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Al celebrar este nonagésimo aniversario de nuestros Ana-
les, debemos recordar el camino recorrido y trazar su futuro, con
amplitud de miras, ilusion y ambicion, buscando la calidad cientifica
en el contenido de nuestra publicacion, atrayendo a la mayor can-
tidad de cientificos relevantes posibles.

El 31 de marzo de 1932 nace el primer nimero con la de-
signacion de Anales de la Academia Espaiiola de Farmacia, tal como
se denomind a nuestra Institucion cuando fue creada por el gobierno
de la Il Republica Espafiola, aunque debido a las protestas de la
Academia Espaiiola, el gobierno decide cambiar el nombre de la
Academia Espaiola de Farmacia por el de Academia Nacional de
Farmacia, por lo que a partir del nomero 2, la publicacion pasa a
denominarse Anales de la Academia Nacional de Farmacia. En 1940,
adquiere nuestra Institucion el nombre de Real Academia de Far-
macia y, consecuentemente, los Anales toman también ese titulo,
para llamarse Anales de la Real Academia de Farmacia, lo que se
mantiene hasta el ndmero 1 de 2002, ya que a partir del ndmero 2
de ese afio, adquiere su actual nombre de Anales de la Real Acade-
mia Nacional de Farmacia, a consecuencia de la nueva denomina-
(ion de nuestra Academia al entrar en vigor el nuevo Estatuto de
19 de abril de 2002.

La periodicidad de los Anales hasta 1935 fue trimestral.
En 1936 y como consecuencia de la Guerra Civil, solo se publico un
nomero, quedando suspendida hasta 1940. De 1940 hasta 1942 si-
guio siendo una publicacion trimestral, para pasar a bimestral de
1943 a 1966, por tanto, con seis nimeros al afio y a partir de 1967
volvio a ser trimestral, periodicidad que se ha mantenido hasta la
fecha. Es de destacar, que desde 1977 se han publicado ndmeros
extraordinarios de los trabajos realizados en los balnearios espa-
fioles por la Comision de aguas minerales y mineromedicinales de
muestra Academia, siendo el primero el de Ledesma.

En total, se han publicado 88 volimenes de nuestros Ana-
les, siendo el ndmero 3 de ese volumen, el mds reciente. El nGmero
total de articulos publicados asciende a 2.474, todos ellos cataloga-
dos en nuestra Biblioteca Virtual.

Durante estos Oltimos afios, se ha realizado un enorme
esfuerzo para digitalizar los Anales, estando ya disponible la digi-
talizacion para su descarga en PDF desde 1932 a 1950; a partir de
1954 algunos aiios sueltos y a partir del aio 2000 todos los nime-
ros.

También, nos ha preocupado y hemos prestado mucha
atencion a la calidad cientifica de nuestra publicacion y a su difusion.
Actualmente y desde el afio 2000, los Anales son Open Access, con
una moderna web que permite a los autores el envio dgil y rapido
de sus trabajos; estd revisada por pares e indexada en Dialnet, in-
dices CSIC, Ibecs y Latindex.

Iau.
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El futuro no estd escrito, pero si nuestras infenciones de
que siga creciendo esta publicacion. Tenemos el proyecto de terminar
de digitalizar los nGmeros restantes de 1954 a 1999, ampliar la in-
dexacion a otros organismos, como el PubMed y conseguir el mayor
indice de impacto que podamos.

Con nuestro espiritu de superacion, la ayuda del Gobierno
de Espaiia, que nos financia, bien a través del Ministerio de Ciencia
e innovacion, el Ministerio de Cultura y Deporte y el apoyo del Ins-
tituto de Espaiia, al que pertenecemos como miembros de pleno de-
recho, conseguiremos llevar a nuestros Anales a su centenario a
mayores metas.

Feliz Aniversario.

Antonio L. Doadrio.
Presidente.
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LOS (')XIPOS DE NITROGENO Y SU IMPORTANCIA EN LA CONTAMINACION
ATMOSFERICA

4

NITROGEN OXIDES AND THEIR ROLE IN AIR POLLUTION

Antonio L. Doadrio Villarejo
Presidente y académico de nimero de la Real Academia Nacional de Farmacia

corresponding author: antoniov@ucm.es

ARTICULO DE INVESTIGACION

RESUMEN
Los dxidos de nitrogeno, mondxido y dioxido, denominados en la quimica ambiental como NOx, son gases
contaminantes atmosféricos toxicos de gran trascendencia para la salud. De esta manera, resulta preciso: | |, . o

. . . . ) oxidos de nitrogeno
a) su estudio estructural y el de sus propiedades, b) su control medio ambiental, sobre todo el de origen NOX
antropogénico y ¢ su relacion entre concentracion medioambiental y salud. En este trabajo, se aborda el confamingcién
es.tudlo de la estructura molecular y Propledude§ relevantes de los NOx utilizando, esencialmente, herra- | - 4elado molecular
mientas de modelado molecular realizadas mediante el programa Spartan® 16.

Palabras Clave:

Keywords:
ABSTRACT
Nitrogen oxides (monoxide and dioxide) known in environmental chemistry as NOx are foxic atmospheric nifogen oxides

polluting gases of great importance for health. In this way, is necessary for NOx: a) structural study and | yox
properties, b) environmental control, in particular anthropogenic origin, ) relationship between environ- | po|lution
mental concentration and health. In this paper, molecular structure and significant properties of NOx is ad- | molecular models
dressed, using molecular modeling tools carried out Spartan® 16 software.

Los dxidos de nitrogeno y su importancia en la contaminacion atmosférica

Antonio L. Doadrio Villarejo M
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1. INTRODUCCION

El mondxido de nitrogeno, dxido de nitrogeno (I1) v dxido
nitrico (NO), es un gas incoloro, paramagnético, muy reactivo y que
estd presente en los mamiferos, donde realiza funciones de men-
sajero neuronal. Sin embargo, en concentraciones elevadas, se com-
porta como un toxico, reduciendo la capacidad de transporte de la
hemoglobina y mioglobina, irrita los ojos, garganta y vias respira-
torias superiores y, en niveles muy altos, puede producir quemadu-
ras de leves a graves, esencialmente en las vias respiratorias (1,2).
Por su parte, el 6xido de nitrdgeno (IV) o diéxido de nitrdgeno
(NO,), es un gas color fruto de café (tonalidad rojiza) y también es,
como el anterior, paramagnético y de elevada reactividad. Como
toxico, se comporta en el ser humano, produciendo quemaduras,
enfisema, sensacion de ahogo, irritacion de ojos, garganta y nariz,
cansancio y nduseas (3).

Los NOx son contaminantes primarios, que pueden ser
emitidos tanto por fuentes naturales, como antropogénicas (4).
Las fuentes naturales mds importantes son los gases emitidos por
las bacterias generadoras de nitrogeno, en los incendios forestales
y por el vulcanismo.

Las fuentes antropogénicas, por su parte, se refieren a los
escapes de los vehiculos a motor, la quema de combustibles fsiles
y los abonos nitrogenados.

Los NOx, tienen una serie de caracteristicas comunes, son
moléculas paramagnéticas, como hemos resefiado anteriormente,
lo que les hace comportarse como radicales libres, aunque no lo
son, pero tienen una alta reactividad propia de aquellos.

Como contaminantes primarios atmosféricos, presentan
problemas de salud pablica “per se”, como hemos indicado, pero
también infervienen activamente en procesos de contaminacion se-
cundaria, como la destruccion de ozono en el denominado “agujero
de ozono” a nivel estratosférico, formacion de ozono tropostérico o
en la llamada lluvia dcida.

El objetivo de este trabajo es el de responder, utilizando
las herramientas de modelado molecular, a preguntas que nos
hemos hecho en quimica inorgdnica respecto a los NOx. Para el NO,
estas son: ¢El orden de enlace es de 2 0 2,57 éQué potencial elec-
trostdtico tiene la molécula? Para el NO,, lo son: ¢El dngulo de en-
lace es de 135°? éQué potencial electrostdtico tiene la molécula?

. ANAlESI
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iDénde se sitda la nube electronica del electron no apareado? (5-
7). Todo ello, es importante para comprender el mecanismo de ac-
tuacion de los NOx en su contribucion a la contaminacion
atmosférica.

El modelado molecular, también sirve para obtener las
principales propiedades de las moléculas estudiadas, lo que contri-
buye a entender como se comportan estos dxidos y validar el modelo
informdtico.

2. MATERIALY METODOS

Se ha empleado el programa de modelado molecular
Spartan® 16, Wavefunction, INC,, para la obtencion de las imdge-
nes y propiedades de los NOx mostradas en este trabajo. Hemos
utilizado dos metodologias de ese programa, Austin Model 1 (AM1)
que es un método cudntico semiempirico, donde se usa el hamilto-
niano y la funcion de onda, incluye pardmetros para los dtomos de
nitrégeno y oxigeno, pero no se incluyen a los electrones internos y
M@ller Plesset (MP2/6-31G**), método ab initio, mds preciso que
el anterior, que tiene en cuenta los efectos de correlacion de elec-
trones y es una aproximacion de la ecuacion de onda. Los dos mo-
delos de NOx, se han validado enfrentando los valores obtenidos
en los cdlculos termodindmicos por modelado molecular con los de
|a bibliografia; en este caso, consultando el CRC Handbook of Che-
mistry and Physics (8).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Modelado molecular

Los resultados obtenidos en la validacion de los modelos
NOx, se muestran en la Tabla 1. Se observan en ella, resultados si-
milares con respecio a los esperados en la bibliografia, por lo que
consideramos el modelo “in silico” vdlido.

A partir de esa premisa, vamos a responder a las preguntas
expuestas anteriormente empleando el método MP2/6-31G** “in
silico”. Para el NO, la primera es sobre su orden de enlace. Se discute
si éste es 2 0 2,5. La quimica cldsica, considera que el orden es de
2,5 utilizando la cldsica formula: ndmero de electrones enlazantes
menos el de antienlazantes y dividiendo el resultado entre 2.

Tabla 1. Valores termodindmicos de los NOx (modelo AM1) a 298,15 K. Validacion del modelo.

. NO NO NO, NO,
Valores termod ndmicos AM1 bibliografia AM1 bibliografia
$° J/mol° 200 210.6 236.8 240.1
AH° kJ/mol 89.2 90.4 33.6 33.2
AG® kJ/mol 105 103.6 479 513

Nitrogen oxides and their role in air pollution
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Orden de enlace: 1,99

E

Longitud de enlace: 1,175 A

Figura 1. Modelo “in silico” del NO (M@ller Plesset MP2/6-31G**). A) Estructura molecular y cdlculo de la longitud y orden de enlace: rojo oxigeno, azul nitrégeno. B)
Mapa de densidad electronica de espin. C) Mapa de densidad electronica de enlace. D) Mapa de potencial electrostdtico. E) Leyenda de los mapas B y D: rojo carga elec-

trostdtica negativa, azul positivo.

