria de los farmacos son dcidos o bases organicas débiles que se encuentran en las formas
ionizada y no ionizada en un entorno acuoso. La forma no ionizada suele ser liposoluble (lipofilica)
y difunde con facilidad a través de las membranas celulares. A diferencia de los compuestos
volatiles (eliminacidon mediante intercambio gaseoso en los pulmones) o los hidrosolubles
(filtracién renal), la eliminacion de los compuestos lipdfilos es mas problematica, por lo que su
acumulacion en el organismo puede llegar a desencadenar fendmenos de toxicidad. (6, 7)

El metabolismo es la principal ruta de eliminacién de farmacos del organismo. Su funcién consiste
en modificar la parte activa de los medicamentos, convirtiendo los farmacos lipofilicos en
compuestos mas hidrosolubles, facilitando asi su eliminacién por via renal o biliar. Este proceso
se denomina biotransformacion. Como dichas reacciones generalmente conllevan la inactivacién

2



del fdrmaco y una disminucion del potencial toxico, se les conoce también como reacciones de
inactivacion o detoxificacidn. Sin embargo, cada vez es mas comun el desarrollo de pro-farmacos
farmacolégicamente inactivos que poseen buenas caracteristicas de absorcidon pero que
requieren de la biotransformacién enzimatica para formar la entidad activa. (6-10)

Las biotransformaciones se pueden dividir en 4 categorias: oxidacidn, reduccién, hidrdlisis y
conjugacion (Figura 1.3). Las 3 primeras componen las reacciones de funcionalizacion (Fase 1), y
su resultado es la modificacion quimica de las moléculas con la aparicién de nuevos grupos
funcionales. Frecuentemente, los metabolitos generados en la Fase | se unen covalentemente a
moléculas enddgenas de la célula (como acido glucurdnico, glutation, sulfato y aminoacidos),
dando lugar a las reacciones de conjugacion (Fase Il). Sin embargo, cabe tener en cuenta que no
todos los farmacos necesariamente sufren un proceso de Fase | seguido de otro de Fase Il. (6, 9)
» C-oxidacion

7 * Hidroxilocion
7 .
* Epoxidacion

.‘\A(' ;-’—‘«# ) Eascl . * Desalquilacion
(f{m N “/ (fancionalizacion) | o nyesamvinacic
7 % e * S- y N-oxidacion
) * Hidrolisis
/

* Glucwronidacion
g‘ ) * Glucosidacidv
o * Swlfatacicr
IESSS Fasell < - Aferitacion
¢ S (conjugacion) * /Acetilacior
* Confugaciow con GSH

* Conjugaciow covr aminodciaos

Figura 1.3. Etapas en la biotransformacién de farmacos. Los procesos se agrupan en 2 fases. En la Fase |,
los farmacos sufren reacciones de funcionalizacion, destinadas a introducir nuevos grupos funcionales en
la molécula. En la Fase I, los metabolitos son conjugados con moléculas enddgenas, lo que finalmente
facilita su eliminacion del organismo. Imagen adaptada de Castell, 2006 (6).

Las reacciones de biotransformacién tienen lugar principalmente en el higado, aunque también

pueden ocurrir en el rifidn, musculo esquelético, intestino o el plasma sanguineo. En cuanto a su
localizacion subcelular, la mayoria de ellas tienen lugar en el reticulo endoplasmatico o el citosol,
y en menor medida en las mitocondrias y las membranas plasmatica y nuclear. La mayoria de las
enzimas que catalizan las reacciones de Fase | se encuentran en la fraccién microsomal del
homogenado celular, mientras que las que catalizan las reacciones de Fase Il se encuentran en la

fraccion citosdlica. (6, 9)

La conversién metabdlica de farmacos es generalmente de cardcter enzimatico. El grupo mds
importante de enzimas metabolizadoras de farmacos (EMFs) es el citocromo monooxigenasa
P450 (CYP450). No se trata de un unico enzima, sino que en realidad es una familia de
hemoproteinas presentes en numerosas especies, desde bacterias a mamiferos, y de las que ya
se han identificado mas de 2000 isoformas diferentes. Todos los P450s conocidos se nombran
siguiendo un criterio comun y se agrupan en familias y subfamilias en funcién de la similitud en



la secuencia del ADN que los codifica. Las familias 1, 2 y 3 estadn constituidas por enzimas
encargados de la biotransformacion de xenobidticos, mientras que el resto de las familias
incluyen P450s que intervienen en la biosintesis y el metabolismo de compuestos endégenos. Asi,
la enzima P450 acelera la eliminacion del organismo de gran nimero de farmacos y compuestos
toxicos, pero también es responsable de la activacion de toxinas o procarcindgenos (sustancias
quimicas que, tras ser metabolizadas por el organismo, poseen la capacidad de causar cancer).

(9)

La biotransformacion de farmacos puede presentar una gran variabilidad entre diferentes
individuos, lo que supone diferencias significativas en el grado de procesamiento, vy
consecuentemente en la eliminacién del farmaco. Los factores mas importantes que afectan al
metabolismo son: la variacion genética, factores ambientales, estrés, falta de descanso adecuado,
falta de ejercicio fisico, alimentacién, meditacion y la presencia de enfermedades, entre otras. (9)

1.2.1 REACCIONES DE FASE |

Las reacciones de Fase | son reacciones de funcionalizacion. Estas introducen un grupo funcional
en el compuesto original (farmaco), y como resultado hay una pérdida en su actividad
farmacoldgica. Sin embargo, también pueden generar especies intermedias quimicamente
reactivas. (9)

Las enzimas que catalizan estas reacciones se encuentran tanto en el citosol como en el reticulo
endoplasmatico, y la mayoria presentan actividad monooxigenasa, aunque también se
encuentran actividades no oxidativas, como las esterasas, reductasas, deshidrogenasas,
hidrolasas, etc. (6)

Las monooxigenasas son una familia de enzimas presentes en multiples seres vivos, bacterias,
plantas y animales, responsables de transformar las sustancias toxicas que ingresan en los
organismos como toxinas, pesticidas y drogas. Estas enzimas hacen uso del oxigeno molecular,
del que usan uno de los dtomos para oxigenar el farmaco (oxidacién + incorporacién de oxigeno
a una molécula organica), mientras que el otro dtomo termina reducido a H;0. (6)

En el higado se encuentran presentes 2 grandes familias de oxigenasas: las dependientes del
citocromo P450 (llamadas P450 o CYP) y las flavin-monooxigenasas (llamadas FMO). La accién de
las CYP requiere de la participacién de una enzima auxiliar, la CYP-reductasa, a través de la cual
fluyen los electrones necesarios para la reduccién de uno de los dtomos de oxigeno hacia la
formacion de H,0. (6)

Como ya se ha comentado anteriormente, las P450 son un conjunto de hemoproteinas de peso
molecular de unos 50 kDa. En el ser humano existen 18 familias y 29 subfamilias, con un total de
50 genes CYP identificados. Aquellos pertenecientes a las familias 1, 2 y 3 son los implicados de
manera mas directa en el metabolismo de los farmacos. En concreto, los genes CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, y CYP3A4 son los responsables del metabolismo de la mayoria de los
farmacos, estimandose que aproximadamente el 60% de los administrados a pacientes son
metabolizados por este grupo de enzimas. (6, 11)

De manera abreviada, la reaccidn que llevan a cabo estas enzimas es la siguiente: (11)
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Hidrocarburo (—RH) + O; + 2H* — Alcohol (-ROH) + H,0

Las FMO estan implicadas en la oxigenacion de compuestos con heterodtomos nucleofilicos
(como el nitrégeno vy el azufre). Se localizan principalmente en el higado, aunque algunas
isoformas se encuentran también en el pulmén. En el ser humano existen 5 familias de FMOs, sin
embargo, la mds importante es la FMO-3 (11). Estas enzimas poseen como coenzima el flavina-
adenosina dinucledtido (FAD) y son capaces de utilizar directamente NADPH como cofactor para
reducir uno de los dos &tomos de oxigeno. La interaccién del fadrmaco con la enzima es mas laxa,
y la oxidacién se produce a través de un intermedio reactivo oxidante generado en el mismo
centro catalitico de la enzima que oxida al farmaco. (6)

1.2.2 REACCIONES DE FASE |1

Las reacciones de Fase Il son reacciones de conjugacion en las que se produce una unién
covalente entre un grupo funcional del farmaco original (o0 metabolito de fase |) y un compuesto
o ligando enddgeno altamente polar e hidrosoluble (generalmente acido glucurdnico, sulfato,
glutation, aminoacidos o acetato). Como consecuencia, los conjugados resultantes son altamente
hidrosolubles y presentan menor actividad farmacolégica, y a su vez son eliminados mas
facilmente a través de la orina. (9, 12)

Las reacciones de conjugacién mds comunes son la glucuronidacion, la conjugacién con glutation,
la sulfonacién y la acetilacion.

