cinoma (31,43 %) and the infiltranting carcinoma (16.19 %). heing less frequent
all the others. Therefore, we have realized the gross and microscopic deseription
of each type of tumours.

1)
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)
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7)
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PROPIEDADES CINETOQUIMICAS
DE LA N-PIRROLILACETAMIDOPENICILINA,
DE LA N-PIRROLILACETAMIDOCEFALOSPORINA
Y DE LA N-PIRROLILACETAMIDODESACETOXICEFALOSPORINA

Por M.° J. Arin y
F. Salto

INTRODUCCION

La tinica forma de garantizar que una especialidad farmacéutica mantiene con
el tiempo la dosis preserita, v no un producto de su degradacion terapéuticamente
mactivo menos eficaz. es evaluando la estabilidad de la misma. .

Este conocimiento es esencial para poder valorar adecuadamente sus p({SlblPS
aplicaciones farmacolégicas v es una consecuencia directa del estudio viné_lw.u. el
cual debe de coneretarse en expresiones matemiticas que contengan las distintas
variables consideradas.

Los antibidticos Bl-lactdmicos. tales como las penicilinas y (‘efaluspm'h.las. se
caracterizan por su facilidad de ruptura hidrolitica del enlace B-lactimico en
disolucion acuosa. o

El objeto del presente trabajo es estudiar las estabilidades de los anti.lm'}m'ns
antes indicados en disolucion acuosa a 37° C. en funcién del pH. Asimismo. se

I"'(‘l(’ll(h‘ encontrar las ecuaciones v pnra’um'lrns que pormllan pl'{'decu*]il.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos
La N-pirrolilacetamidopenicilina, la N-pirrolilacetamidocefalospora 'y la N-
Pil‘l‘ﬂ]ilil(‘l‘iamlii]mlt'sam*luxi('el'a]nspn:rinu han sido preparadas como sales potdsi-
cas por acilacion del Acido 6-Aminopenicilinico (6-APA), del Acido 7-Aminoce-
falosporanico (7-ACA) v del Acido 7-Aminodesacetoxicefalospordnico (7-ADCA)
con el Aeido N-pirrolilacético®,

An. Fae, Vet. Leén., 1983, 29, 99-112,
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El resto de los productos quimicos utilizados han sido «Reactivos puros para
andlisis» suministrados por la casa Merck.

Procedimientos cinéticos

Se disuelve la cantidad necesaria de cada sustancia en la disolucion regula-
dora o en la disolucién de hidréxido sédico adecuadas para cada valor de pH.
con el fin de obtener una concentracion final de 0,8 mg/ml para la T\’-pirrnli[umt-
tamidopenicilina y 0,05 mg/ml para la N-pirrolilacetamiducofaluspnrina y N-
pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina.

Las reacciones se han llevado a cabo en un baiio termostatizado a una tempe-
ratura de 37 £ 0,1° C. Se han tomado muestras a diferentes intervalos de tiempo.
las cuales han sido posteriormente analizadas.

El pH se ha mantenido constante utilizando disoluciones reguladoras apropia-

das. Se han empleado disoluciones reguladoras de fosfatos en el rango de pH qee
va de 2,3 a 7.8 y disolucion de NaOH 0.01N para pH=11.5. La fuerza u’u}u"u
de las disoluciones se ha ajustado a 0,5 por adicién de la cantidad necesaria de KCI.

Métodos analiticos

Espectroscopia UV.—La utilizacion de este método se basa en el hecho de
que los antibiticos B-lactdmicos presentan un maximo de absoreién lel'l‘(‘](‘{]‘"'
de 260 nm y en que dicha absorbancia disminuye a medida que se va rompiendo
el enlace B-lactdmico. La representacion de (A, — Aee) frente al tiempo es una
linea recta de acuerdo con una cinética de primer orden:

l(}g (\1 —A 00) = lng (An - f\°°) —kt
donde A, Ay y Ao son las absorbancias a tiempo t, tiempo cero y tiempo infi-
nito, respectivamente. Las constantes cinéticas de seudoprimer orden se obtie-

nen a partir de las pendientes de las rectas ajustadas por el método de minimos
cuadrados.