En nuestra opinidn, eso seria correcto si el electron desapareado
contribuyese al enlace quimico. Pero, como queda demostrado en
el modelo “in silico”, no es asi (Figura 1).

Los resultados obtenidos “in silico”, nos muestran una lon-
gitud de enlace de 1,175 A (figura TA), que se corresponde con un
doble enlace nitrégeno-oxigeno, cuyo valor medio es de 1,15 A,
mientras que el orden de enlace es de 1,99 que corresponde a un
doble enlace. La densidad electronica de los dos electrones del en-
lace se sitda en la zona verde (figura 1B) que corresponde al oxi-
geno. Por su parte, la figura 1C, nos muestra la formacién de enlaces
covalentes entre los dos dtomos. La figura 1B, nos muestra una zona
azul correspondiente al electron desapareado que se sitda sobre el
nitrogeno, lo que se refuerza con el mapa electrostdtico de la figura
1D, donde se puede observar que el vector del momento dipolar se
dirige hacia el nitrogeno y no hacia el oxigeno como seria lo espe-
rado por ser mds electronegativo que el nitrogeno, por lo que el
momento orbital que genera el electron desapareado sobre el ni-
trogeno debe tener una mayor contribucion al momento total que
los del enlace y orbital del oxigeno.

En lo que respecta al potencial electrostdtico, segin apre-
ciamos en la figura 1D, es esencialmente negativo.

EINO,, por su parte, presenta un orden de enlace de 1,67
(figura 2A), lo que le sitda entre un enlace sencillo y uno doble, lo
que es tipico de formas resonantes. La longitud de los dos enlaces
nitrégeno-oxigeno, es idénticay de 1,22 A, superior a un doble en-
lace medio N-0 (1,15 &), pero inferior a un enlace sendillo (1,36
f\), compatible con una forma resonante ONO, cuyo valor medio se
estimaen 1,23 k.

Se ha estimado que el dngulo de enlace 0-N-0 seria de
135°. Sin embargo, el cdlculo “in silico”, resulta ser de 115,6°, lo
que es mds acorde con una previsible hibridacion sp2 del nitrogeno
que resultaria en una geometria regular con un electron desapare-
ado y cuyo dngulo tedrico seria de 120°. La perturbacion electronica
del electron desapareado puede resultar en un menor dngulo de
enlace, como es el caso (115,6°).

La molécula de NO,, tiene un potencial electrostdtico como
el del NO, esencialmente negativo, pero con el vector del momento
dipolar dirigido hacia los Gtomos de oxigeno (figura 2D), lo que es
corroborado por el mapa de densidad electronica del enlace (figura
2C), donde hay una diferenciacién muy clara entre los electrones
del enlace dirigidos a los dfomos de oxigeno de la forma resonante
y el electron desapareado en el nitrogeno predominando, en este
caso, el momento de enlace y el orbital de los oxigenos sobre el or-
bital del nitrogeno, al contrario de lo visto en el NO. Las diferencias
son que en la molécula de NO,, el nitrogeno tiene un solo electron
sin compartir, mientras que en el NO tiene fres y que los dos dtomos
de oxigeno en el NO, ejercen una doble atraccion de la nube elec-
tronica de enlace, con respecto al NO. Debido a ello, el valor del
momento orbital hacia el nitrogeno en el NO, serd menor que en
NO, mientras que serd mayor el momento de enlace en el NO, con
respecto al NO. Sin embargo, las diferencias encontradas “in silico”
en los momentos dipolares de 0,24 D para el NO, y de 0,18 D para
el NO, son poco significativas.

Finalmente, concluimos que el electron desapareado se
sitba en el nitrogeno de la molécula de NO,, como ocurre en la de
NO, segin se puede apreciar en la figura 2B, donde la zona azul

Los dxidos de nitrogeno y su importancia en la contaminacion atmosférica
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Figura 2. Modelo “in silico” del NO (M@ller Plesset MP2/6-31G**). A) Estructura molecular y cdlculo de la longitud y orden de enlace: rojo oxigeno, azul nitrégeno. B)
Mapa de densidad electronica de espin. C) Mapa de densidad electronica de enlace. D) Mapa de potencial electrostdtico. E) Leyenda de los mapas B y D: rojo carga elec-

trostdtica negativa, azul positivo.

del electron no enlazante se sitda en el nitrdgeno y las zonas rojas
sobre los dos dfomos de oxigeno, siendo estas Gltimas idénticas, lo
que es indicativo de que el electron de la forma resonante 0-N-0
se reparte por igual (V2 matemdticamente) entre los dos Gtomos.
Este hecho, se refuerza con el modelo de densidad electronica de
enlace (figura 2C), antes comentado.

3. 2. Contribucion a la contaminacion atmosférica de los
NOx

Su contribucion a la contaminacion atmostérica se distin-
gue a dos niveles ciclicos: troposférico y estratosférico.

A nivel de la troposfera, los NOx pueden producir la for-
macion y la destruccion del ozono troposférico mediante un ciclo de
reacciones quimicas. Este ciclo (figura 3), se inicia con el NO, emitido
a la atmasfera por sus fuentes de contaminacion directas, el cual se
descompone en dxido nitrico (NO) y oxigeno atémico (0)(1). EI NO
formado reacciona directamente con el ozono (2) para dar NO, y
0, por lo que se destruyen las moléculas de ozono, cerrdndose el

ciclo con esa formacion de NO, a partir de la reaccion (2) Sin em-
bargo, también se puede crear ozono mediante la reaccion (3),
donde el oxigeno atémico de la reaccion (1), reacciona con el oxi-
geno molecular (0,) para producir ozono. De esta manera, el NO,
resulta destructor y formador de moléculas de ozono, mientras que
el NO, esencialmente, las destruye. Del equilibrio que se establezca
en la atmdsfera entre estos dos 6xidos, dependerd el que se forme
o se destruya el ozono troposférico, lo que es vital para la salud hu-
mana, ya que el ozono es un oxidante muy intenso de alta toxicidad,
especialmente para los pulmones.

El ciclo descrito no requiere de catdlisis alguna, pero tam-
bién existe ofro ciclo troposférico fotocatalitico, mds complejo, donde
intervienen los NOx y que se describe en la figura 4.

El 6xido nitrico emitido (1) esencialmente por los vehiculos
de motor (9), en unas 2 horas se transforma en NO,, por reaccion
con el oxigeno atmosférico (2), al que se suma el emitido por sus
propias fuentes de contaminacion (3). EI NO,, por accion fotocata-
litica de la luz UV (4), forma un radical NO* muy reactivo y oxigeno

Figura 3. Ciclo de formacién y descomposicion de ozono troposférico por los NOx.

o B o
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$
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atomico. Este Gltimo, reacciona con el oxigeno atomico atmosférico
(5), resultando en la formacion de ozono. Por su parte, el NO* de
la reaccion (4) reacciona directamente con el ozono (0,) y lo des-
compone en oxigeno molecular (0,) y en un radical NO*, (6), tam-
bién muy reactivo. Este radical, reacciona con el 0zono(7), formando
oxigeno molecular y un radical NO;*, por lo que se produce la des-
truccion de ozono como en la reaccion (6). Finalmente, el NO5*re-
acciona con el agua de las nubes (8), cuya reaccion conduce a la
formacién de dcido nitrico (HNO,), uno de los constituyentes de la
lluvia dcida, por lo que los NOx, mediante estas reacciones fotoca-
taliticas también contribuyen a la formacion de esa contaminacion
secundaria (9).

Los bioquimicos dicen que el oxido nitrico es un radical.
Sin embargo, como hemos podido apreciar en la figura 4, hemos
distinguido las dos moléculas, NO y el NO* radical. La molécula de
NO es paramagnética y muy reactiva, pero no es un radical. EI NO*
se forma en reaccion fotocataliticas y es adn mds reactivo.

Si comparamos las dos moléculas utilizando un modelo
“in silico", nos da como resultado un valor diferencial de energia
entre los orbitales LUMO y SOMO de 12,1 eV para el estado funda-
mental del NO y de 1,6 eV para su primer estado excitado NO*,
siendo ambos positivos y, por tanto, muy reactivos, pero con una di-
ferencia mucho menor entre esos orbitales en el caso del NO*, por
lo debe resultar mds reactivo este dltimo. Lo mismo sucede entre el
NO, (14,1 eV) y el NO*, (3,8 eV). La diferencia, consiste en que el
electron desapareado se sitda en el nitrogeno de la molécula de
NO, mientras que en el radical debe hacerlo sobre el oxigeno.

3. 3. Contribucion al efecto invernadero y a la niebla fo-
toquimica
Los NOx tienen una capacidad como gases de efecto in-
vernadero que es unas 300 veces mds potente que el CO,. Los NOx
también contribuyen a las nieblas fotoquimicas. Por estos motivos
y los mostrados anteriormente, es importante su control, por lo que
se actualizan constantemente en los inventarios de emisiones y se
controlan por los servicios de contaminacion atmosférica urbanos
con estaciones de medida de NOx y otros contaminantes. Desde el
espacio, se monitorizan las concentraciones de NO, con satélites es-
paciales, como el proyecto Aura de la NASA, dentro de las mediadas
de calidad del aire contempladas en ese proyecio (10).

3. 4. Contribucién a la destruccion de ozono estratosfé-
rico
Su contribucion, en este caso, se puede considerar limitada
al NO,, que por reaccion con CI0* va a constituir un importante re-
servorio de cloro en forma de CIONO,, ya que la destruccion del
ozono estratosférico se produce en primavera por el cloro liberado
desde esos depdsitos (11-14).
En el invierno antdrtico, se producen en las nubes polares
estratosféricas de la Antdrtida las siguientes reacciones:
(I*(g)+ CH,(g) —HCl(g)+ CHy*(g)
Cl0*(g) + NO,(g) —CIONO,(g)
El radical de cloro, proviene de los CFCs (fluorocarbonos).
La segunda reaccion elimina todo el NO, de la atmosfera antdrtica.
Se constituyen asi, dos importantes depdsitos que no reaccionan di-

mm_ .=. + .«A\ e

ozZono .

[2]

didéxido de
nitrégeno

i : nitrico
2h :

[8]

NO;
radical

'{‘audo nitrico

oxido

Figura 4. Ciclo fotocatalitico de formacion y descomposmon de ozono Iroposferlco por los NOx. Rojo oxigeno, azul nitrdgeno, negro indica radical.
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rectamente con ozono, a temperaturas de -80 °Cy menores. Durante
el invierno, va reaccionando el CIONO, con HCl y H,0 a esas tem-
peraturas, para dar lugar a Cl, y HOCI, segdn las reacciones:

HCl + CIONO, — Cl, + HNO;  CATALIZADOR: HIELO

H,0 + CIONO, — HOCI (dcido hipodoroso) + HNO,

Cuando llega la primavera antdrtica y la luz hace su apa-
ricion, se liberan los depdsitos de cloro mediante una reaccion fo-
tocatalitica en forma de CI*, el cual es capaz de descomponer
directamente al ozono, produciendo Cl0* y 0,.