La glucuronidacién es uno de los sistemas de depuracién mds importantes de nuestro cuerpo.
Consiste en la transferencia del componente de acido glucurdnico (Figura 1.4) del 4cido uridina
difosfato (UDP) glucurdnico (UDPGA) a un sustrato por cualquiera de los varios tipos de UDP-
glucuronosiltransferasa (UGT). (6, 12)
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Figura 1.4. Estructura del acido glucurénico.

En humanos, existen 4 familias de UGTs, aunque solamente 2 son relevantes para el metabolismo
de farmacos: UGT1y UGT2, entre las que destacan las subfamilias UGT1A, UGT2Ay UGT2B. Todas
las UGTs presentan una gran cantidad de similitudes estructurales y cataliticas, por lo que un
sustrato puede ser metabolizado por diferentes isoformas. En el caso concreto del paracetamol,
este es metabolizado por al menos 4 isoformas: UGT1A1, 6y 9y UGT2B15. (12)

La conjugacion con glutation (Figura 1.5) esta catalizada por la glutatién-S-transferasa (GST), que
usa directamente glutation (GSH), formando tioéteres. Estos conjugados son eliminados
directamente por la bilis, y en menor medida por la orina. En este Ultimo caso, antes de ser
excretado, el conjugado con GSH sufre un proceso metabdlico por el que secuencialmente es
eliminado el resto y-glutdmico (la glicina) de la molécula de GSH y finalmente es acetilado el grupo
amino de la cisteina, dando origen a derivados del dcido mercapturico. Existe actividad GST en


https://hmong.es/wiki/UDP-glucuronosyltransferase
https://hmong.es/wiki/UDP-glucuronosyltransferase

los tejidos que estan en contacto con el O, y en los que existe un metabolismo oxidativo
importante. [3]
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Figura 1.5. Estructura del glutatién.

La sulfonacién (conjugacion con sulfato) es llevada a cabo por las enzimas sulfotransferasas
(SULTs), presentes en la mayoria de los tejidos con diferentes niveles de actividad, siendo mas
elevada en el higado, intestino delgado y colon. Ademas, se encuentran especialmente activas
durante el desarrollo fetal, por lo que poseen un papel importante en la defensa fetal y neonatal
contra los xenobidticos. (12)

Estas enzimas, en lugar de unir directamente la molécula de sulfato al farmaco, requieren la
accion de una sulfurilasa y 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (APS) fosfoquinasa para transformar
el sulfato (SO4%) en sulfonato (RSO37) en forma de fosfoadenosil-fosfosulfato (PAPS), forma que la
enzima puede unir mas facilmente al farmaco. (Figura 1.6) (6, 12)

0 0 N =
ol odo T}
1 | N

o o o

¢ OH
o=p—0

Figura 1.6. Estructura del fosfoadenosil-fosfosulfato (PAPS).

Todas las SULTs presentan la misma estructura en la region de unién al cofactor, aunque
evidentemente presentan diferencias considerables en la region de unidn al sustrato, lo que les
confiere la habilidad de unirse a una gran variedad de grupos de sustratos. (12)

La dltima reaccion de conjugacion es la acetilacion. Esta es considerada un proceso de Fase |l, lo
gue puede parecer contradictorio teniendo en cuenta que los metabolitos acetilados presentan
menos hidrosolubilidad que el farmaco inicial. Por tanto, la excrecion de estos metabolitos resulta
mas complicada ya que se ha observado que metabolitos altamente acetilados de algunas
sulfonamidas son tan poco hidrosolubles que cristalizan en los rifiones de los pacientes. (12)

Las N-acetil transferasas (NATs) mas relevantes en el metabolismo de farmacos son la NAT-1,
presente en todo el organismo, y la NAT-2, de mayor relevancia y presente en grandes cantidades
en el higado y el intestino. El proceso de acetilacidn tiene lugar en dos fases: en primer lugar, se
forma un intermediario acetilado de la NAT, debido a su interaccion con el Acetil-CoA (Figura 1.7),
y finalmente se acetila el sustrato, liberando asi CoA. (12)
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Figura 1.7. Estructura del Acetil-CoA.



1.3 METABOLISMO DEL PARACETAMOL

El paracetamol es un fdrmaco que puede ser altamente nefrotdxico cuando es desacetilado a 4-
aminofenol.

Aproximadamente el 95% del paracetamol ingerido es eliminado por el higado siendo
transformado en conjugados O-glucuronatos o sulfatos y un 2% escapa sin ser modificado. Una
pequefa fraccion, entre el 1 y 3%, es oxidada, principalmente por el citocromo P450 2E1
(CYP2E1), a la especie reactiva N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), subproducto tdxico
producido durante el metabolismo xenobidtico del analgésico paracetamol (Figura 1.8). Este
compuesto se une covalentemente a los hepatocitos en diferentes regiones celulares, como la
membrana, aunque esta union es normalmente insignificante, ya que el NAPQI es rapidamente
inactivado mediante la conjugacién con GSH y finalmente excretado en la orina. (13-15)
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Figura 1.8. Principales rutas de biotransformacién del paracetamol (APAP, situado en el centro). En rojo se
indica la reaccion que da lugar al NAPQI (también denominado NABQI), metabolito responsable de la
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hepatotoxicidad asociada al paracetamol. Los metabolitos presentes en esta imagen son: APAP:
paracetamol; PAP: p-aminofenol; AM404: n-araquidonoilaminofenol; NABQI: N-acetil-para-benzoquinona
imina; APAP-X: conjugado macromolecular del paracetamol; APAP-SG: conjugado del paracetamol con
glutation; APAP-Cys: aducto proteico paracetamol-cisteina; APAP-NAC: mercapturato del paracetamol;
APAP-S: sulfato del paracetamol; APAP-G: sulfato del paracetamol; PAP-S: p-aminofenol sulfato; PAP-G: p-
aminofenol sulfato. Las enzimas y cofactores presentes son: (1) sulfotransferasa, 3’-fosfoadenosina-5’'-
fosfosulfato (PAPS); (2) uridina 5’-difosfo-glucuronosiltransferasa (UGT), uridindifosfato del acido
glucuronico (UDPGA); (3) citocromo P450, O,, NADPH; (4) adicién electrofilica no enzimatica (5) glutation-
S-transferasa (GST), glutation (GSH); (6) gamma-glutamil transpeptidasa; (7) cisteinil glicinasa; (8) n-

acetiltransferasa (NAT); (9) n-desacetilasa; (10) hidrolasa de amidas de &cidos grasos (FAAH). Imagen
adaptada de Athersuch et al, 2017 (3).