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE).—Se ha utilizado una columna
de compresion radial (RCSS) con un relleno de ODS, un detector UV a 254nm.
un flujo de 1 ml/min y una fase mévil formada por una disolucién reguladora de
fosfatos 0,05 M de pl‘i = 6 con un contenido en metanol del 40 % para la peni-
cilina y del 60 % para la cefalosporina vy la desacetoxicefalosporina. Se han
inyectado 20 (21 de antibiGtico de concentraciones que oscilan entre 0.8 y 0,08 mg/ml
para la penicilina y 0,05 y 0.005 mg/ml para la cefalosporina y desacetoxicefalospo-
rina a diferentes intervalos de tiempo, obteniéndose las respuestas correspondientes
al producto activo v a sus productos de degradacion. La determinacion del anti-
bidtico activo se hizo midiendo las alturas de los picos correspondientes. La
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representacion semilogaritmica del % de antibiético activo en funcion del tiempo.
nos da lineas rectas correspondientes a cinéticas de seudoprimer orden respecto
a la concentracién del antibiético.

Determinaciéon de los pK's aparentes

Los valores de los pK’s aparentes de los antibidticos estudiados se han deter-
minado siguiendo la téenica de Albert v Serjeant' a 37° C y a una fuerza idnica
de 0.5, neutralizando parcialmente disoluciones de los mismos 2.00.10-M con
HCT 0.1T0N. En todos los casos se ha empleado agua exenta de COs vy [)asalndu
una corriente de nitrgeno durante la semineutralizacion. obteniéndose los si-
suientes valores para cada uno de los antibioticos. Para la N-pirrolilacetamidope-
nicilina pK, = 3.02 £ 0.01. para la N-pirrolilacetamidocefalosporina pK, = 2,98 + 0.01
v para la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina el pK.=3,26 0.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio comparativo por Espectroscopia UV v CLAE de la cinética
de degradacion de los antibidticos estudiados

Se ha realizado el estudio de la einética de degradacion de la .\--|)il'l'"lilﬁ("'li"
midocefalosporing a pH= 7.8 v 11.5 siguiendo estas dos téenicas analitieas. Se
ha encontrado que la cinética de descomposicion es mucho més lenta por Espec-
troscopia UV que la caleulada por CLAE. Esto es debido a que por la téenica de
CLAE las respuestas del producto activo v de sus productos de (l(‘gl'ﬂfli“'i‘(’“
estan perfectamente diferenciados. mientras que por espectroscopia UV medimos
la absorbancia del producto activo y de alguno de sus productos de 1’1(‘%-5""“13"&(",1'
Por este motivo hemos estudiado la cinética de descomposicion de los antibioti-
cos en disolueion acuosa por el método CLAE,

Constantes de velocidad de degradacion

Para el intervalo de pH estudiado. manteniendo constantes la temperatura. l.a
fuerza ionica y el pll. la hidrélisis de la N-pirrolilacetamidopenicilina, de la N-
pirrolilacetamidocefalosporina y de la N-pirmlila('(‘mmidn(lcsaceluxi('(-fa]usl’”ri"“
se ajustan a una cinética de seudoprimer orden. )

La representacion gréfica semilogaritmica de los % de concentracion de anti-
hiotico activo. determinados experimentalmente frente a los tiempos considera-
dos muestra una relacién lineal en todos los casos. En cada una de las series
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realizadas, la constante de velocidad de degradacién se calculé mediante el
ajuste por minimos cuadrados de las rectas obtenidas. En todos los casos los coe-
ficientes de correlacién han sido superiores a 0.99.

Como ya se ha comprobado experimentalmente?, ¢ en la hidrolisis de los anti-
bisticos B-lactimicos ademds del efecto catalitico de los iones hidronio y oxhi-
drilo influyen también las especies quimicas presentes en las disoluciones regu-
ladoras empleadas para mantener constante el pH.