4. CONCLUSIONES

El orden de enlace de la molécula de NO es de 2, no tiene
formas resonantes y su potencial electrostdtico es negativo. El dngulo
de enlace de la molécula de NO, es de 115,6°, tiene una configura-
(ion resonante y es, esencialmente, de potencial electrostdtico ne-
gativo como el NO. El electron desapareado se sitda sobre le
nitrdgeno en ambas moléculas, mientras que las nubes electronicas
de enlace lo hacen, preferentemente, sobre los domos de oxigeno.
Resulta asi diferencias, aunque poco significativas del momento di-
polar (0,24 D para el NO,y 0,18 D para el NO). Los NOx contribuyen
a la formacion y destruccion de ozono troposférico. La contribucion
de los NOx a la formacion y destruccion atmosférica de ozono es im-
portante. Se puede considerar que, el NO, es destructor y creador
de ozono y el NO solo destructor de ozono.
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ARTICULO DE INVESTIGACION

ABSTRACT
Four new 1,5-benzothiazepines were synthesized by reaction of o-aminothiophenol with curcumin and cur- | Keywords:
cuminoid [3-diketones, in methanol and in acetic acid. The mechanism involves a Michael addition on the
(C double bond affording a benzothiazepine with two pendant groups, an aryl group adjacent to the sulfur | Curcumin

atom and a 1-phenylethanone adjacent to the NH of the seven membered ring. 1D and 2D multinudear | B-Dikefones

NMR ('H, 3C, ™*N, F) in solution and *C and "N NMR in solid state proved to be essential to elucidate the | Aminothiophenol
structures of these benzothiazepines, in particular their tautomerism. A secondary product has been identified | 1,5-Benzothiazepines
that has the structure of a benzothiazole.

Palabras Clave:

RESUMEN curcumina

Se han sintetizado cuatro nuevas 1,5-benzotiazepinas por reaccién del o-aminotiofenol con curcumina y B-Dicetoncs
B-dicetonas curcuminoides, en metanol y en dcido acético. El mecanismo implica una adicién de Michael aminofioferl
sobre el doble enlace CC que conduce a una benzotiazepina con dos sustifuyentes, un grupo arilo adyacente | | 5 Benzofiazepinas

al dtomo de azufre y una 1-feniletanona adyacente al NH del anillo de siete miembros. RMN multinuclear
1D y 2D ('H, '*C, "N, "°F) en disolucién y RMN C y N en estado sélido han demostrado ser esenciales
para dilucidar las estructuras de estas benzotiazepinas, en particular su tautomeria. Se ha identificado un
producto secundario que tiene la estructura de un benzotiazol.
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1. INTRODUCCION

Benzothiazepines are structures that present a large pro-
jection at the pharmacological level. Although there is currently only
one benzothiazepine structure marketed as a medicine, there are
numerous scientific studies proposing new possible applications of
very different benzothiazepine derivatives (1). Recently, five papers
reporting the synthesis of 2,4-diaryl-1,5-benzothiazepines have
been published (2,3,4,5,6) as well as a review (7). In these papers
are reported some structures of representative drugs, in clinical use
or undergoing clinical trials (Figure 1). Therefore, it seems appro-
priate to search for simple, efficient and reproducible synthesis of
benzothiazepines.

On the other hand, curcumin is a widely studied com-
pound, and its accessibility and chemical properties make it an easily
manipulated structure, with no health risks and little environmental
confamination. Likewise, it has defined and studied pharmacological
properties, and obtaining new curcumin derivatives could lead to
new structures with the same or other pharmacological properties

(8).

The reactivity of curcumin and curcuminoid derivatives
with o-aminothiophenol analyzed in this work generates benzo-
thiazepines as final structures. Although reaction of o-aminothio-
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phenol with o 3-ethylenic ketones, in particular chalcones, is much
more common than with 3-diketones, these last compounds have
also been studied (9,10,11,12). The compounds that we are going
to study in the present work have both functionalities making them
interesting. In addition, the use of different reaction conditions is
important when determining which route is best suited for future
applications.

The objectives of the present work can be summarized in
the following three points:

1. Preparation of the starting curcuminoid derivatives, 3-dike-
tones, represented in Figure 2 as the major existing keto-enol
tautomer (13).

2. Synthesis of benzothiazepine derivatives by reaction of the 3-
diketones with o-aminothiophenol. If curcuminoid diketones
react as o3 -unsaturated ketones (chalcones) isomers A and B
will be formed, but if they do so as 1,3-dicarbonyl compounds
pair of isomers C and D could result (Figure 3).

3. Establish the structure of all compounds obtained by 'H, ™C,
5N and F NMR in solution, as well as in solid state by *C and
5N CPMAS.

Cl
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Figure 1. Some structures of representative drugs with a 1,5-benzothiazepine skeleton

OH O
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Figure 2. Curcuminoid diketones for use as starting compounds

Reactividad de la curcumina y de las 3-dicetonas curcuminoides
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Figure 3. Possible benzothiazepines that can be obtained in the proposed reactions

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1. Synthesis of B-diketones

The synthesis of the starting diketones has been carried
out following the Pabon method (14) and the procedure pre-
viously used in our research group (13,15,16,17). First, a dicar-
bonyl compound, in our case 1-phenyl-1,3-butanedione, is
complexed with boron oxide. Next, a disubstituted benzaldehyde
is added, which reacts with the terminal methyl group of the di-
ketone, and n-butylamine is added dropwise. As a result of the

condensation of benzaldehyde and boron complex, water is for-
med, so n-tributyl borate is used to remove it. Finally, hydrochloric
acid is added, thus creating an acid medium in which the boron
complex dissociates from the curcuminoid derivatives.

Using 1-phenyl-1,3-butanedione as initial compound
and the benzaldehydes selected for this work: 4-hydroxy-3-me-
thoxybenzaldehyde (vanillin) (1), 3-fluoro-4-hydroxybenzal-
dehyde (2) and 4-fluoro-3-methoxybenzaldehyde (3),
curcuminoid diketones (4-6) are obtained with acceptable yields,
50-60% (Scheme 1).

1) CHO
eHs _~__CHsT* R‘Q/ OH 0O
0 O B0, m R* S
‘B’
HaC CeHs o0 2) B(OBu), R4 O G
3) BuNH, .,
HaC CaH 4 e R
1, R*=0OMe, R* = OH 4 R*=0Me R*=0H
2 RP=F R*=0H 5 R¥*=F R*=0OH
3 R*=0Me, R*=F 6, R%=0Me R*=F
Scheme 1. Synthesis of the starting diketones
R2 OH O
R? S, A
kg C
RS
R?=H,F
o Rz Ny
5
NH oo RP=H.F o Hz
H
R Y LR Han ™y
R by S O R = 4
R" R* @ O
R3 O RE

Scheme 2. Reactivity of styrenic diketones with ethylenediamine
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Scheme 3. Benzothiazepines obtained by reaction of curcumin and curcuminoid diketones with o-aminothiophenol in methanol

2.2. Study of the reactivity of B-diketones with o-ami-
nothiophenol
In previous works carried in out laboratory (18,19), the
reaction of curcuminoid diketones with ethylenediamine has shown
a double reactivity depending on the reaction medium (Scheme 2),
giving rise to different diazepine structures (Scheme 2). In methanol,
ethylenediamine attacked the chalcone via a Michael addition for-
ming a diazepine analogue to A (Figure 3) with a C=0 group
hydrogen bonded to the enamine NH stabilizing the structure. Ho-
wever, when the reaction medium was acetic acid, ethylenediamine
attacked both keto carbons, generating another diazepine, related
to C (Figure 3) without altering the double bond of the initial dike-
tone.
Therefore, we have analyzed the reactivity of curcumin
and curcuminoid diketones with o-aminothiophenol, both in me-
thanol and in acetic acid, to see if similar results will be obtained.

2.2.1. Reactivity in methanol

The reaction of diketones 4-6 and curcumin 7 with of
o-aminothiophenol, in methanol, leads only to benzothiazepines
8-11 by a Michael-type reaction, in which the SH group attacks to
the double bond, accompanied in all cases by the disulfide 12 formed
by oxidation of o-aminothiophenol (Scheme 3). Structures 8-10 co-
rrespond to type A of Figure 3.

The evolution of the reactions has been followed by 'H
NMR, since in our hands thin layer chromatography has not allowed
to discriminate between the diketone and the benzothiazepine, cle-
arly observing the formation of the ABX system of the benzothiaze-
pine ring (~2.70, ~2.95 and ~4.85 ppm), and the presence of a
new double bond. As shown in the case of diketone 4 (Figure 4) the
enamine double bond appears as a singlet at 5.9-6 ppm, more shiel-
ded than that belonging to the enol form of the diketone; at the
end of the reaction (six h) the diketone/benzothiazepine ratio is

Double bond

Benzothiazepine
Diketone

ABX system

OCHs
Benzothiazepine
MeOH
OCHs
Diketone
ABX system
1 |H x
M.'JLwr"=w#__~lu~ .

G463626160595857565554535251504048474645444342414039383736353433323130292827

Figure 4. Enlargement of the H-NMR spectrum in CDCl; of the reaction crude of diketone 4 with o-aminothiophenol
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Scheme 4. Reactivity of curcuminoid diketone 6 with o-aminothiophenol in acetic acid

L 13

1/2.5-4.1, which means a yield of 71-80%. This proportion is not
modified by leaving the reaction longer or adding more quantity of
o-aminothiophenol.

The isolation of the producs is very difficult because ben-
zothiazepine and diketone have the same Rf in the solvents used:
mixtures in different proportions of CI,CH,/EtOH and hexane/AcOEt.
For this reason, it has been necessary to carry out several chroma-
tographies, in order fo isolate the final product pure, with fair yields.
The o-aminothiophenol dimer 12 has also been isolated, and its
structure confirmed by NMR (see Supporting Information figures S-
36-539).

2.2.2. Reactivity in acetic acid

Curcumin and the aforementioned curcuminoid derivatives
were also reacted in glacial acetic acid with o-aminothiophenol. Al-
though the same benzothiazepines 8-11 are formed as those gene-
rated in methanol (Scheme 3), dimer 12 is not obtained, and on
the other hand the reaction is quantitatively complete in 2 h. In this
case, the problem was that when removing the acetic acid in the ro-
tary evaporator, the benzothiazepine decomposes due fo the tem-
perature effect forming benzothiazoles (Figure 5). In this way, it
has been possible to isolate and characterize a new structure, the
2-(4-fluoro-3-methoxystyryl) benzo[ d]thiazole 13, a solid with mp
= 127°C. (Scheme 4).

Since the formation of benzothiazole 13 was unexpected,
we will discuss in detail the characterization of its structure, clearly
different from that of the rest of the isolated compounds, which are
described in section 2.3. To number the compound, the benzothia-
zole ring has been prioritized, then the double bond, and finally
the substituted phenyl (Figure 6).