Sin embargo, cuando se produce una sobredosis, la proporcién de este farmaco convertido en
NAPQI aumenta a un 15%. La demanda de GSH se incrementa en consecuencia para poder
detoxificar este compuesto. Entre las 10-12 horas que siguen a la sobredosis, el organismo es
capaz de mantener los niveles de GSH mediante reciclaje y re-sintesis. Sin embargo, la cisteina
(que contiene el grupo tiol), compuesto clave para esta detoxificacion, posee un suministro
limitado en el hepatocito y por ello, tras 8-16 h, el consumo de GSH por el NAPQI excede
gradualmente la demanda vy las reservas celulares de cisteina se agotan. (13)

Como se ha mencionado anteriormente, el NAPQl es un metabolito altamente reactivo que se
une covalentemente a macromoléculas presentes en el hepatocito, lo que lleva a un
empobrecimiento de los sistemas enzimaticos y a dafios estructurales y metabdlicos en el higado,
potencialmente causando necrosis hepatica. (2, 15)

1.4 REACCIONES ADVERSAS A MEDICAMENTOS

Durante la biotransformacién de los farmacos, proceso disefiado para eliminar los fdrmacos del
organismo, algunos metabolitos resultan ser mas téxicos y reactivos que el farmaco original,
teniendo asi la capacidad de interaccionar con biomoléculas presentes en la célula. (6)

Por ejemplo, en el transcurso de las reacciones de oxidacion se pueden generar intermedios
electrofilos reactivos, que son compuestos dvidos de electrones capaces de abstraerlos de otras
biomoléculas y capaces de reaccionar con nucledfilos presentes en la célula y/o unirse
covalentemente a macromoléculas. El resultado es la bioactivacion del compuesto derivado del
farmaco. Ademas, también pueden generarse especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés
Reactive Oxygen Species) capaces de iniciar reacciones radicalarias en cadena de peroxidacién de
lipidos. Todas estas reacciones tienen como resultado dafio tisular. (6)

Para contrarrestar estos efectos dafiinos, las células con capacidad para metabolizar farmacos
(principalmente los hepatocitos) poseen eficaces mecanismos de defensa, entre los que destacan
las enzimas especializadas capaces de conjugar los intermedios, moléculas reductoras y los
mecanismos de reparacion del ADN v las proteinas. (6)

El balance entre la bioactivacion del farmaco y los mecanismos de defensa es lo que determina si
la biotransformacion resultard en un proceso de detoxificacién o, por el contrario, en dafio celular
(Figura 1.9). (6)
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Figura 1.9. Biotransformacion, bioactivacion y detoxificacion. Aunque en la mayoria de los casos la
biotransformacién de un compuesto va ligado a una disminucion de su potencial tdéxico, como
consecuencia del metabolismo se pueden originar especies mas reactivas capaces de interaccionar con
biomoléculas celulares, provocando dafio celular (bioactivacion). Imagen adaptada de Castell, 2006 (6)

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM) se clasifican en diferentes tipos (A-F), siendo los
mas comunes los tipos Ay B. En la Tabla 1.1 se muestran las caracteristicas de cada uno de ellos:

Tabla 1.1. Clasificacion de las reacciones adversas a medicamentos. Adaptada de Fricke-Galindo et al, 2018.
(16)

Tipo de RAM | Caracteristicas
Dependiente de la dosis.
Respuesta farmacoldgica excesiva.
A Predecible.
Reversible.
Frecuente.
Baja severidad.
No relacionada con la dosis ni con el mecanismo de accion farmacoldgico.
Relacionada con la vulnerabilidad individual.
B No predecible.
Reversible.
Poco frecuente.
Alta morbimortalidad.
Relacionada con la dosis y el tiempo (acumulacién de dosis).
c La mayoria son reversibles.
Poco frecuente.
Cronica.
Relacionada con el tiempo, la dosis y la exposicién parental.
D Irreversible.
Poco frecuente.
E Relacionada con la suspensién del medicamento.
Relacionada con la dosis y la interaccién de farmacos.
F Falla terapéutica no esperada.
Frecuente.




Las reacciones de tipo B se dividen en 3 subgrupos: B1, B2 y B3 (13):

- Las reacciones de tipo B1 generan sobre todo hepatotoxicidad, aunque pueden llegar a
causar necrosis del tejido.

- Lasreacciones de tipo B2 son consecuencia de la inmunotoxicidad, y son las que dan lugar
a las reacciones de hipersensibilidad a farmacos.

- Lasreacciones de tipo B3 son las que conllevan la formaciéon de algun tipo de cancer.

La respuesta a farmacos y, concretamente, la susceptibilidad a padecer reacciones de
hipersensibilidad a los mismos, varia considerablemente entre unos individuos y otros, y es un
proceso complejo en el que interactlan factores tanto ambientales (sexo, edad, ingesta de
alcohol, patologias subyacentes o infecciones virales) como genéticos. (17)

Se estima que el 10-20% de los pacientes hospitalizados y el 7% de la poblacién general pueden
padecer reacciones adversas a farmacos, siendo un tercio de estas reacciones de
hipersensibilidad (18). Para la produccién de una reaccion de hipersensibilidad es necesaria la
sensibilizacién previa del individuo, es decir, es necesario un contacto previo con el farmaco. (19)

Segun la nomenclatura de la EAACI/WAO (European Academy of Allergy and Clinical
Immunology/World Allergy Organization), las reacciones de hipersensibilidad a AINEs y
analgésicos pueden ser divididas en alérgicas (mediadas por un mecanismo inmunolégico) y no
alérgicas (dependientes de mecanismos no inmunoldgicos). Ademds, también se tiene en cuenta
el tiempo que transcurre desde la toma del medicamento hasta la aparicion de los sintomas,
clasificandose asi en agudas o tardias. (20)

Las reacciones de hipersensibilidad no alérgicas suelen ser causa de la reactividad cruzada, es
decir, los pacientes presentan hipersensibilidad a dos o mas AINEs quimicamente no
relacionados, pero que comparten la propiedad de inhibir la COX-1. Por tanto, se trata de un
mecanismo no inmunoldégico relacionado con la via del AA y la enzima COX-1, aunque el
mecanismo no se conoce completamente. (17)

Las reacciones de hipersensibilidad alérgica (especifica) son relativamente poco frecuentes (19).
Estas son reacciones selectivas, es decir, los sintomas de hipersensibilidad aparecen tras la
administracién de un AINE concreto, o mas de uno perteneciente al mismo grupo quimico,
mientras que los pacientes toleran otros AINEs no relacionados quimicamente. En estos casos,
las reacciones se producen a través de mecanismos inmunoldgicos en los que se producen
respuestas de tipo IgE (reacciones agudas, tipo |) o mediadas por linfocitos T (reacciones tardias,
tipo V). (17)

En este contexto, se ha observado que las reacciones alérgicas a paracetamol suponen mas de
un 10% del total de reacciones alérgicas a AINEs, siendo este el cuarto causante mas frecuente
dentro de este grupo (21). En concreto, las reacciones de hipersensibilidad a paracetamol varian
desde reacciones inmediatas de tipo | (angioedema, urticaria y anafilaxis) hasta reacciones
retardadas de tipo IV (sindrome de Stevens-Johnson, erupcion localizada por farmacos y necrélisis
epidemial téxica) (22, 23). Ademads, se ha visto que en pacientes con alergia al 4cido acetilsalicilico
(aspirina) y asma, la ingesta de dosis elevadas de paracetamol puede inducir un fallo en la funcién
pulmonar, indicando la existencia de reactividad cruzada entre estos farmacos (1).
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2 OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo de fin de grado es sintetizar varios metabolitos del
paracetamol, concretamente el 3-nitro-acetaminofenol y el 3-mercapturato-acetaminofenol, con
el fin de obtener muestras auténticas y confirmar asi su estructura quimica, ya que estos fueron
identificados previamente mediante HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia) en orina de
pacientes que presentaron reacciones de hipersensibilidad.

Para conseguirlo, se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

- Sintetizar 3-nitro-acetaminofenol y 4-amino-2-yodofenol, mediante sintesis organicas
cldsicas.

- Caracterizar estructuralmente los metabolitos obtenidos mediante Resonancia
Magnética Nuclear de protdn y carbono (*H-RMN y 3C-RMN).

- Analizar las muestras mediante UPLC-masas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 GENERAL

En la Tabla 3.1 se muestra el nimero CAS vy el distribuidor comercial de los productos quimicos
empleados en este trabajo de fin de grado.

Tabla 3.1. Listado de los productos empleados, junto con su nimero CAS y su distribuidor comercial.