Los valores de las constantes de velocidad de degradacién encontrados en el
intervalo de pH de 2,3 a 11.5 a 37° C y fuerza i6nica de 0.5 estin representados
en las figs. 1 y 2 para la N-pirrolilacetamidopenicilina, en las figs. 3 v 4 para la
N-pirrolilacetamidocefalosporina y en la fig. 5 para la N-pirrolilacetamidodesace-
toxicefalosporina.

Estos resultados experimentales nos confirman que por una parte. el pH
influye sobre la velocidad de degradacién y por otra. que algunas de las disolu-
ciones reguladoras empleadas ejercen un efecto catalitico. En este tltimo caso es
necesario caleular las constantes de velocidad especificas en agua (ko) suando no
estd presente ninguna especie catalitica. Estos valores de k' se hallan para il
pH extrapolando a concentracién cero de electrolito amortignador los valores de
las constantes de velocidad obtenidas, los cuales se especifican en la fig. 2 para

50-5 - s,

|
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Figura 1.—Constantes de veloesdad de degradaciande la Nepirrolilacetamidopenieilina. (1) pH=2.3 : k=0.19

h=1 (2) pH=3.1 : K'=0.050 h=" (3) pH=11.5 : K'=6.7 h—1.
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Fignra 2.—Constantes de velocidad de degradacion de la N-pirrolilacetamidopeniciling, O.— ph=5.0:
K=0.0050 —! —pH=06.0 : K'=0.00060 h—l X.— pH=6.7 : K'=0,0070 h_) O.— pllI=7.8: k'=0.0080
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Figura 3.—Constantes de velocidad de degradacién de la .\i-pirrnli]m‘(-lmuidu('Pf{sluspuritm. (1) pH=2.6:

K'=0036h"1(2) pH=32:k=0032 h-. 3) pH=115;K=58h"".
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Fizura 4.—Constantes de veloeidad de degradacién de la N-pirrolilacetamidocefalosporina.
O.—pH=50:K=0029 h=1. .—pH=06,0:K=0,026h~L X.—pH=0.7; K'=0.027 h~ L
O—pH=78:k=0028 h~.

(%) 100 T——ou_g

50—

20—

-—-_—‘—‘.__—_;_—_-_8_.________
e

100

T
200 300 T(horas)

Figura 5.—Constantes de velocidad de degradacién de la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina.
(1) pH=2,3; k' =0,0016 h= 1. (2) pH=3.1:k = 0,0015 h=1. (3) pH = 6.7 : K’ = 0,0013 h~ 1.
p?’] =115:K=063h" L
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la N-pirrolilacetamidopenicilina v en la fig. 4 para la N-pil't‘n[i|1u'('lun1idm‘0falus-
porina. Para la N-Ilirrc;lilzu'v[umidndvs;lvehaxivvfalluspm'inu el efecto catalitico de
las especies presentes en las disoluciones reguladoras de fosfatos es despreciable.
por lo que los valores de las constantes de velocidad se han caleulado directa-

mente para cada pll estudiado v se especifican en la fig. 5.

Cinética de la hidrélisis de la N-pirrolilacetamidopenicilina, de la N-pirrolilace-
tamidocefalosporina v de la N-pirrolilacetamidodesacetoxidefalosporina

La N-pirrolilacetamidopenicilina. la \-pirrolilacetamidocefalosporina ¥ la N-
pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina pueden existir en forma no disociada
(AH) v en forma aniénica (A7) dependiendo del pH de la disolucion. Las
proporciones de las dos formas se pueden caleular, en cada caso. a parlir de las

constantes de disociacion caleuladas anteriormente.