The "H-NMR (Figure 5) and "C-NMR specira of this deri-
vative are simpler than those of benzothiazepines, taking into ac-
count that this derivative lacks the signals corresponding to the ABX
system. From the 'H-"H-COSY spectrum (Figure 7) we observe that
the sequence of the H of the benzo part is: 8.00 (ddd, °4,; = 8.2,
e =1.2,°4; = 0.7,H4),7.48 (ddd, *Jy, = 8.5, 34y = 7.2, %,
=1.3,H5).7.38 (ddd, 3}, = 8.0,%}s = 7.2,%),, = 1.2, Hb),7.86
(ddd, 34, = 8.0, /5= 1.3, %}, = 0.6, H7); the double bond sig-
nals, 7.46 (d, *J,,' = 16.3,H2),7.32(d, *J,,' = 16.3 H1') and those
belonging to the fluorinated ring 7.19 (d, “J: = 9, H2"), 7.11 (m,
H5", H6"), 3.95 (s, OMe).

To assign the quaternary carbons we have used the corre-
lations observed in the H-"*C HMBC correlation spectrum (Table 1).
The rest of the carbons can be assigned using the correlations in the
TH-"C HMQC spectrum, as well as the C-F couplings in the 4-fluoro-
3-methoxyphenyl ring, of carbons (4" (') = 250.5), (5" (% =
18.8), (3" (U = 11.3), C6" (3 = 7.5), 2" (% = 2.5), Q" (%

1.
’.-l' ! _="”“ -I'._I_“q.. “| L

Compound 10

Compound 13

Reaction crude concentrated

Reacuon crude

"

B2818079787.7 767574

73727470 6968 6.7 6.665 6.4 6.3 6.2 6.1 60 595857 5.6 5554 535251 50434847

Figure 5. "H NMR spectrum in CDCl; of the reaction crude together with the isolated products
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Figure 6. Compound 13 [(E)-2-fluoro-3-methoxystyryl)benzo[ d]thiazole

=38),(2 (4 =1.9)and C1' (*4 = 3.1), with coupling constants
from one to six bonds away. The values of the chemical shifts and
coupling constants C-F are similar to those described for the al-
dehyde 3 and the starting diketone 6 (16,20).

Regarding "N, the chemical shift is —75.7 ppm, a typical
value of a nitrogen atom with sp? hybridization (19), as it corres-
ponds to the one (N3) present in the benzothiazole structure. In ad-
dition, it is coupled to H1' (7.32) as observed in the 'H-""N HMBC
spectrum in DMSO-d;.

On the other hand, there is in the ""F NMR spectrum in
DMSO-d, (Figure 8), where we observe that the signal obtained, at
—132.9, is a ddd, with two coupling constants *J with H,' and H',
‘) = 8.3 and *J, = 6.4, and a®Jwith ;' *Jys= 8.4.

2.3. NMR structural characterization

In this section, we will show that the benzothiazepine
structure formed in the reaction corresponds to type A (Figure 3).
The isomeric type B, which also presents an ABX system, has been
ruled out on the basis of the N chemical shift value, as discussed
later in section 2.3.3.

The four benzothiazepines obtained 8-11 have been an-
alyzed by ™H, C, N and "F NMR spectroscopies and the values of
the chemical shifts are gathered in Tables 2 and 3. The assignments

. ANAlESI

RANF

are based on the multiplicity of the signals and the 'H-"*C correla-
tions encountered in the HMQC and HMBC correlation spectra.
DMSO0-d; has been used as solvent for the NMR analysis in all cases,
and also CDCly in compounds 8 and 10. For the sake of clarity, when
numbering the compounds rather than following IUPAC nomencla-
ture, priority has been given fo the benzothiazepine nucleus, then
to the chalcone, and finally to the pendant aryl groups (Figure 9).

2.3.1. 'TH NMR

Regarding the 'H NMR data (Table 2), note the presence
of the ABX system (Figure 10), in the four benzothiazepine isomers
8-11. The protons at position 3 are anisochronous (diastereotopic)
because (2 is chiral; note that all our compounds are racemic.

In Figure 10, corresponding to the ABX system of the
'H NMR spectrum of compound 8, we observe a dd at 4.86 ppm,
which corresponds to nucleus X, which is coupled to two neighboring
hydrogens (A and B), with different coupling constants 3/ = 10.6
and 3/ = 5.5 Hz. On the other hand, the protons of position 3 that
form the AB part, resonate at 2.71 and 2.94 ppm coupled with HX,
and a geminal constant Jyg = 13.1 Hz.

The analysis of the spectrum of compound 9 (Figure 11)
shows the following features: the ABX system between 2.6 and 4.9
ppm; asinglet at 6.27 ppm, which corresponds fo the proton in po-
sition 1"”; H6 and H9 appear as doublets with a ®J = 7 Hz, and in
all cases SHY (~7.6) > SH6 (~7.3). The signals of H7 and H8
are triplets, H8 being more shielded than H7, and H7 coming out
together with H, and H .

Concerning the aryl group that comes from the alde-
hyde, in the fluorinated compounds 9 and 10 it has been possible

H2' and HS - HS" and HE"
YR o G M
H5" and HE"
e 7.1

810 800 79 780 770

Figure 7. 'H-"H-COSY spectrum in DMSO-d,, of compound 13

780 750 740 730 720 710 700

(ppm)

(ppm)
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Table 1. '*C chemical shifts and correlations observed in the HMQC and HMBC spectra of compound 13 in DMSO-d, as well as *N and "°F data

o HMQC HMBC SSCC assignment
166.7 7.46 (H2'),7.32 (H1) Q
153.7 7.86 (H7),7.48 (H5) (3a
153.2 7.19 (H2") Jp= 2505 4"
148.1 7.19 (H2"), 3.95 (OMe) Y=13 a3
136.7 7.46 (H2)) 7.32 (H1'),7.19 (H2") =19 WA

1/=156.2
1343 8.00 (H4),7.38 (H6) (7a
132.1 7.32 (H1'),7.11 (H5") Jr=38 ag
126.4 7.48 (H5) 7.86 (H7) 1J=161.1 G
=19
1255 7.38 (H6) 8.00 (H4) 1J=1617 6
/=180
123.0 8.00 (H4) 7.38 (H6) 1/=1628 4
/=180
1219 7.32 (H1!) 7.46 (H2)) 8Jp=31 a
1J=161.6
1216 7.86 (H7) 7.48 (H5) 1= 1642 a7
=185
120.8 7.11 (He") 7.46 (H2),7.19 (H2") =75 (6"
1/=162.6
116.5 7.11 (H5") 1J=188 "
1J=1633
111.6 7.19 (H2") 7.46 (H2'), 7.11(H6") YW=25 2"
=157.8
56.2 3.95 (OMe) 1J=1448 OMe
-757 7.32 (H1)) N3
-1329 =84 F4
=183
‘=064

to measure all the H-F couplings (Table 2). The signal of the NH
proton appears at 12.57 ppm, due fo the fact that it forms a hy-
drogen bond with CO. Finally, the signals of the protons of the lat-
eral phenyl group are: H, ~ 7.9 ppmand H;,and H, ~ 7.5-7.4
ppm. It should be noted that the OH signal in the 4’ position has
only been observed in DMSO-d at around 9 ppm.

2.3.2. *CNMR

In the 3C NMR specira (Table 3), the chemical shifts of
the carbons have similar values in the four benzothiazepines 8-11,
facilitating their assignment once the pattern of the different signals
has been established by 1D and 2D experiments.

For the side chain we have the signal corresponding to
(1" (it can be seen attached to H1” in HMQC) at ~94 ppm, very
different from (2", which bonded to an oxygen nucleus, gives a sig-

nal at 188 ppm. For the phenyl group, C,H;, in diazepines 8, 9, and
10 the signals of C, ~127, C;;, ~128 and Cp ~131 ppm are ob-
served, with coupling constants *J =2/ =7 Hzin C;and C,and *J
= 7.5 Hz in C;;,. C; appears at ~139 ppm. In all three benzoth-
iazepines, 6C; > 5Cp > 0C, > o,

At ~54 ppm we find a signal corresponding to (2, and
at ~40 ppm there is the signal of (3, both carbons belonging to
the nuclei of seven membered ring. The (4 signal appears at ~161
ppm as it is sp? hybridized and bound to a nitrogen. The rest of the
carbons of the benzothiazepine show shifts 5C5a (~142) > 59
(~135) > 57 (~130) > 58 (~126) > 5C9a (~126) >5C6
(~123), as occurs in related benzothiazepines (21), the assignment
of the carbons that appear at ~126 ppm does not present problems
since they are a CH and a quaternary carbon.
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Atom 8 9 10 1
(DCly DMS0-d DMSO-d (DCly DMSO-d DMSO-d
0 478 (dd) 4.86 (dd) 489 (dd) 478 (dd) 4.96 (dd) 481 (dd)
$J=9.1,3J=517 $J=10.6,%/=55 3J)=11.0,%/=54 $J=94,J=57 °3J=110,%=55 3J=10.1,°/=56
276 (dd) 271 (dd) 269 (dd) 276 (dd) 274 (dd) 2.65 (dd)
13 () A=18a), EL 2J=13.1,3=107 2J=13.1,%=111 1J=134,3/=93 Y=132,%=11.0 2=133,%=10.1
2.88 (dd) 2.94 (dd) 2.93(dd) 2.88 (dd) 297 (dd) 281 (dd)
2J=133,3/=58 2J=13.1,3J=5.6 2J=13.1,%=54 2J=134,%=58 2J=132°%=55 2=1333/=56
e 7.24 (dd) 7.38 (dd) 7.38 (dd) 7.24 (dd) 7.39 (dd) 7.08 (dd)
3J=80,%=14 $J=80,%=14 3J=80,%=14 $J=79,4J=14 3J=80,=14 %)=82%=19
H7 7.51-7.40 (m) 7.57-7.47 (m) 7.55-7.47 (m) 752-741(m)  7.57-747 (m) 7.47 (m)
" 7.19 (td) 7.25 (td) 7.25 (td) 7.20 (td) 7.26 (td) 7.22 (td)
3=15,4=14 3J=15,4=15 3=154=15 3=154=14 J=7154=15 3J=75"4=14
o 7.63 (dd) 7.61 (dd) 7.57 (dd) 7.63 (dd) 7.62 (dd) 7.59 (dd)
3=11,"=15 3=11,4=15 3J=1.6,J=15 =11,4=16 J=11,4=16 *J=174=15
" 6.95 (d) 6.92 (d) 7.11(d) 7.04 (d) 7.15 (d) 6.92 (d)
=20 =20 Jp=124,9=22  %=82,4=25 ‘p=844=22 =120
" 6.86 (d) 670 (d) 6.89 (d) 7.02 (d) 7.15 (d) 6.69 (d)
=81 =81 Jp=92,4=83  UY=112,9=83 Y%=115%=83 U=
6.82 (dd) 6.76 (dd) 6.99 (dd) 6.85 (ddd) 6.9 (ddd) 6,74 (dd)
. 3J=82,4=20 3=82,4=11 TR LI vl P i PR IR T
H1" 5.91 (br) 6.26 (5) 6.27(s) 593 (s) 6.29 (s) 5,64 (5)
v [ [ 6.78 (d)
/=159
T = 7.41(d)
$J=159
Ho 7.92 (m) 7.96 (m) 7.96 (m) 7.92 (m) 796(m) e
Hiy 7.51-7.40 (m) 7.57-7.47 (m) 7.55-7.47 (m) 7520741 (m)  757-747(m)  -eeee
Hy 7.51-7.40 (m) 757.7.47 m) 7.55-7.47 (m) 750-741(m) 757747 (m) e
7.27 (d
e oo
6.79 (d
e "
« N = 7.08 (dd)
3J=82,4=19
NH 12.79 (br) 1261 (s) 1257 (s) 1278 (s) 1258 (s) 12,60 (s)
OMe 3' 3.80 (s) 368(s) 0000 e 3.81(s) 377 (s) 370 (s)
OH4 n.o. 8.97 (s) 987(s) e e 8.97 (s)
OMe3" e e s s e 3.82(s)
OHA" e e 9.46 (s)