PRODUCTO N.2 CAS DISTRIBUIDOR COMERCIAL
Acetato de etilo 141-78-6 Labbox Labware S.L. (Premia de Dalt,
Barcelona)
Acido citrico 27.97-9 Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) o sus

filiales

Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) o sus

Bicarbonato de sodio (NaHCO;) 144-55-8 "
filiales

Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) o sus

Cloroformo deuterado (CDCls) 865-49-6 .
filiales

Cloruro de estafio (Il) dihidrato Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) o sus

10025-69-1

(SnCl; - 2H,0) filiales
Diclorometano (CHsCl) 5.09-2 Labbox Labware S.L. (Premia de Dalt,
Barcelona)
Etanol absoluto 64-17-5 Scharlab S.L. (Sentmenat, Barcelona)
h-Hexano 110-54-3 Labbox Labware S.L. (Premia de Dalt,
Barcelona)
Metanol deuterado (MeQD) 811-98-3 Eurisotop (Saint-Aubin, Francia)
Nitrito de sodio (NaNO3) 2632-00-0 Merck KGaA (Darm§tadt, Alemania) o sus
filiales
Paracetamol (acetaminofén) 103-90-2 Merck kGaA (Darn'wétadt, Alemania) o sus
filiales
Silice (Si05) 2631-86-9 Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) o sus

filiales

I io anhi
Sulfato de magnesio anhidro 7487-88-9 | VWR Chemicals (Ohio, Estados Unidos)

(MgS0,)
Sulfato de sodio anhidro (Na,S0Q,) | 7757-82-6 VWR International (Leuven, Bélgica)
Merck KGaA (D Al i
2-yodofenol 533.58.4 erck KGaA (Darmstadt, Alemania) o sus

filiales
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3.2 INSTRUMENTACION

3.2.1 ROTAVAPOR

Los disolventes de las diferentes disoluciones se evaporaron empleando un rotavapor Blchi R-
114 (BUCHI Ibérica S.L.U.) (Figura 3.1@) equipado con un bafio de agua (Blichi Waterbath B-480,
BUCHI Ibérica S.L.U.) (Figura 3.1 ®), una bomba de vacio (Bichi Vacuum Pump V-700, BUCHI
Ibérica S.L.U.) (Figura 3.1 (©) y un controlador de vacio (Blichi Vacuum Controller V-850, BUCHI
Ibérica S.L.U.) (Figura 3.1 @).

Figura 3.1. Rotavapor empleado para la evaporacién de los disolventes. @ Biichi Rotavapor R-114 (BUCHI
Ibérica S.L.U.). ® Bafio de agua (Biichi Waterbath B-480, BUCHI Ibérica S.L.U.). (© Bomba de vacio (Biichi
Vacuum Pump V-700, BUCHI Ibérica S.L.U.). @ Controlador de vacio (Biichi Vacuum Controller V-850,
BUCHI Ibérica S.L.U.).

3.2.2 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protdn y carbono (*H-RMN y 3C-RMN) se
registraron empleando un espectrémetro Bruker Ascend 400/R (Figura 3.2) (Bruker Espafiola S.A)
operando a frecuencias de 400 y 101 MHz, respectivamente. Como disolventes se emplearon
metanol deuterado (MeOD) (para la caracterizacion del 3-nitro-acetaminofenol y del 4-amino-2-
yodofenol) y cloroformo deuterado (CDCls) (para la caracterizacion del 2-yodo-4-nitrofenol),
tomando la sefial correspondiente al disolvente como referencia.

Los espectros obtenidos fueron interpretados empleando el programa MestReNova (version
14.2.1-27684).

Los desplazamientos quimicos (8) se indican en partes por millén (ppm). En los espectros de *H-
RMN, cada sefial se indica entre paréntesis con la multiplicidad del pico, los valores de la
constante de acoplamiento (J) en Hz y la integracion. Cuando se indica la multiplicidad de los
picos, se emplean las siguientes abreviaturas: s (singlete), d (doblete), m (multiplete), dd (doble

doblete), ddd (doble doble doblete).
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Figura 3.2. Equipo empleado para realizar los andlisis de RMN. En concreto se trata de un espectrometro
Bruker Ascend 400/R (Bruker Espafiola S.A).

3.2.2.1 FUNDAMENTO TEORICO

Algunos nucleos atdmicos sometidos a un campo magnético externo absorben radiacién
electromagnética en la regién de las radiofrecuencias. Las propiedades que poseen los nucleos
atémicos y que hacen posible este fendmeno se dividen en dos tipos: mecdnicas y eléctricas. Las
propiedades mecanicas son el momento angular (L) y el espin nuclear (1) (relacion carga/masa),

mientras que las propiedades eléctricas son la carga eléctrica (q), el momento magnético (i) y el

momento cuadrupolar (Q).

No cualquier tipo de nucleo da lugar a una sefial de RMN. Aquellos que poseen un numero par
de carga y masa poseen un nimero cuantico de espin de 0 (como el 12C), por lo que no poseen
momento angular nuclear y no produciran sefial de RMN. Los nucleos atémicos Utiles para
espectroscopia de RMN son H, 13C, 1N, °F y 3P, aunque los mas cominmente empleados son
los protones (H) y el carbono. (24)

En ausencia de campo magnético, los espines nucleares se orientan al azar. Sin embargo, cuando
una muestra se coloca en un campo magnético los nucleos con espin positivo se orientan en la
misma direccién del campo, en un estado de minima energia denominado estado de espin q,
mientras que los nulcleos con espin negativo se orientan en direccion opuesta a la del campo
magnético, en un estado de mayor energia denominado estado de espin B. (Figura 3.3) (25)
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Figura 3.3. Localizacién de los espines antes y después de aplicar un campo magnético. Antes de aplicar el
campo magnético, los espines se encuentran orientados al azar. Tras la aplicacion de este, los espines se
orientan en direcciones determinadas. Imagen obtenida de Castell, 2013. (25)

El espectro de RMN se obtiene situando una muestra en un campo magnético homogéneo y
aplicando energia electromagnética en la frecuencia adecuada. (26)

Hay 3 tipos de informacion que se pueden obtener a partir de un espectro de RMN: frecuencias,
areas y el ancho o la forma de las lineas de resonancia. En estos espectros se puede asignar cada
uno de los picos a un grupo funcional de la muestra. La linea en forma de escalera que se suele
mostrar sobre los picos es una integral, siendo la altura de cada escalén proporcional al drea de
la linea espectral correspondiente. Las dreas debajo de cada pico son diferentes, debido a que
esta es proporcional al nimero de nucleos que contribuyen. Otro dato importante en la
espectrometria de RMN es que las frecuencias de resonancia (posicion de cada pico) depende del
ambiente quimico que rodea la molécula, es decir, del disolvente en el que se encuentra la
muestra. (26)

En la Figura 3.4 se observa el espectro de protdon del paracetamol. En este se observan dos
multipletes, a 7,31 y 6,65 ppm, es decir diferentes picos correspondientes a un mismo grupo
funcional. Estos aparecen debido a las interacciones entre nucleos denominadas acoplamiento
espin-espin.

A H <
i N \n/c"‘s
@‘/ o
HO 1

1.970

9.110
7.310
6.650

9.630

! B W R R

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

Figura 3.4. Espectro de *H-RMN del paracetamol. 'TH-RMN [500 MHz, 5% _DMSO]. Los picos que se observan
en el espectro corresponden a los siguientes grupos funcionales: & = 1,97 al CHs; 6,65 a los CH
correspondiente a los &tomos B de la estructura del paracetamol; 7,31 a los CH correspondiente a los
atomos A de la estructura del paracetamol; 9,11 al NH; y 9,63 al OH. Imdgenes obtenidas de HMDB, 2012
(27).
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Los componentes basicos de un espectrometro de RMN se observan en la Figura 3.5, e incluyen
3 elementos principales: el imdn, la consola y el ordenador huésped. (24)

IMAN
Duplexor
—— (interruptor
T/R)

. Pre-
Transmisor amplificador
Cz::nsgla M Receptor
Ordenador
huésped

Figura 3.5. Diagrama de los componentes de un espectrémetro de RMN. Imagen adaptada de Teng, 2013
(24).