La degradacion hidrolitica de la forma AH estd catalizada por los iones hidro-
nio v la de la forma aniénica A™ por los iones hidronio y por los iones oxhidrilo.
La forma AH =dlo existird a pI's bajos donde podremos considerar de acuerdo
con los resultados experimentales que el ataque del agua a dicha forma serd
despreciable frente al ataque de los iones hidronio. Por esta causa los procesos

que consideraremos serdn los siguientes:

k,
AH + H, 0% — Productos
A- + H,0* -—-—-—l-\'—-i Productos
A- + OlF —l—) Productos
]\n:(l

A~ +H,0 ——— Productos

Teniendo en cuenta todos estos procesos. para cualquier zona de }l” resul-

tard que la constante aparente de velocidad vendrd dada por la expresion:

K=K, + k(X

(HHX . SN -
1,0 3410 ¥ l‘;:(“ )\\‘ + k:s(““ )'\\
esta ecuacion general nos permite caleular la constante aparente de veloeidad
para cualquier valor de pH conociendo Ky . k. K, ¥ k,. Se han determinado
los valores de las constantes k. k, y k, pm'_u cada uno de los antibidticos obte-

nidos por nosotros v los resultados han sido los siguientes:
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N-pirrolilacetamidopenicilina

k, =28 b - M~
k,=92 h—! - M-!
k,= 1010 h—' - M~!

N-pirrolilacetamidocefalosporina

k. =15 h"'- M!
k,= 86 h—! . M—!
870 h—! - M-!

o
[

N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina

k, = 0.40 h™"- M-z
k,=54h=!- M-I
k,= 96 h—! - M~

Para la N-pirrolilacetamidopenicilina en medio dcido el ataque de los jones
hidronio a la forma aniénica es alrededor de tres veces mayor que a la forma no
disociada tal y como era de esperar debido a la distinta carga que presentan la
forma anidnica y el ion hidronio.

Para la N-pirrolilacetamidocefalosporina el ataque de los iones hidronio a la
forma aniénica es del orden de seis veces mavor que el ataque a la forma no
disociada como era de esperar por las mismas razones que en el caso de la
penieilina.

En la N-pirolilacetamidodesacetoxicefalosporina el ataque de los iones hi-
dronio a la forma aniénica es mucho mayor que a la forma no disociada. del
orden de diecisicte veces, como es logico segin lo expuesto anteriormente para
la penicilina y la cefalosporina.

pill':l los tres pl'm]lll'l”h‘ la catdlisis de los 1omes oxhidrilo es considerable-
mente mis intensa que la debida a los iones hidronio y por lo tanto la veloeidad
de descomposicion es mucho mayor en medio alealino que en medio dcido.

Conviene resaltar la estabilidad del grupo «cefems frente al grupo «penan.
Efectivamente, la hidrolisis alcalina de la l\-l:irmlilzu'vlnllli‘[‘‘}"'"i('i“”a es alre-
dedor de 10 veces mavor que la de la l\-pirmli|z|{'{*lumidmlt-szu'ol«inm'fuln.-'lm-
rina. La estabilizacion de esta dltima en medio deido es atn mucho mayor. ya
que los coeficientes cataliticos de ataque de los iones hidronio a las formas no
disociada y aniénica de la N-pirrolilacetamidopenicilina son respectivamente
]_8.,.') Y 93 veces mayores que los correspondientes coeficientes cataliticos de la
\-pirl'ulilar'(‘lumidufl('sn('('l(;xi(-ofﬂlnspm'iml. La introduceion del grupo acetoxi en
la posicion 3 del «wefem» disminuye de forma importante su estabilidad de la N-
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pirrolilacetamidocefalosporina. se asemeja mas a la .\'-]1il'rc)1ilm'('lumi(]upvni('ilinzl
que a la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina,
pH de mdxima estabilidad
Como va hemos indicado. a pll's superior a 4 no existe forma no disociada
de los antibioticos v debido a ello podemos suponer:
K = (1) + K, (O117) = k(%) + kK /(1)

Sidiferenciamos k7 con respecto a (HY) e igualamos a cero. obtenemos la
expresion:

que nos permite caleular los valores de los pH's de médxima estabilidad. sustitu-
, v k, hallados anteriormente y el valor del producto
i6nico del agua K hallado por Harned®.