Reactividad de la curcumina y de las 3-dicetonas curcuminoides con el
o-aminotiofenol: sintesis de 1,5-benzotiazepinas
Carlos A. Martinez, Dionisia Sanz, Rosa M. Claramunt, José Elguero



IANAI.IES I

RANF 4
Hmnf.com

Fa" (lﬂ]:
-132.90

2.81-132.82 -132.83 132,84 -132.85 -132,85 -132.87 -132,88 -132,80 -132.90 -132.91 -132.02 -132.93 -132,84 132,95 -132.96 -132.97 -132.98 -132.90
(ppm)

Figure 8. "F NMR spectrum in DMSO-d,, of compound 13

Next, we find the signals of the 'C spectrum of the sub- The following connections arise from the correlations ob-
stituted phenyl: all of them show the same pattern as the precursor  served in the 'H-"H COSY spectrum (Figure 12).
diketones and aldehydes (16,20) both in chemical shifts and in C-F * 6.69 (H5') <6.74 (H6') < 6.92 (H2') 4-hydroxy-3-
coupling constants. Finally, the 3’ OMe carbon signal for 8, 10 and methoxyphenyl, thiazepine side
11 appears around 56 ppm. * 7.41 (H4") 6.78 (H3") double bond

We will discuss in more detail the assignments in * 6.79 (H5") < 7.08 (H6"™) < 7.27 (H2") 4-hydroxy-3-
[4-(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-1-(2-(4-hydroxy-3- methoxyphenyl, styrene side
methoxyphenyl)-2,3-dihydrobenzo[b ][1,4]thiazepin-4(5H)-yli- * 7.59 (H9) <>7.22 (H8) <> 7.47 (H7)<> 7.31 (H6) benzo
dene)but-3-en-2-one] 11, which presents different 'H and '*C signals moiety.
for the two 4-hydroxy-3-methoxyphenyl groups. From the connections observed in the HMQC spectrum

all pairs of CH signals are found (see Supplementary material). On

Figure 9. Atom numbering of compounds 8-11

....................... I .
496 492 488 484 480 476 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60
(ppm) (ppm)

Figure 10. 'H NMR spectrum in DMSO-dj, the ABX system of benzothiazepine 8
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Figure 11. H NMR spectrum of benzothiazepine 9

(ppm)

the other hand, the "H-"*C HMBC correlation spectrum also provides
useful information, especially about the quaternary carbons, we ob-
serve that the OH signal that appears at 8.97 ppm is correlated with
the carbons at 147.3 ((3'), 146.0 (C4') and 115.2 (C5') (Figure 13).
The 146.0 signal shows long distance correlation (%/) with 6.92 (H2')
and 6.74 (H6') and the 147.3 signal (C3') shows crossing peaks with
3.70 (OMe') and 6.69 (H5'), so we know the signals that belong to
each 4-hydroxy-3-methoxyphenyl ring (Figure 13); to know which
side they are on we rely on the correlation that the signal of 139.0
(C4") presents with 7.08 (H6") and 7.27 ppm (H2'"') (see Supple-
mentary material).

Finally, the ™C solid-state NMR spectra of the four ben-
zothiazepines were also recorded and the assignment of the signals

achieved by analogy with the data obtained in solution.

2.3.3. N and "F NMR
The benzothiazepines studied in this work can exist as two
tautomers: the keto-enamine and the imino-enol forms (Figure 14).
From the "N chemical shift value, observed at —255.0 in
solution and —251.2 ppm in solid state for 8; —255.1 in solution and
—246.2 in solid state for 9 (Figure 15); —255.2 in solution and —253.3
in solid state for 10, and —257.6 in solution and —245.7 in solid state
for 11, it can be deduced that the tautomer that predominates is the
keto-enamine, since in the imino-enol form the chemical shift should
be in the order of —70 to —100 ppm (22).
The spectra of ""F NMR have also been recorded for benzoth-
iazepines 9 and 10 in DMSO-d,, determining both the chemical shifts

o

T Hs'

M

HZ

A

e~

AR

6.7

6.8
s — 69
7.0

05 )

(ppm}

el

r7.3

74

7.657.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6,65

Figure 12. 'H-H COSY NMR spectrum of compound 11 in DMSO-d,

(ppm)
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and the 'H-"F coupling constants, which agree with the values ob-
tained from the "H NMR spectra. In compound 9, the chemical shift is
&= —135.8 and the signal corresponds to a doublet of doublets due
to the coupling of fluorine with the hydrogens in H2' and H5', 3,y
=125, %} = 9.2 Hz (Figure 16) In the solid-state it appears at —
127.7/-130.7. In compound 10, the chemical shift is 5 = —136.7
(ddd, 4 = 12.1, %, .= 84, *}¢ = 4.2 Hz) (Figure 17). In the
solid-state it appears at —136.7.

3. CONCLUSIONS

From the present work the following conclusions can be
driven:

i) Benzothiazepines can be synthesized by reaction of o-
aminothiophenol with curcumin and curcuminoid 3 -diketones, in
methanol and in acetic acid.

ii) Both in methanol and in acetic acid, the B-diketones
react as o, 3-unsaturated ketones through a Michael addition, af-
fording the same structural type, a benzothiazepine with two pen-
dant groups, an aryl group adjacent to the sulfur atom and a
1-phenylethanone adjacent to the NH of the seven membered ring.

iii) Reaction times, yields and isolation of the compounds
depend on the reaction media. Long reaction times and easy isola-
tion of the final compound occur in methanol; conversely, short re-
action times and difficult purification of the benzothiazepines, plus
the formation in some cases of benzothiazoles, take place in acetic
acid.

iv) 1D and 2D Multinuclear NMR ('H, ™*C, N, "F) in so-
|lution and "*C NMR in solid state have proved fo be essential to elu-
cidate the structures and tautomerism of the benzothiazepines and
benzothiazoles.

é

4. EXPERIMENTAL PART

4.1. General remarks

All reagents cited in the experimental procedure are
commercial compounds. For thin-layer chromatography, Merck
Kiesegel 60F254 chromatofoils with a fluorescence indicator on alu-
minum and a layer thickness of 0.2 mm were used. For column chro-
matography, Merck silica gel 60 (70-230 mesh) was used with the
eluent indicated in each case. Melting points have been determined
in capillary tube on a Gallekamp apparatus and are uncorrected.

4.2. NMR

Solution NMR spectra were recorded on a 9.4 Tesla
Bruker spectrometer (400.13 MHz for 'H, 376.50 MHz for F, 100.62
MHz for ™3C and 40.54 MHz for "*N) at 300 K with a 5-mm inverse
detection H-X probe equipped with a z-gradient oil, or with a QNP
5 mm probe ("*F). Chemical shifts (& in ppm) are given from internal
solvents: CDCl, 7.26 for 'H and 77.0 for *C, DMS0-d,2.49 for 'H
and 39.5 for *C. External references were used for *N and "F ni-
tromethane and CFCl,. Coupling constants (/in Hz) are accurate to
+0.2 Hz for 'H, 0.8 Hz for "°F and 0.6 Hz for '*C.

Typical parameters for 'H NMR spectra were spectral
width 3000-6000 Hz and pulse width 9.5 s at an attenuation level
of 0 dB. Typical parameters for *C NMR spectra were spectral width
21 kHz, pulse width 10.6 s at an attenuation level of —6 dB and
relaxation delay 2 s. WALTZ 16 was used for broadband proton de-
coupling; the FIDs were multiplied by an exponential weighting (lb
= 2 Hz) before Fourier transformation. Typical parameters for °F-
NMR spectra were spectral width 55 kHz, pulse width 13.75 s at
an attenuation level of —6 dB and relaxation delay 1. In some
cases, for resolution enhancement processing a gaussian multipli-
cation of the FID prior to Fourier transformation was applied.
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2D ("H-'H) gs-COSY, ("H-"3C) gs-HMQC, ('H-1*C) gs-
HMBC, ("H-"N) gs-HMQC and ('H-"N) gs-HMBC, were acquired and
processed using standard Bruker NMR software and in non-phase-
sensitive mode. Gradient selection was achieved through a 5% sine
truncated shaped pulse gradient of 1 ms.

Selected parameters for ('H-"C) gs-HMQC and gs-HMBC
spectra were: spectral width 3000-6000 Hz for 'H and 20 kHz for
13C, 1024 x 256 data set, number of scans 2 (HMQC) or 4 (HMBC)
and relaxation delay Ts. In the gs-HMQC experiments GARP mod-
ulation of "*C was used for decoupling. The FIDs were processed
using zero filling in the F1 domain and a sine-bell window function
in both dimensions was applied prior to Fourier transformation.

Selected parameters for ("H-"°N) gs-HMQC and gs-HMBC
spectra were: spectral width 3000-6000 Hz for 'H and 15 kHz for
15N, 1024 x 1024 data set, number of scans 4, relaxation delay 1s.
In the gs-HMBC delays of 27-200 ms for the evolution of the *N-'H
long-range coupling were used. The FIDs were processed using zero
filling in the F1 domain and a sine-bell window function in both
dimensions was applied prior to Fourier transformation.

Solid-state3C (100.73 MHz) and "N (40.60 MHz) CPMAS
NMR spectra have been obtained on a 9.4 Tesla Bruker spectrometer
at 300 K (100.73 MHz for '*C and 40.60 MHz for ™*N) using a 4 mm
DVT probehead. Samples were carefully packed in a 4-mm diameter
cylindrical zirconia rotor with Kel-F end-caps. Operating conditions
involved 2.9 s 90° 'H pulses and decoupling SPINAL 64 sequence.