El iman de un espectrémetro de RMN produce un campo magnético estatico estable, que es
usado para generar magnetizacion macroscopica en la muestra de RMN. El campo
electromagnético lineal oscilante es inducido por un transmisor con el campo de fuerza deseable
para interaccionar con los nucleos a estudiar. La sefial de RMN generada tras la irradiacién con
pulsos de radiofrecuencia es amplificada por un preamplificador y posteriormente detectada por
el receptor. Dicha sefial es digitalizada para el procesamiento de los datos en un ordenador. (24)

3.2.3 UPLC-MASAS

Para llevar a cabo el andlisis de masa exacta de los metabolitos se utilizé un equipo UPLC-Masas
constituido por un sistema ACQUITY UPLC (Waters Corp.) equipado con un autosampler a 4°C
(Figura 3.6 @). Para la separacién cromatografica se utilizé una columna ACQUITY UPLC BEH C18
(50 mm x 2,1 mm de diametro interno, 1.7 um), manteniendo la temperatura de la columna en
40°C. El analisis se realizd en gradiente, utilizando como fase movil una mezcla creciente de
metanol/agua, en la que la fase acuosa contenia, ademas, un 0.01% de acido férmico. El volumen
de inyeccion fue de 2 mL.

El espectrofotémetro Waters ACQUITYTM XevoQToF (Waters Corp.) (Figura 3.6 () se conectd al
sistema UPLC a través de una interfase de ionizacién por electrospray (ESI) (Figura 3.6 (©). La

fuente ESI, operé en modo ionizacién positivo con un voltaje de 3.0 kV. La temperatura se
mantuvo entre los 100°C y 400°C.

Todos los datos se recogieron usando el software MasslynxTM (Waters Corp.).
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Figura 3.6. Equipo de UPLC-masas. (@ Sistema ACQUITY UPLC (Waters Corp.). (® Espectrofotémetro Waters
ACQUITYTM XevoQToF (Waters Corp.). © Interfase de ionizacién por electrospray (ESI).

3.3 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

La cromatografia es una técnica fisica de separacion basada en la distribucion diferencial de los
componentes de una mezcla entre dos fases, una estacionaria y una movil, cuando son
arrastrados por la fase movil que se desplaza en contacto con, y a través de, la fase estacionaria.
(28).

La fase maovil transporta los analitos a través de la fase estacionaria. Por tanto, ambas fases deben
ser elegidas de tal forma que los analitos a separar se distribuyan de manera diferente entre
ambas. Asi, los componentes que tengan mayor afinidad por la fase estacionaria serdn retenidos
con mas fuerza, y por tanto se desplazaran mas lentos. Por el contrario, aquellos que tengan
menor afinidad, serdn retenidos con menor fuerza, y avanzaran a mayor velocidad junto con la
fase movil. (29)

Clasicamente, se han diferenciado dos modos de trabajo cromatograficos, fase normal y reversa.
Como se muestra en la Tabla 3.2, en fase normal, la fase estacionaria es polar y la fase movil es
apolar. En fase reversa, la situacion es a la inversa, la fase estacionaria es apolar y la movil es
polar. (28)

Tabla 3.2. Caracteristicas de los componentes de la cromatografia en capa fina en funcién de su método

de trabajo.
Fase estacionaria | Fase mévil | Al aumentar la polaridad de la fase movil:
Fase normal Polar Apolar Disminuye la retencién.
Fase reversa Apolar Polar Aumenta la retencion.
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En este trabajo se emplearan 3 técnicas cromatograficas diferentes: la cromatografia en capa fina
(TLC), la cromatografia en columna y la cromatografia liquida de ultra-alta presién (UPLC)
acoplada a un detector de espectrometria de masas (UPLC-Masas).

3.3.1 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina (TLC, del inglés Thin-Layer Chromatography) es una técnica de
cromatografia plana en la que la fase estacionaria esta distribuida en forma de capa de pequefio
espesor sobre un soporte plano de vidrio, plastico o metal. Esta fase suele estar compuesta por
capas finas organicas o inorgéanicas hechas de silice, silice alquilada (C8 o C18), celulosa o un
polimero monolitico, mientras que la fase mdvil suele ser una mezcla de disolventes organicos
puros que abarcan un amplio rango de hidrofobicidades. Los soportes de silice son los mas
empleados en cromatografia. (30, 31)

La muestra disuelta, con una concentracion de analito de entre 0,01-0,1%, se aplica en forma de
gota mediante un capilar cerca de uno de los extremos de la fase estacionaria, a una distancia
entre 1-2 cm del borde de la placa. Después de la aplicacion de la muestra, el disolvente debe
evaporarse antes de introducir la placa en la fase mévil. Para desarrollar el cromatograma, la
placa se coloca en una cdmara cerrada, siendo el extremo en el que se ha aplicado la muestra el
que se introduce en la fase mévil, aunque teniendo cuidado de que las manchas de muestra no
se introduzcan directamente en la fase mévil (Figura 3.7). (28, 30)

Figura 3.7. Esquema de la preparacién del material para la realizacién
de una cromatografia en capa fina. La muestra se deposita sobre la placa
en el extremo inferiory, una vez se ha evaporado el disolvente, la placa

se introduce en la fase movil, teniendo en cuenta que la muestra no
debe sumergirse. El recipiente se cierra y los analitos presentes en la
muestra empiezan a ascender a causa de la subida de la fase movil.

j = Imagen de Meyers y Meyers, 2008. (32)

‘\\ ),, system

baseline above the level of the solvent

El disolvente asciende por la placa por fuerzas de capilaridad a velocidad que no es constante,
decreciendo a medida que la mancha asciende por la placa. Cuando el disolvente ha recorrido la
mavyor parte de la placa, esta se retira de la cdmara marcando el punto exacto hasta el que ha
llegado. Finalmente, se evapora el disolvente y la placa queda en condiciones adecuadas para
detectary evaluar los resultados. Los analitos quedan distribuidos en el cromatograma resultante
en forma de manchas o zonas de forma eliptica. (28)

La migracién diferencial de los analitos es el resultado de los diferentes grados de afinidad de los
diferentes analitos presentes en la muestra por las fases estacionaria y movil. (30)

Existen varias técnicas disponibles para la deteccion de los analitos. Las técnicas luminiscentes
son Utiles para analitos organicos fluorescentes y para analitos inorganicos fosforescentes. En
este caso, las manchas se detectan irradiando la placa con radiacion UV. Cuando los analitos no
presentan propiedades luminiscentes, se puede impregnar la capa fina con una sustancia
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iniciadora fluorescente. Alternativamente, se puede rociar o revelar la placa con un oxidante
fuerte no especifico, como el nitrico, permanganato potdsico o acido sulfurico, o con una
disolucion de reactivo especifico de una sustancia o de un grupo funcional, como la ninhidrina
para los grupos amino o el cloruro de hierro para los fenoles. (28)

La identificacién de los compuestos en TLC se basa principalmente en la comparacion de los
valores del factor de retardo (Rf) con valores de referencia. Sin embargo, estos valores no son
reproducibles entre diferentes laboratorios o incluso entre diferentes corridas en un mismo
laboratorio, por lo que deben ser considerados como guias. (30) El valor R se calcula siguiendo la
Ecuacion 1y presenta valores comprendidos entre Oy 1.

Distancia recorrida por el analito

(Ec. 1)

f Distancia recorrida por la fase movil

3.3.2 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

La cromatografia en columna consiste en la aplicacién de una muestra compleja a una columna
de cristal. Dicha columna contiene en su interior una matriz sélida porosa (generalmente silice)
gue estd inmersa en el disolvente, el cual se hace pasar en gran cantidad a través de la columna.
El flujo de la fase movil a través de la estacionaria se consigue por presion, por capilaridad o por
gravedad. Los diferentes componentes de la muestra se van eluyendo de manera distinta segun
sus interacciones con la matriz. Se pueden separar de acuerdo con su carga, hidrofobicidad,
tamafio o capacidad de unirse a grupos quimicos particulares. La pureza de las fracciones
obtenidas se suele comprobar mediante TLC. (33, 34)

Hay varios tipos de métodos cromatograficos en columna: cromatografia de adsorcion,
cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de exclusion y cromatografia de afinidad.
Estos métodos se diferencian en el tipo de retencidn de la fase estacionaria, el tipo de eluyente y
el material empleado como fase estacionaria. (35)