Los pH's de maxima estabilidad obtenidos para nuestros antibidticos

vendo los valores de k.

)

han sido

los siguientes:

N-pirrolilacetamidopenicilina.—pH = 6.3.
N-pirrolilacetamidocefalosporina.—pH = 6.3.
N-pirrn]iIzu'etmnidnd(’savel()xi(‘efalnspurinu.—pll = 0.2.

asificar a la N-pirro-
dio #cido, con una
algo menor que la

Los resultados experimentales obtenidos nos permiten cl
lilacetamidopenicilina entre las penicilinas estables en me
estabilidad comparable a la i\'-pirrulilf(‘nilat‘etalnidupenicilinag
Ampicilina y considerablemente mayor que la Penicilina G.

s 7 : ‘10 a la cadena laternal inter-
Se ha comprobado” que el grupo carbonilo unido a la cadena latern:

viene en el mecanismo de degradacion de las penicilinas en medio &i‘{‘.l.(](.) y
neutro y en consecuencia, ésta influye sobre la estabilidad de la penicilina.
Debido a ello el comportamiento de la N-pirr()lilacelamidnpoui(‘ilina en compa-
racién con otras penicilinas tiene que justificarse por la introduccién del grupo
N-pirrol en la cadena lateral. La ligera mayor estabilidad que presenta la N-
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Figura 6.—N-pirrolilacetamidopenicilina.
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Figura 7.—N-pirrolilacetamidocefalosporina.
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Figura 8.—N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalosporina.
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pirrolilfenilacetamidopenicilina sobre la N-pirrolilacetamidopenicilina se puede
explicar por la presencia del grupo fenilo en la cadena lateral.

La presencia del grupo pirrol hace que los electrones sean atraidos hacia la
cadena lateral. de forma que se inhiben de forma pareial los desplazamientos
electronicos implicados en el reagrupamiento intramolecular consecuente o si-
multineo al ataque electrofilico de la penicilina por los iones hidronio v hacien-
do que la N-pirrolilacetamidopenicilina sea relativamente estable a los dcidos.

En contraste con las penicilinas. las velocidades de degradacion de las cefa-
loxporinas. en medio deido son independientes de la cadena lateral®. Esto indica
que la degradacion se produce por una hidrélisiz especifica del anillo B -lacta-
mico catalizada por los iones hidronio.

La hideolisis de la funcién acetilo de la .\-[virruli|ut'(‘lumi«lnt'cfalln.-‘purina
para dar la correspondiente desacetileefalosporina v posteriormente su lactona.
justifica su menor estabilidad frente a la N-pirrolilacetamidodesacetoxicefalospo-
rina. Para esta daltima hay que resaltar la escasa influencia del pH sobre su
velocidad de degradacion en medio dcido.

En medio alealino. el anillo B-lactimico de las penicilinas v cefalosporinas
es muy sensible al ataque de los reactivos nucledfilos, mucho més que las
lactamas v amidas ordinarias.

Aunque no se puede descartar la participacion de la cadena lateral de amida
en el meeanismo de degradacion en medio alealino. la explicacién méds acepta-
da® es que la cansa principal de la labilidad es que la estructura no coplanaria de
los anillos condensados origina la supresion de la resonancia de los ill].i”!!-"‘
simples con el resultado de que el anillo B-lactimico adquiere una reactividad

que se aproxima a la de los anhidridos de deido.