F3 (d0)
-135.82

12.51
L AT

13585 a7 s 13580
(ppm)

13585 135,90 13595

Figure 16. "F NMR in DMSO-d6 of compound 9. The signal corresponds to a dd due to the coupling of fluorine with the hydrogens in H2' and H5' (' = 12.5, )ys' =

9.2 Hz
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13C spectra were originally referenced to a glycine sample and then
the chemical shifts were recalculated to the Me,Si (for the carbonyl
atom (glycine) & = 176.1 ppm) and "N spectra to '"NH,Cl and then
converted to nitromethane scale using the relationship: & ™N (ni-
tromethane) = 8N (ammonium chloride) — 338.1 ppm.
Typical acquisition parameters for '*C-CPMAS were: spec-
tral width, 40 kHz; recycle delay, 5-60 s; acquisition time, 30 ms;
contact time, 4 ms; and spin rate, 12 kHz. In order to distinguish
protonated and unprotonated carbon atoms, the NQS (Non-Qua-
ternary Suppression) experiment by conventional cross-polarization
was recorded; before the acquisition the decoupler is switched off
for a very short time of 25 ps (23,24,25). For N, CPMAS were:
spectral width, 40 kHz; recycle delay, 5-60 s; acquisition time, 35

f:.

ms; contact time, 7 ms; and spin rate, 6 kHz.

Solid-state 'F (376.94 MHz) NMR specira have been ob-
tained on a 9.4 Tesla using a MAS DVT BL2.5 X/F/H double reso-
nance probehead. Samples were carefully packed in 2.5 mm
diameter cylindrical zirconia rotors with Kel-F end-caps. Samples
were spun af the magic angle af rates of 25 kHz and the experiments
were carried out at ambient probe temperature.

The typical acquisition parameters '°F {TH} MAS were:
spectral width, 75 kHz; recycle delay, 10 s; acquisition time, 25 ms;
pulse width, 2.5 s and proton decoupling field strength of 100 kHz
by SPINAL-64 sequence; 128 scans. The '°F spectra were referenced
to ammonium trifluoroacetate sample and then the chemical shifts
were recalculated to the CFCl, (5CF,C0,—NH,* = —72.0 ppm).

Table 3. '3C NMR parameters (O in ppm and J in Hz) of benzothiazepines 8-11

8 9 10 1
Atom (DCl;  DMSO-d;  CPMAS  DMSO-d;  C(PMAS ~ (DCl;  DMSO-d;  CPMAS  DMSO-d;  CPMAS
54.6 53.6 549 539 543
V] 554 55.1 55.2 540 53.6
1J= 1445 1J=147.0 1J=1439  1J=1448 1J=1453
(&) 41.0 39 421 39.5 426 4038 394 34.2 39.8 39.2
' 1/=1325 ’ ' 40.3 1/=1321 i ’ ’ ’
4 161.3 161.65 163.1 161.4 164.1 160.8 1614 163.7 160.2 165.1
(5a 142.1 141.6 1411 141.6 141.0 142.1 141.7 141.0 141.8 141.7
1237 1238 1238 1238 1235
(6 123.8 1/=162.7 124.3 1/=162.3 1225 1J=1837  'J=1625 126.1 1/=163.9 1213
/=80 /=80 =86 =19 =19
1303 130.4 130.3 130.5 130.3
a7 130.1 1J=161.5 128.8 1J=162.2 131.0 1J=1630 'J=163.0 1295 1J=163.7 1305
3)=85 3J=85 =81 )=84 $J=92
126.2 126.3 126.1 1263 125.9
€] 126.1 1J=1624 126.0 1J=1624 127.1 1J=1609 'J=1624 126.1 1/=1614 128.1
=15 =18 /=183 =19 =19
135.1 1351 1858 1352 135.0
O 1353 1/=164.0 133.4 1J=163.9 1354 1/=1624 'J=1638 136.1 1/=163.1 137.8
/=80 =817 /=85 =18 =15
% 126.8 125.7 127.1 1252 1254 126.4 125.2 126.1 125.6 125.7
93.4 93.39 934 98.0
a 94.0 93.7 95.4 94.0 94.0 100.1
1J=162.8 1J=163.3 1J=162.4 1J=163.9
191.0
2" 189.6 188.2 191.7 188.3 169.8 189.8 188.3 1924 1874 186.5
125.3
(3" e e e e e 125.7
1J=156.0
139.0
@ e e e e e 1417
1/=1535
1349 135.4 139.7 140.8
a 1353 137.3 136.9 141.0 134.8 135.8
Nn.o. 3./|:=54 4./|:=3.9 4./|:=3.5
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General procedure for the synthesis of curcuminoid
[3-diketones.

First 20 mmol of 1-phenylbutane-1,3-dione, and then
20 mmol of boric anhydride, were dissolved in 20 ml anhydrous
ethyl acetate in a three-neck round-bottom flask equipped with a
reflux condenser and magnetic stirring; the mixture being stirred
for 90 min at room temperature (25°C).

Thereafter, using an addition funnel, a mixture formed
by 20 mmol of the corresponding starting aldehyde [vanillin (1) for
the diketone 4, 3-fluoro-4-hydroxybenzaldehyde (2) for the diketone
5, and 4-fluoro-3-methoxybenzaldehyde (3) for the diketone 6] and
40 mmol of tributylborate dissolved in anhydrous ethyl acetate (30
ml) was added and left stirring at room temperature for 60 min.
Then, 2 ml of n-butylamine were added dropwise over 5 min and
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the resulting mixture was stirred at room temperature for 20 h. To
hydrolyze the formed boron complex, 30 ml of 0.4 M HCl were added
to the reaction mixture previously heated to 80 °C, and continuous
stirring at such temperature was maintained for 60 min. After cool-
ing for 30 min, the organic phase was separated from the aqueous
phase. The aqueous phase was extracted with (3 x 15 ml) of ethyl
acetate and the organic phases washed with (2 x 10 ml) of water
and dried over anhydrous Na,SO,. The solvent was evaporated
under reduced pressure, using a rotary evaporator, and the crude
purified by column chromatography and/or crystallization.
5-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-phenyl-4-penten-
1,3-dione (4). The reaction crude was treated with 100 ml of 2M
HCl, forming a precipitate that was filtered; the solid obtained was
recrystallized using hot methanol with o few drops of
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Figure 17."F NMR of compound 10 in DMSO-d}: & = -136.74 (ddd, *),s' = 12.1, %)y, '= 84,4’ = 4.2 Hz)

dichloromethane. In this way compound 4 with a yield of 45% was
obtained. M.p. (MeOH): 195.8°C [lit. 198 °C (16)].

5-(3-Fluoro-4-hydroxyphenyl)-1-phenyl-4-penten-1,3-
dione (5). The reaction crude was treated with 100 ml of 2M HCl,
forming a precipitate that was filtered; the solid obtained was re-
arystallized using hot methanol with a few drops of chloroform. Com-
pound 5 was obtained as an orange crystalline solid, with a yield of
62.2%. M.p. (MeOH): 192.8°C [lit. 193.3 °C (16)].

5-(4-Fluoro-3-methoxyphenyl)-1-phenyl-4-penten-1,3-
dione (6). The reaction crude was purified by column chromatogra-
phy, eluting with CH,Cl,/EtOH (99:1). Further purification was
achieved using hot methanol and chloroform to give a light orange
arystalline solid, 6, in 32.4% yield. M.p. (MeOH): 126.5°C [lit. 127.2
°C (16)].

General procedure for the reaction of curcuminoid dike-
tones with o-aminothiophenol in methanol.

2 Mmol of the corresponding diketone was dissolved in
30 ml of methanol, and subsequently a solution of 4 mmol of
o-aminothiophenol in 5 ml of methanol (b.p. 64.7 °C) was slowly
added. The reaction was heated under reflux with magnetic stirring
for 5.5 h. After that time, heating was stopped and the stirring was
continued for another 15 h at room temperature (25 °C). We con-
centrated under reduced pressure using a rofary evaporator. The
crude product was purified by means of one or more chromato-
graphic columns, and subsequent recrystallization.

2-[2-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-2,3-dihydrobenzo
[b][1,4]thiazepin-4(5H)-ylidene)-1-phenylethanone (8). The reac-
tion crude is successively chromatographed, eluting with CH2Clz/EtOH
95:5; to isolate the product which is purified by recrystallization
from hot methanol, obtaining a light yellow crystalline solid (yield
43%). M.p. (MeOH): 163.1 °C. Anal. Calc. for C,,H,NO,S: C, 71.44;
H, 5.25; N, 3.47. Found: C, 71.52; H, 5.50; N, 3.18.

2-[2-(3-Fluoro-4-hydroxyphenyl)-2,3-dihydrobenzo
[b][1,4]thiazepin-4(5H)-ylidene)-1-phenylethanone (9). The reac-
tion crude is successively chromatographed, eluting with Hex/AcOEt
9.3; finally we recrystallized in hot methanol and chloroform (yield.
52%). M.p. (MeOH): 196.3 °C. Anal. Calc. for C,4H,sFNO,S: C, 70.57;
H,4.63; N, 3.58. Found: (,70.49; H, 4.61; N, 3.70. Found: C, 70.79;
H, 4.29; N, 3.58.

2-[2-(4-Fluoro-3-methoxyphenyl)-2,3-dihydrobenzo
[b][1,4]thiazepin-4(5H)-ylidene)-1-phenylethanone (10). The re-
action crude is successively chromatographed eluting with Hex/AcOEt
9:3 and recrystallized from hot methanol (yield 69.4%). M.p.
(MeOH): 163.4 °C. Anal. Calc. for C,H,FNO,S: C, 71.09; H, 4.97;
N, 3.45. Found: , 70.88; H, 5.02; N, 3.44.

4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-(2-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2,3-dihydrobenzo[ b][1,4]thiazepin-4(5H)-yli-
dene)but-3-en-2-one (11). The crude is purified after several
chromatographic columns eluted with CH,Ci,/EtOH in different pro-
portions (9:1, 95:5 and 9:3), and the final product is recrystallized
from hot methanol and chloroform (yield 53.9%). M.p. (MeOH):
181.5 °C. Anal. Calc. for C,;H,5NO.S: C, 68.19; H, 5.30; N, 2.95.
Found: , 68.23; H, 5.22; N, 3.01.

General procedure for the reaction of curcuminoid dike-
tones with o-aminothiophenol in acetic acid.

In a three-neck flask equipped with a reflux condenser
and magnetic stirring, 1 mmol of the corresponding diketone was
dissolved in 12 ml of commercial glacial acetic acid. Then a solution
of 2 mmol of o-aminothiophenol in 1 ml of glacial acetic acid was
slowly added. The reaction mixture was heated at 80 °C with mag-
netic stirring for 2 h. After this time, the reaction was stopped, either
allowing it o cool to room temperature and concentrating using a
rotary evaporator, or pouring the crude oil onto ice and afterwards
extracting or filtering. Other attempts with longer reaction times af-
forded lower yields in all cases.
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2-[2-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-2,3-dihydrobenzo
[b][1,4]thiazepin-4(5H)-ylidene)-1-phenylethanone (8). Starting
from diketone 4, the reaction crude poured onto ice, extracted with
CH,Cl,, and then column chromatographed with CH,Cl,. Finally, ben-
zothiazepine 8 was recrystallized from methanol (43% yield). M.p.
(MeQH): 163.1°C.