En la cromatografia de adsorcidn, son las interacciones polares las implicadas en la retencion del
soluto. Esta es la técnica mas antigua y, aungue no posee la especificidad de los otros métodos,
es uno de los mas simples y efectivos para la separacion de mezclas de compuestos poco polares,
insolubles en agua y poco volatiles. La silice, aluminio, carbdn activado y polimeros no iénicos
macroporosos son los adsorbentes empleados con mayor frecuencia. En cuanto a los eluyentes,
los mas comunes son los disolventes organicos de bajo peso molecular (algunos ejemplos son el
ciclohexano, el acetato de etilo, el cloroformo, el metanol o el agua). (28, 35)

En la cromatografia de intercambio iénico, se forman uniones quimicas reversibles entre
componentes idnicos de las fases movil y estacionaria. El eluyente suele ser agua o un tampén
acuoso. Por tanto, esta técnica se suele emplear para compuestos solubles en agua presentes en
disolucion en forma de iones. (28, 35)

En la cromatografia de exclusion la fase estacionaria sirve como un tamiz molecular para separar
los solutos en funcién de su peso molecular. Esta técnica se puede emplear tanto para moléculas
poliméricas insolubles en agua (cromatografia de permeaciéon en gel) como para moléculas
grandes polares y solubles en agua (cromatografia de filtracion en gel). (28, 35)
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La cromatografia de afinidad se basa en una propiedad bioguimica uUnica y fundamental de las
moléculas: su reconocimiento selectivo y con elevada afinidad de otras moléculas y su interaccién
reversible con ellas. (35)

3.4 SINTESIS DEL 3-NITRO-ACETAMINOFENOL

Una disolucién de paracetamol (2 g, 13,23 mmol), nitrito de sodio (NaNO;) (0,912 g, 13,23 mmol),
acido citrico (2,542 g, 13,23 mmol) y silice humeda (al 50%) (1,32 g, 14,32 mmol) en 80 mL de n-
hexano se puso en agitacién durante 3h. La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente, y
tomando las precauciones necesarias, debido al desprendimiento de vapores de didxido de
nitrogeno (NO3). La evolucion de la reaccion se siguié mediante cromatografia en capa fina (TLC).

Tras este tiempo, se filtré por gravedad la disolucion resultante, que contenia un producto
anaranjado insoluble (Figura 3.8 a), descartando asi el hexano. El residuo sélido se disolvid en
acetato de etilo (AcOEt) y se extrajo con agua (3 x 100 mL) empleando un embudo de
decantacién. Ambos liquidos son inmiscibles, por lo que tras dejar reposar se observaron dos
fases claramente diferenciadas debido a su diferencia de polaridad: la fase acuosa en la parte
inferior del embudo vy la fase orgéanica (AcOEt) en la parte superior (Figura 3.8 b). El resto de agua
de la fase orgdnica se elimind con el agente desecante sulfato de sodio anhidro (Na,SOs) vy
posteriormente se evapord el disolvente a presion reducida utilizando un rotavapor. El disolvente
residual se eliminé a vacio, obteniendo asi el crudo de reaccion, que se caracterizé mediante
resonancia magnética nuclear de protdn (*H-RMN).

a) ! N b) .m

%ﬁ:ﬁz\

Figura 3.8. Work-up de la reaccion de sintesis del 3-nitro-acetaminofenol. a) Baldn de reaccidn tras el
proceso de sintesis. Se observa un sélido pastoso (producto) en una disolucién de hexano. b) Embudo de
decantacién. Se observan dos fases claramente diferenciadas, la fase acuosa (inferior) y la fase orgédnica
(superior).

Las sefiales de resonancia magnética nuclear de protdén (*H-RMN) del crudo de reaccion se indican
a continuacion:

IH-RMN [400 MHz, MeOD] 6 = 8,43 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 7,68 (dd, J = 9,0y 2,7 Hz, 1H); 7,34
— 7,25 (m, 2H); 7,10 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 6,76 — 6,68 (m, 2H); 2,08 (s, 6H).
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El crudo de la reaccion fue purificado mediante cromatografia en columna de adsorcion-
desorcién usando acetato de etilo/hexano en proporcion 6:4 como fase movil (Figura 3.9). El
seguimiento de la columna se realizd mediante TLCs de las fracciones obtenidas.

o—

Figura 3.9. Columna cromatografica empleada para la purificaciéon del metabolito 3-nitro-acetaminofenol.

Se obtuvo el producto 3-nitro-acetaminofenol (0,3 g, 1,53 mmol, 11,57%) y, como producto
secundario, el 3,5-dinitro-acetaminofenol (0,15 g, 0,62 mmol, 4,70%). El primero fue
caracterizado mediante resonancia magnética nuclear de protén y de carbono (*H-RMN vy 13C-
RMN), mientras que el segundo por *H-RMN. Ademds, ambos productos se estudiaron mediante
UPLC-MS/MS, para determinar su masa exacta.

El rendimiento de la reaccién se calculd siguiendo la formula descrita en la Ecuacion 2.

) __ Moles de metabolito puro obtenidos

Rendimiento (% 100 (Ec. 2)

Moles de metabolito esperados

3.5 SINTESIS DEL 4-AMINO-2-YODOFENOL

Otro metabolito de interés era el 3-mercapturato-acetaminofenol, cuya sintesis a partir del 2-
yodofenol no es directa, sino que se deben realizar varias secuencias de reaccion (Figura 3.10).
Sin embargo, para este trabajo de fin de grado no se pudo completar la secuencia se sintesis
debido a falta de tiempo, sino que se obtuvo el intermedio 4-amino-2-yodofenol.
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Figura 3.10. Secuencia propuesta de sintesis del 3-mercapturato-acetaminofenol a partir del 2-yodofenol.
Enmarcado en rojo se indica el intermedio que se sintetizo en este trabajo de fin de grado.

3.5.1 SINTESIS DEL 2-YODO-4-NITROFENOL

Una disolucién de 2-yodofenol (200 mg, 0,91 mmol), nitrito de sodio (NaNO,) (91,2 mg, 1,32
mmol), acido citrico (254,2 mg, 1,32 mmol) y silice himeda (al 50%) (150 mg, 1,63 mmol) en 8 mL
de diclorometano (CH,Cl;, DCM) se puso en agitacion durante 3h. Tras este tiempo, la disolucion
resultante se extrajo con agua (3 x 20 mL). En este caso la fase acuosa en la parte superior del
embudo vy la fase orgédnica (DCM) en la inferior.

El resto de agua que pudiera quedar en la fase organica se elimind con el agente desecante sulfato
de sodio (Na,SO4) y posteriormente se evapord el disolvente a presién reducida utilizando un
rotavapor. El disolvente residual del crudo de reaccidn se eliminé a vacio.

Las sefiales de resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) del crudo de reaccidn se indican
a continuacion:

IH RMN [400 MHz, CDCl3] & = 11,36 (s, 1H); 8,60 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 8,18 (dd, J = 9,0y 2,6
Hz, 1H); 8,13 (dd, J = 8,5y 1,6 Hz, 1H); 8,09 (dd, J = 7,7 y 1,6 Hz, 1H); 7,66 (dd, J = 8,0y
1,5 Hz, 3H); 7,30-7,22 (m, 6H); 7,07 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 7,00 (dd, J = 8,1y 1,5 Hz, 3H); 6,80
(dd, ) =8,5y 7,7 Hz, 1H); 6,68 (ddd, J = 8,0, 7,3 y 1,5 Hz, 3H); 6,16 (s, 1H).

En el espectro de 'H-RMN del crudo de la reaccidn se observaron sefiales correspondientes al 2-
yodofenol (producto de partida), el 2-yodo-4-nitrofenol y el 2-yodo-6-nitrofenol. Por este motivo,
se realizé una purificacion mediante cromatografia en columna de adsorcidon-desorcién en
gradiente, con el fin de aislar cada uno de los productos. En un principio se usé hexano/acetato
de etilo en proporcion 15:1 como disolvente y, una vez dejo de aparecer la sefial correspondiente
al 2-yodofenol en la TLC, esta se cambid a hexano/acetato de etilo (5:1). El seguimiento de la
columna se realizé mediante TLCs de las fracciones obtenidas.