RESUMEN

Se ha estudiado las cinéticas de degradacion de la N-lrirroli]zl('elelmidnpt’lll('"
lina. de la \-]»irruli];l('vlzmlinm'(’fa]nspurinu v de la N-lri1':'0]i[a('vlumi(lndf'.-‘u('(-[u-
xicefalosporina. en disolueién acuosa a 37°C y a una fuerza iénica de 0.5.. en el
intervalo de pH de 2.3/11.5 v se ha observado que corresponden a cinéticas de
seudoprimer orden respecto a la concentracion del antibiotico. )

Las reacciones hidroliticas de cada uno de los antibidticos estudiados (..sm“
sometidas a una catdlisis deido-base general, habiéndose detectado un ligero
efecto catalitico de las especies presentes en las disoluciones l'f‘l-ﬂ"ladm:"m". E
algunos casos. Los pIl's de méixima estabilidad para cada uno de los antibiéticos
estudiados han sido los siguientes: para la N-pirrolilacetamidopenicilina 6.3, para
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la 1T-pirrolilacetamidocefalosporina 6,3 y para la N-pirro]ilacetamidodesacetoxi-
cesalosporina 6,2.

Se comparan los resultados obtenidos y se discuten los mecanismos de la
cinética de degradacion en cada caso.

SUMMARY

We have studied the degradation kinetics of N-pirrolylacetamidopenicilin, N-
pirrolylacetamidocephalosporin and N-pirrolylacetamidodeacetoxycephalosporin.
respectively in a 37°C aqueous solution at ionic strongth 0.5, at pH of 2,3/11.5.
and we have noticed that they correspond to a pseudofirst orden kineties with
respect to the concentration of the antibiotic.

The hydrolytic reactions of each antibiotic obtained are subjected to a gene-
ral acid-base catalysis having detected a slight catalytic effect of chemical species
present in the phosphate buffer solutions.

The pH’s of maximun stability for each of the antibiotics studied have been
as follows: for N-pirrolylacetamidopenicillin 6.3 for N-pirrolylacetamidocepha-
losporin 6.3 and for N-pirrolylacetamidodeacetoxycephalosporin 6.2.

We have compared the results obtained and have discussed the mechanims of
the degradation kinetics in each case.
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SINTESIS DE LA N-PIRROLILACETAMIDOPENICILINA,
DE LA N-PIRROLILACETAMIDOCEFALOSPORINA Y DE LA
N-PIRROLILACETAMIDODESACETOXICEFALOSPORINA

Por M. J. Arin,
M. T. Diez y
F. Salto

INTRODUCCION

Los antibidticos  B-lactdmicos son un importante grupo de fimacos de gran
valor utilizados en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Dentro de ellos
estan incluidas las penicilinas. cefalosporinas v desacetoxicefalosporinas natura-
les v sintéticas.

Los antibiéticos  B-lactdmicos semisintéticos resultan de la acilacion del
grupo amino de los deidos 6-Aminopeniceildnico (6-APA). 7-Aminocefalospordnico
(7-ACA) y 7-Aminodesacetoxicefalosporanico (7-ADCA) con diferentes radicales
acilo.

La basqueda de nuevos antibiéticos es un desafio constante a la imaginacién
de los quimicos para idear nuevos dcidos que permitan conducir a antibiéticos
con mejores propiedades farmacologicas.

Il objeto del presente trabajo es la sintesis de la N-pil’l'“"|“(Ttm“idﬂp?-
nicilina, de la N-pirrolilacetamidocefalosporina y de la J\E'l'i"r”lil"wemmid"ﬁ](‘_
sacetsacetoxicefalosporina. mediante la misma téenica con el fin de que las han
impurezas son semejantes v poder estudiar posteriormente y de forma comparas
tiva. la estabilidad de estos compuestos, asi como sus propiedades fanllat't)l(),glcc'l‘c'-

La N-pirrolilacetamidocefalosporina ha sido citada por A. Nudelman®. pero
sin especificar ninguna caracteristica de ella ni de su método de obtencidn.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos

En g(’nera], en las reacciones de sintesis hemos empleadu sustanecias quimica-

mente puras mientras que en las reacciones analiticas los pl‘udu(‘[os utilizados

han sido reactivos para andlisis suministrados por la casa Merck.
An. Fac. Vet. Leén., 1983, 29, 113-125.
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