2-[2-(3-Fluoro-4-hydroxyphenyl)-2,3-dihydrobenzo
[b][1,4]thiazepin-4(5H)-ylidene)-1-phenylethanone (9). Starting
from diketone 5, the reaction crude poured onto ice. The solid ob-
tained was filtered and purified by column chromatography using
hexane/AcOEt (9:3) as eluent. Finally, benzothiazepine 9 was re-
crystallized from methanol (40% yield). M.p. (MeOH): 196.3 °C.

2-[2-(4-Fluoro-3-methoxyphenyl)-2,3-dihydrobenzo
[b][1,4]thiazepin-4(5H)-ylidene)-1-phenylethanone (10). Starting
diketone 6, the reaction was stopped pouring the crude onto ice,
then extracted with CH,Cl,, concentrated on a rotary evaporator and
recrystallized from methanol, benzothiazepine 10 (48% yield) was
obtained. M.p. (MeOH): 163.4 °C. Anal. Calc for C,;H,,FNOS C,
67.35; H,4.24; N, 4.91. Found: C, 67.22; H, 4.31; N, 4.88.

4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-(2-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2,3-dihydrobenzo[ b][1,4]thiazepin-4(5H)-yli-
dene)but-3-en-2-one (11). Starting from diketone 7, the reaction
crude was poured onto ice, extracted with CH,Cl, and concentrated
on a rotary evaporator. It was purified by column chromatography
using CH,Cl,/EtOH (95:5) as eluent and recrystallized from methanol
(21% yield). M.p. (MeOH): 1815 °C.
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Figure S46: "F NMR spectrum in (DCl;
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Figure S51:  F-MAS NMR spectrum
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APLICACION DE LA SIMULACION DE MONTECARLO PARA LA EVALUACION DE
RIESGOS EN EL DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO SEGUN LOS PRINCIPIOS
DE LA CALIDAD POR DISENO (QBD)

APPLICATION OF THE MONTECARLO SIMULATION FOR RISK ASSESSMENT IN THE
DEVELOPMENT OF AN ANALYTICAL METHOD ACCORDING TO THE PRINCIPLES
OF QUALITY BY DESIGN (QBD)

Fernando Ferrandiz Vindel
Académico correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia
Departamento de Acceso - GlaxoSmithKline, S.A., 28760 Tres Cantos (Madrid)

corresponding author: ferrandiz.gonzalez@gmail.com

ARTICULO DE INVESTIGACION

RESUMEN

La simulacion de Montecarlo es una poderosa herramienta para identificar factores influyentes e intervalos
en los que realizar los ensayos de desarrollo analitico aunque, al tratarse de un modelo matemdtico, debe
ser confirmada experimentalmente.

Los resultados obtenidos y presentados en el trabajo confirman que dicha herramienta permite el andlisis
previo de las fuentes de variabilidad analitica y su importancia dentro de la fase de andlisis de riesgos.
Con ello, la confirmacion experimental posterior debe centrarse exclusivamente en el uso de las variables
puestas en evidencia con la simulacion de Montecarlo, ahorrando asi recursos y tiempo que no aportan

Palabras Clave:

Simulacion de Montecarlo

o QbD
valor al proceso global del desarrollo analitico. método andlfic
Keywords:
ABSTRACT Montecarlo simulation

Montecarlo simulation is a powerful tool fo identify influencing factors and intervals in which fo carry out | Q0D

analytical development fests, although as it is @ mathematical mode, it must be experimentally confirmed, | ndlyficol method
The results obtained and presented in the work confirm that this tool allows the previous analysis of the
sources of analytical variability and its importance within the risk assessment phase. With this, the subsequent
experimental confirmation must be mainly focused on the use of the variables revealed with the Montecarlo
simulation, saving resources and time that do not add valve to the global process of analytical develop-
ment.

Aplicacion de la Simulacion de Montecarlo para la evaluacion de riesgos en el des-

arrollo de un método analitico segiin los principios de la calidad por diseiio (QBD).
Fernando Ferrandiz Vindel 359
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1. INTRODUCCION

La aplicacion de los principios de la Calidad por Disefio en
el desarrollo y validacion de métodos instrumentales de andlisis
(Analytical QbD o AQbD) estd creciendo exponencialmente desde los
primeros trabajos en el afio 2007 (1-16), por lo que se puede afirmar
que se trata del estandar actual de trabajo. Aunque las Guias ICH
actuales no contemplan directamente el uso de la metodologia QbD
en el dmbito analitico, la nueva Guia Q14 adn en borrador y la si-
multdnea revision de la Guia Q2 (17), ambas en fase de consulta
publica, tienen como objetivo la incorporacion de estos procesos de
una manera oficial.

No obstante, a pesar de no existir un procedimiento es-
tandarizado de trabajo, a lo largo de estos aiios se ha venido utili-
zando total o parcialmente el esquema de trabajo descrito por
Borman et al (1) estructurado en seis pasos secuenciales con deno-
minaciones adaptadas al dmbito analitico:

* Stage 1: Definicion del Perfil Analitico Diana (Analytical tar

get Profile - AtP)

* Stage 2: Determinacion de los Atributos Criticos del Método
(Critical Method Attributes - CMA)

* Stage 3: Evaluacidn de Riesgos (Risk assessment)

*  Stage 4: Determinacion de la Region de Disefio Operativa del
Método (Method Operable Design Region - MODR)

e Stage 5: Determinacion de la Estrategia de Control

* Stage 6: Gestion del Ciclo de Vida

Si bien todos los “stages” tienen siempre un componente
basado en la experiencia del desarrollador o en una revision siste-
mdtica de la literatura cientifica existente, al Stage 3 (Evaluacion de
Riesgos) se le aiade el hecho de que también la imaginacion del
desarrollador tiene un papel importante, al intentar determinar
todos los factores potenciales de variabilidad analitica que pueden
afectar a los CMA. Es de destacar que el borrador de la Guia Q14 da
una gran importancia a la Evaluacion de Riesgos y la asocia direc-
tamente al conocimiento del proceso analitico.

Puesto que la determinacion experimental del MODR en
el Stage 4 mediante herramientas estadisticas como el Disefio de
Experimentos (DoE) estd basada en los pardmetros considerados en
el Stage 3, puede darse la circunstancia de que se estén gastando
recursos y tiempo sin aportar valor al proceso global. Esto hace que
resulte necesario disponer de herramientas que proporcionen infor-
macion previa sobre la validez de los pardmetros que se pretende
utilizar. En este sentido, la simulacion de Montecarlo se posiciona
como una de las metodologias de eleccion para el andlisis previo de
las fuentes de variabilidad analitica (18).

La simulacion de Montecarlo es un método estadistico ba-
sado en la repeticion de caracteristicas, combinaciones de caracte-
risticas y comportamientos de un sistema real, ya sea este fisico o
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no, de manera que sea posible imitar el comportamiento de varia-
bles reales para analizar o predecir como van a evolucionar. Es evi-
dente que, ante la necesidad de disponer de un nimero
estadisticamente significativo de repeticiones y combinaciones para
que el andlisis tenga validez, la simulacion de Montecarlo requiere
el uso de sistemas informdticos para poder obtener informacion en
un tiempo razonablemente breve.

La utilizacion de la simulacion de Montecarlo en AQbD es
relativamente frecuente en la literatura cientifica, aunque lo habitual
es que se aplique para confirmar la MODR, es decir, como soporte
al Stage 4 (19-22).

A diferencia de esta aproximacion, el presente trabajo pre-
tende demostrar la utilidad de la simulacion de Montecarlo como
complemento del Stage 3, es decir de la propia Evaluacion de Ries-
gos, dentro del desarrollo de un método analitico segin QbD. Con-
cretamente se trata del estudio de la preparacion cuantitativa de las
muestras (pesada y disolucion) de una formulacion dermatolégica
para su andlisis por viscosimetria cldsica, precisamente por ser uno
de los pasos que mds variabilidad aporta al conjunto del proceso
analitico.

2. MATERIAL Y METODOS

Inicialmente se realiz una identificacion de las fuentes de
variabilidad aplicables a este paso analitico, entre todas las definidas
en el Step 3, asi como su distribucion estadistica siguiendo los prin-
ipios del Teorema del Limite Central para datos continuos (23). Los
resultados se muestran en la Tabla 1.

Hay que tener en cuenta dos aspectos importantes relacio-
nados con algunas variables:

*  Para el peso de la muestra se simplifico el modelo conside-
rando que se pesa la cantidad exacta que indica el método
analitico (limite superior) y que, por las caracteristicas de la
muestra, se pierde una parte en el proceso de transferencia
cuantitativa a los matraces aforados (limite inferior) como
previamente habia demostrado el propio desarrollo experi-
mental del método;

*  Elmaterial de vidrio es de clase B como primera aproximacion,
con el fin de comprobar si es necesario o no pasar a utilizar
vidrio clase A, dependiendo de los resultados obtenidos.

Al tratarse de un valor numéricamente muy pequerio, el coe-
ficiente de dilatacion del vidrio a 20 °C empleado corresponde
al vidrio comdn, habiéndose evitado el uso del coeficiente del
vidrio borosilicato, mucho menor en valor, para poder ampli-
ficar la respuesta de una posible variacion de volumen del
material de vidrio provocada por la temperatura del labora-
torio.