Se obtuvieron los productos 2-yodo-4-nitrofenol (120 mg, 0,45 mmol, 49,81%) y 2-yodo-6-
nitrofenol (60 mg, 0,226 mmol, 24,91%), que fueron caracterizados mediante resonancia
magnética nuclear de protdn y de carbono (*H-RMN y 13C-RMN).

El rendimiento de la reaccion se calculd siguiendo la formula descrita en la Ecuacion 2.
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3.5.2 SINTESIS DEL 4-AMINO-2-YODOFENOL

Una disolucion de 2-yodo-4-nitrofenol (120 mg, 0,45 mmol) y cloruro de estafio dihidrato (SnCl,
- 2H,0) (511 mg, 2,27 mmol) en 9 mL de etanol absoluto se calentd a 70°C y se puso en reflujo
bajo atmdsfera inerte de argdén durante 12h (Figura 3.11).

Figura 3.11. Reaccion a reflujo bajo atmdsfera de argdn. Previamente al inicio de la reaccion se purgé el
sistema para asi eliminar el oxigeno atmosférico.

Una vez finalizada la reaccion, la disolucion resultante se dejé enfriar a temperatura ambiente y
posteriormente se vertié en hielo, pasando de ser una dilucién color amarillo a una blanquecina.
La disolucion obtenida se basificd (hasta pH = 7-8) empleando una disoluciéon acuosa de
bicarbonato de sodio al 5% (NaHCOs). A continuacion, la mezcla se extrajo con acetato de etilo (3
x 10 mL). Las fases organicas obtenidas se lavaron con salmueray los restos de agua que pudieran
quedar en dicha fase se eliminaron con el agente desecante sulfato de magnesio (MgSQ.).
Finalmente, se evaporé el disolvente a presiéon reducida utilizando un rotavapor vy, el disolvente
residual se elimind a vacio.

En el 'H-RMN se vio que el crudo de la reaccién correspondia Unicamente con el producto 4-
amino-2-yodofenol (90 mg, 0,38 mmol, 84,57 %), de manera que la reaccion fue completa, es
decir, no quedd producto de partida sin reaccionar, y no se obtuvieron otros productos
secundarios.

El rendimiento de la reaccién se calculd siguiendo la formula descrita en la Ecuacion 2.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SINTESIS DEL 3-NITRO-ACETAMINOFENOL

El 3-nitro-acetaminofenol, junto con el producto secundario minoritario 3,5-dinitro-
acetaminofenol, se sintetizaron a partir del paracetamol (Figura 4.1).

/©/ n \”/ OgNIj H \n/ . O2N H \[(
HO @ HO @ HO 9
N02
Paracetamol 3-nitro-acetaminofenol 3,5-dinitro-acetaminofenol

Figura 4.1. Esquema de la reaccién de sintesis del metabolito 3-nitro-acetaminofenol. Se forma también
3,5-dinitro-acetaminofenol como producto secundario.

Esto se realizd siguiendo el procedimiento descrito por Mohammad, et al. (36), donde se describe
un método para nitrar fenoles para-sustituidos, empleando acido citrico como fuente de
protones (H*) y nitrito de sodio (NaNO;) como agente nitrante. Ademas, este proceso debe
realizarse en presencia de silice (SiO,) humeda, que actla como superficie para la generacién in
situ de HNO..

El crudo de reaccién obtenido se purificé mediante cromatografia de columna de silice, usando
como eluyente acetato de etilo/hexano (6:4 v/v). El andlisis de los espectros de RMN de protén y
de carbono (*H-RMN y 3C-RMN) de las diferentes fracciones obtenidas reveld la formacién de
dos productos: el 3-nitro-acetaminofenol (Figura 4.2) y el 3,5-dinitro-acetaminofenol (Figura 4.3).
Estas técnicas, junto con el UPLC-MS/MS, permitieron la caracterizacion de ambos compuestos.

Las sefiales de *H-RMN y B3C-RMN del 3-nitro-acetaminofenol y las sefiales de *H-RMN del 3,5-
dinitro-acetaminofenol, asi como las masas obtenidas en el equipo UPLC-MS/MS se indican a
continuacion:

a) 3-nitro-acetaminofenol:
'H-RMN [400 MHz, MeOD] 6 = 8,46 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 7,70 (dd, J = 9,0y 2,6 Hz, 1H); 7,13
(d, J=9,0Hz, 1H); 2,14 (s, 3H).

13C-RMN [101 MHz, MeOD] & = 171,70; 151,94; 135,08; 132,58; 130,39; 121,00; 116,57;
23,62.

Masa exacta: m/z, encontrada 197,0562, calculada para CgHgN,O4 (MH*) 197,160.

b) 3,5-dinitro-acetaminofenol:
IH-RMN [400 MHz, MeOD] 6 = 8,49 (s, 2H); 2,14 (s, 3H).

Masa exacta: m/z, encontrada 240,0259, calculada para CsH7N3Og (MH") 240.
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Figura 4.2. Espectros de *H-RMN (arriba) y 3C-RMN (abajo) del 3-nitro-acetaminofenol junto con las
asignaciones de las sefiales. Las asignaciones se basan en las predicciones del programa MestReNova.
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Figura 4.3. Espectro de 'H-RMN del 3,5-dinitro-acetaminofenol junto con las asignaciones de las sefiales.
Las asignaciones se basan en las predicciones del programa MestReNova.

La formacion del 3,5-dinitro-acetaminofenol como metabolito secundario no se esperaba. Sin
embargo, teniendo en cuenta que el grupo hidroxilo (OH) es orto- y para-director, mientras que
el grupo acetamida (NHCOCHs) es meta-director, es posible que el grupo nitro (-NO3) se
introduzca en ambas posiciones orto respecto al grupo OH, dando lugar a este metabolito.

4.2 SINTESIS DEL 4-AMINO-2-YODOFENOL

La ruta sintética del 3-mercapturato-acetaminofenol propuesta consta de 4 etapas:

1) Nitracidon del 2-yodofenol, dando lugar al 2-yodo-4-nitrofenol.

2) Este compuesto es reducido a 4-amino-2-yodofenol.

3) Sustitucion nucleofilica del yodo por un grupo tiol, dando lugar a 4-amino-2-
mercaptofenol.

4) Acetilacion de la amina, dando lugar a 3-mercapturato-acetaminofenol.

En este trabajo de fin de grado se pudo llegar a obtener el intermedio 4-amino-2-yodofenol.

4.2.1 SINTESIS DEL 2-YODO-4-NITROFENOL

La primera etapa del proceso de sintesis implica una reaccion de nitracién del compuesto 2-
yodofenol, dando lugar al 2-yodo-4-nitrofenol y a su isémero de posicién, el 2-yodo-6-nitrofenol
(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Esquema de la reaccién de sintesis del metabolito 2-yodo-4-nitrofenol. Se forma también su
isomero de posicion, el 2-yodo-6-nitrofenol, como producto secundario.

Esta secuencia de sintesis se llevd a cabo siguiendo la misma metodologia descrita para el
metabolito anterior, que implica el uso de NaNO, como agente nitrante. Cabe destacar que se
intentd seguir la ruta de sintesis descrita por Vojtickova et al. (37), donde se describe
especificamente la nitracién del 2-yodofenol en posicion para respecto al OH. Sin embargo, la
nitracion empleando una solucion al 70% de 4cido nitrico (HNO3;) como agente nitrante en
presencia de diclorometano no tuvo éxito.

El andlisis de los espectros de RMN de protdn y de carbono (*H-RMN y 13C-RMN) de las diferentes
fracciones obtenidas tras la purificacion mediante cromatografia en columna de adsorciéon-
desorcién permitid la caracterizacion de los dos isomeros obtenidos: el 2-yodo-4-nitrofenol
(Figura 4.5) y el 2-yodo-6-nitrofenol (Figura 4.6). Sus sefiales de *H-RMN y 33C-RMN se indican a
continuacion:

a) 2-yodo-4-nitrofenol:
1H-RMN [400 MHz, CDCls] 6 = 8,59 (d, J = 2,7 Hz, 1H); 8,16 (dd, J = 9,0y 2,7 Hz, 1H); 7,05
(d, J=9,0 Hz, 1H).

13C-RMN [101 MHz, CDCl5] 6 = 160,66; 141,99; 134,62; 126,22; 114,74, 84,51.

b) 2-yodo-6-nitrofenol:
H-RMN [400 MHz, CDCl5] 6 = 11,35 (s, 1H); 8,11 (ddd, J = 17,8, 8,1y 1,6 Hz, 2H); 6,80
(dd, J =8,5y 7,7 Hz, 1H).

13C-RMN [101 MHz, CDCls] & = 154,18; 147,30; 133,52; 125,59; 121,78; 87,16.
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Figura 4.5. Espectros de 'H-RMN (Arriba) y 3C-RMN (abajo) del 2-yodo-4-nitrofenol junto con las
asignaciones de las sefiales. Las asignaciones se basan en las predicciones del programa MestReNova.
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Figura 4.6. Espectros de H-RMN (arriba) y 13C-RMN (abajo) del 2-yodo-6-nitrofenol junto con las
asignaciones de las sefiales. Las asignaciones se basan en las predicciones del programa MestReNova.

La formacién del isémero 2-yodo-6-nitrofenol se explica en base a que el grupo OH es orientador
a orto y para, por lo que el grupo nitro puede introducirse tanto en la posicion C2 del anillo
aromatico (en para) como en la posicién C4 (en orto). En la otra posicién orto (C6) no puede
introducirse, ya que dicha posicion estd ocupada por el dtomo de yodo.
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4.2.2 SINTESIS DEL 4-AMINO-2-YODOFENOL

En la segunda etapa se redujo el grupo nitro (-NO;) del 2-yodo-4-nitrofenol a amino (NH;), dando
lugar al 4-amino-2-yodofenol (Figura 4.7).

[ NO, | NH,
o — 1
HO HO

2-yodo-4-nitrofenol 4-amino-2-yodofenol
Figura 4.7. Esquema de la reaccion de sintesis del metabolito 4-amino-2-yodofenal.
Esta sintesis se realizd siguiendo la ruta descrita por Vojtickova et al. (37), donde se describe la

reduccion del grupo nitro (-NO3) a amino (NH;) en presencia de cloruro de estafio (ll) dihidrato
(SnCl; - 2H,0) y empleando como disolvente etanol absoluto.

El andlisis del espectro de RMN de protdon (*H-RMN) del crudo de la reaccién permitio la
caracterizacion del producto obtenido, el 4-amino-2-yodofenol (Figura 4.8). Las sefiales de 'H-
RMN del crudo de reaccion se indican a continuacion:

IH-RMN [400 MHz, MeOD] 6 = 7,14 (dd, J = 1,8 y 1.2 Hz, 1H); 6,68 — 6,59 (m, 2H).
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Figura 4.8. Espectro de H-RMN 4-amino-2-yodofenol junto con las asignaciones de las sefiales de los
protones. Las asignaciones se basan en las predicciones del programa MestReNova.
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5 CONCLUSIONES

A modo de conclusidn, la sintesis de ambos metabolitos (3-nitro-acetaminofenol y 4-amino-2-
yodofenol) fue exitosa.

En lo referente a la sintesis del metabolito 3-nitro-acetaminofenol, se pudo obtener este
producto con un grado elevado de pureza. Sin embargo, el rendimiento de la reaccion fue muy
bajo (11,57%) y, ademas, se formd un metabolito secundario no deseado (3,5-dinitro-
acetaminofenol). Por tanto, seria conveniente optimizar el proceso de reaccion para obtener
mayor cantidad de 3-nitro-acetaminofenol y disminuir al minimo la formacién de 3,5-dinitro-
acetaminofenol.

En cuanto a la sintesis del 3-mercapturato-acetaminofenol, este no se pudo sintetizar, por falta
de tiempo. A pesar de esto, si que se pudieron obtener sus intermedios, el 2-yodo-4-nitrofenol y
el 4-amino-2-yodofenol. Los rendimientos fueron considerablemente mas elevados respecto al
obtenido en la sintesis anterior (49,81% y 84,57 %, respectivamente). En futuros proyectos, serfa
interesante tratar de sintetizar el 3-mercapturato-acetaminofenol a partir del 4-amino-2-
yodofenol, mediante la sustitucion del yodo por un grupo tiol y la acetilacion del grupo amino.
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Figura 7.1. Espectros de 'H-RMN y 3C-RMN del paracetamol junto con las asignaciones de las sefiales.
Arriba: TH-RMN [400 MHz, MeOD] § = 7,34 —7,25 (m, 2H); 6,77 — 6,68 (m, 2H); 2,07 (s, 3H). Abajo: 1*C-RMN
(101 MHz, MeOD] & =171,34; 155,36; 131,67; 123,40; 123,32; 116,24; 116,18; 116,11, 23,55; 23,50; 23,45;

23,40.
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Figura 7.2. Espectro de H-RMN del crudo de reaccién del 3-nitro-acetaminofenol junto con las
asignaciones de las sefiales. Se observa la presencia de paracetamol (estructura izquierda) y 3-nitro-
acetaminofenol (figura derecha). TH-RMN [400 MHz, MeOD] 6 = 8,43 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 7,68 (dd, J=9,0y
2,7 Hz, 1H); 7,34 — 7,25 (m, 2H); 7,10 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 6,76 — 6,68 (m, 2H); 2,08 (s, 6H).

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 100.0
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT = 2

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

817 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
Elements Used:

C:0-30 H:0-40 N:0-4 0:0-10 23Na:0-1 S:0-2 K:0-1 [:0-1

ZORBAX
2R 518 (3.990) Cm (510:518-690:712) 1: TOF MS ES+
7.89e+002
1004 197.0555
1 1940816
| 72,9783 212.021
1 HESIES T o16.0672 335.0876
nls 495.1227 537.6398095:0823 g7, gggp 9281045
0 1 ' r T f T T T T T T r Y T T T T T T T T T T I [T T P T T T P T T T T T T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Minimum: -1.5
Maximum: 10.0 5.0 100.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE i-FIT i-FIT (Norm) Formula
197.0555 197,0556 -0.1 -0.5 -1.5 18.3 1.5 C6 H15 03 23Na K
[197.0562 -0.7 -3.6 5.5 17.1 0.3 C8 H9 N2 04 |

Figura 7.3. Resultados del UPLC-MS/MS del 3-nitro-acetaminofenol. Enmarcado en rojo se encuentra el
resultado correspondiente al metabolito. Este se encuentra a menos de 5 ppm (3,6 concretamente), por lo
que su grado de pureza es suficientemente elevado.
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Figura 7.4. Resultados del UPLC-MS/MS del 3,5-dinitro-acetaminofenol. Este se encuentra a menos de 5
ppm (0,8 concretamente), por lo que su grado de pureza es suficientemente elevado.
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Figura 7.5. Espectro de *H-RMN del 2-yodofenol junto con las asignaciones de las sefiales. '"H-RMN [400
MHz, MeOD] 6 = 7,66 (dd, ) =7,9y 1,6 Hz, 1H); 7,16 (ddd, J = 8,1, 7,3y 1,6 Hz, 1H); 6,83 (dd, ] =8,1y 1,4
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Figura 7.6. Espectro de *H-RMN del crudo de reaccion del 2-yodo-4-nitrofenol junto con las asignaciones
de las sefiales. Se observa la presencia de 2-yodofenol (estructura izquierda), 2-yodo-4-nitrofenol
(estructura centro) y 2-yodo-6-nitrofenol (estructura derecha). Arriba: *H RMN [400 MHz, CDCI3] 6 = 11,36
(s, 1H); 8,60 (d, ) = 2,6 Hz, 1H); 8,18 (dd, ) =9,0 y 2,6 Hz, 1H); 8,13 (dd, J = 8,5y 1,6 Hz, 1H); 8,09 (dd, J = 7,7
y 1,6 Hz, 1H); 7,66 (dd, J = 8,0 y 1,5 Hz, 3H); 7,30-7,22 (m, 6H); 7,07 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 7,00 (dd, J = 8,1y
1,5Hz, 3H); 6,80(dd, ) =8,5y 7,7 Hz, 1H); 6,68 (ddd, ) = 8,0, 7,3y 1,5 Hz, 3H); 6,16 (s, 1H). Abajo: ampliacidn

de la regién 8,72 — 6,54 ppm.
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