Application of the Montecarlo Simulation for risk assessment in the development
of an analytical method according to the principles of quality by design (QBD).
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Tabla 1. Distribuciones estadisticas de las fuentes de variabilidad segin el del Teorema del Limite Central.
Variables Intervalos de valores Origen Distribucion (23)
9,40-10,00 g (volumen 100 mL) Uniforme
. 9,90-10,00 g (volumen 100 mL) Desarrollo experimental del
Variacion de peso de producto en matraz , s
4,20-5,00 g (volumen 50 mL) método analitico
4,90-5,00 g (volumen 50 mL)
: Triangular
Volumen del matraz 100 mL — 50 mL De,surrollo e)fqerlmentul 2
método analitico
100 mL clase B: 0,20 mL Triangular
Clase de matraz Norma DIN ES IS0 1042
50 mL clase B: +0,12 mL
20,5 °C (invierno sin dimatizacion) Uniforme
. . Desarrollo experimental del
Temperatura media del laboratorio \ s
27,5 °C (verano sin dimatizacién) ~ método analiico
. I i | del Uniforme
Variacion de llenado +0,2mL esariofio e)fp'enmentu ¢
método analitico
Fijo
Coeficiente dilatacion vidrio (a 20 °C) 0,000099 Valor del vidrio comdn
Fijo
Pureza producto Constante (se asume = 1) N/A
Certificado de calibracion de la Uniforme

Incertidumbre de la balanza

+ 0,00404

balanza

Se determind la interconexion de estas fuentes y su rela-
(ion tanto grdfica como matemdtica, con la finalidad de construir
un modelo informdtico, adaptado de Burgess (18), sobre el que apli-
car intervalos numéricos reales basados en el propio desarrollo ana-
litico y en experiencias anteriores, con el fin de realizar un nimero
adecuado de combinaciones y repeticiones de cdlculos. El esquema

Posteriormente, se determinaron criterios de aceptacion o
limites para los resultados relativos a la concentracion final de la mues-
tra, de manera que fuera posible decidir qué factores deben ser inclui-
dos en un DoE y qué intervalos deben ser utilizados para determinar
el MODR relativo a la preparacion cuantitativa de muestras. Estos cri-
terios de aceptacion, tentativos en el momento de realizar los ensayos,
fueron 1% sobre valor nominal y 1,5 % sobre valor nominal.

resultante se muestra en la figura 1.
== ey

Conficiame de Veriscdnde
pancn [
T

2 |

Inceridamtcrde |
Mebsimss |

= e

matraz + [Temg
ded volumen + Variacidn de lenado

Volumen del +C

0) x Conficiente de expansién x Valuman del matraz

Pesodel Pesode la muestrax P

del producto + Incerti
C10M = Peso de la i

Figura 1. Esquema para la construccion del modelo informdtico

dela balanza

Aplicacion de la Simulacion de Montecarlo para la evaluacion de riesgos en el des-
arrollo de un método analitico segiin los principios de la calidad por diseiio (QBD).
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Figura 2. Grdficas de distribucion de las concentraciones obtenidas con el modelo de Simulacion de Montecarlo utilizado
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Figura 3. Grdficas de distribucion de las concentraciones obtenidas con el modelo de Simulacion de Montecarlo utilizado

Se determind un ndmero de combinaciones N=>50000y
se hizo correr este modelo con el software MINITAB DEVIZE.

Finalmente, los resultados obtenidos con el modelo fueron
procesados mediante un disefio de experimentos (DoE) factorial de
cwatro factores y dos niveles de manera que fuera visible una su-
perficie de respuesta y sobretodo, los efectos de esos cuatro factores
y sus inferacciones. Para ello se utilizd el software DESIGN EXPERT.

3. RESULTADOS

En las figuras 2 y 3 se muestran, a modo de ejemplo, al-
gunas de las grdficas de distribucion de las concentraciones obteni-
das con el modelo de Simulacion de Montecarlo utilizado y las tablas
2y 3 resumen todos los resultados obtenidos en cada una de las si-
tuaciones planteadas.

En la figura 4 se muestra un diagrama con los efectos de
los factores estudiados mediante un DoE, de sus interacciones y de
su significacion estadistica. Por su parte, en la figura 5 se muestra

la superficie de respuesta obtenida al procesar los datos obtenidos
con el modelo en un DoE, manteniendo constantes los factores con
menor efecto, es decir, la temperatura de laboratorio y las especifi-
caciones. Para esta Gltimas, se fijo el valor 1.5 %, por ser este el
nivel en el que se obtienen los resultados mejores.

4. DISCUSION

Los Criterios de Aceptacion utilizados para esta simulacion
tuvieron en cuenta el Error admisible en el método analitico com-
pleto, determinado a su vez a partir del cdlculo de su incertidumbre
de medida y establecido en un valor porcentual <2.0 %, es decir,
superior a los valores utilizados en la simulacion de Montecarlo.
Los Cpk determinados por el software intentan mostrar a través de
un valor numérico si un proceso (en este caso la preparacion de
muestras para andlisis) puede cumplir consistentemente unos in-
tervalos previamente establecidos (en este caso 1.0 0 1.5 %), te-
niendo en cuenta que si el Cpk > 1.33 el proceso es capaz, si estd

Application of the Montecarlo Simulation for risk assessment in the development
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Tabla 2. Resultados para volumende 100 mL
Ensayo Intervalo pesos () ~ Temperatura laboratorio (°C)  Criterios de aceptacion (%) % Out of spec Cpk
1 9.40-10.00 205 +1.0 83.08 -0.636
2 9.40-10.00 205 +15 75.07 -0.473
3 9.90-10.00 205 +1.0 6.01 0.6624
4 9.90-10.00 205 +15 0.00 1.33
5 9.40-10.00 275 +1.0 84.62 -0.6415
6 9.40-10.00 275 +15 76.10 -0.5033
7 9.90-10.00 275 +1.0 10.21 0.5713
8 9.90-10.00 275 +15 0.00 1.22
Tabla 3. Resultados para volumen de 50 mL
Ensayo Intervalo pesos (g) ~ Temperatura laboratorio (°C) ~ Criterios de aceptacion (%) % Out of spec Cpk
9 4.20-5.00 205 +1.0 94,01 08515
10 4.20-5.00 205 +15 90.84 -0.8022
11 4.90-5.00 205 +1.0 50.22 -0.0033
12 4.90-5.00 205 +15 23.35 0.3501
13 4.20-5.00 275 +1.0 94.23 -0.8567
14 4.20-5.00 21.5 *15 91.29 -0.8019
15 4.90-5.00 275 +1.0 53.74 -0.0535
16 4.90-5.00 27.5 +15 28.71 0.2982

comprendido entre 1y 1.33 es marginalmente capaz y sies <1, el
proceso es incapaz (24).

Atendiendo a estos criterios estadisticos, los resultados de
|la simulacion muestran que solo cuando el intervalo de pesos estd
comprendido entre 9.90 y 10.00 g, con un volumen de solucion de
100 mL y un criterio de aceptacion de +1.5%, el proceso tiene ca-
pacidad adecuada.

Este hecho queda corroborado con la ausencia de resul-
tados fuera de especificaciones.

Como se observa en la tabla 3, ninguno de los resultados
obtenidos con un volumen de 50 mL muestra Cpk o % Out of spec
aceptables.

En estas condiciones, resulta evidente que la representa-
cion grdfica de la superficie de respuesta de los datos procesados
mediante el DoE (figura 5 incluyendo ampliacién) no aporta infor-
macion adicional y confirma los resultados presentados en la tabla
2. Sin embargo, el cdlculo de los efectos que se muestra en la re-
presentacion grdfica de la figura 4 indica que la variacion de peso

DESIGN-EXPERT Plot
Fuera espec.

A Var. peso
B: Yol matraz
C: Temp. lab.
D: Especific.

Half Normal % probability

Half Normal plot

99 |

a7 o
95 4
90 o

a5 -
80 -

70 -
60~
40 -
204

—_— |

L

T
0.00 17.75 3550 5328 71.01

Effect

Figura 4. Diagrama con los efectos de los factores estudiados y de sus interacciones
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Figura 5. Superficie de respuesta obtenida al procesar los datos obtenidos con el modelo

tiene un efecto mayor que el resto de los factores y que este efecto
es estadisticamente significativo. El siguiente efecto corresponde a
|a interaccion entre la variacion de peso y el volumen del matraz,
siendo el efecto del resto de factores bajo y, en muchos casos, no
significativo.

Por lo tanto, cualquier confirmacion experimental de los
resultados obtenidos mediante esta simulacion de Montecarlo debe
tener en cuenta necesariamente la variacion de peso en el intervalo
9.90 - 10.00 g para un volumen de 100 mL, sin que sea necesario
incluir la temperatura del laboratorio.

En todo caso, los datos obtenidos muestran que el uso de
material clase B es aceptable para este tipo de andlisis.

5. CONCLUSIONES

La simulacion de Montecarlo es una poderosa herramienta
para identificar factores influyentes e intervalos en los que realizar
los ensayos de desarrollo analitico, pero, puesto que se trata de un
modelo matemdtico, debe ser confirmada experimentalmente y en
el enforno del proceso analitico completo, no sélo de la preparacion
de la muestra.

En cualquier caso, los resultados obtenidos confirman que
la simulacion de Montecarlo es una herramienta muy dtil en el en-
torno QbD analitico, especialmente en el Stage 3, ya que permite
el andlisis previo de las fuentes de variabilidad analitica y su im-
porfancia.

El desarrollo experimental posterior, necesario para la
confirmacion de la simulacion y, por lo tanto, para el proceso QbD
analitico, debe centrarse exclusivamente en el uso de las variables
puestas en evidencia con la simulacion de Montecarlo (en particular,
la variacion de peso de la muestra objeto de andlisis), ahorrando
asi recursos y tiempo que no aportan valor al proceso global del
desarrollo analitico.
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REVISION

RESUMEN

En esta anotacion se abordan los conceptos de nanometrologia y nanoanalitica resaltando la importancia de
las medidas y su trazabilidad metrolgica a nanoescala. Se hace hincapié en la naturaleza interdisciplinar tanto
de la quimica analitica como de la nanotecnologia. Esto requiere aunar los esfuerzos de diferentes campos,
e.g. quimica, medicina, farmacia, biologia, ingenieria de la ciencia de los materiales, para afrontar con garantia
los retos que se plantean en frentes diversos. Se comentan algunos apuntes acerca de los nanomateriales y na-
noparticulas de interés en el contexto bioanalitico y farmacéutico. En lo que respecta a los agentes terapéuticos,
los nanomedicamentos ayudan a superar las limitaciones de solubilidad, permeabilidad, biodisponibilidad, y
toxicidad de los enfoques convencionales, abriendo las puertas a las terapias de precision y a la medicina per-
sonalizada. Siendo uno de los objetivos de la quimica analitica la realizacion de andlisis a escala nanométrica,
también juega un papel como actor aportando su granito de arena en el concierto colectivo que tiene como
mision la salvaguarda de la salud humana.

ABSTRACT

This annotation addresses the concepts of nanometrology and nanoanalytics, highlighting the importance of
measurements and their metrological traceability at the nanoscale. The interdisciplinary nature of both analytical
chemistry and nanotechnology is emphasized. This requires joining the efforts of different fields, e.g. chemistry,
medicine, pharmacy, biology, materials science engineering, to face with guarantee the challenges that arise
on different fronts. Some notes about nanomaterials and nanoparticles of interest in the bioanalytical and
pharmaceutical context are commented. When it comes o therapeutic agents, nanomedicines help overcome
the solubility, permeability, bioavailability, and toxicity limitations of conventional approaches, opening the
door to precision therapies and personalized medicine. Being one of the objectives of analytical chemistry to
carry out analysis at the nanometric scale, it also plays a role as an actor do your bit in the collective concert
whose mission is to safeguard human health.
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1. INTRODUCCION

Compete a la metrologia analitica de los nanomateriales
suministrar informacion fidedigna que ayude a afrontar los proble-
mas de diversa indole que se plantean en la caracterizacion y control
de calidad de los nanomateriales en términos de dimensiones y atri-
butos permitiendo la trazabilidad metodoldgica que engloba a equi-
pos, productos y procesos, con obijeto de que se puedan asi superar
las barreras que operan en contra de sus aplicaciones en el mundo
real, e.g. clinicas. La caracterizacion de las inferacciones entre los
nanomateriales y biosistemas es fundamental de cara al desarrollo
de nanomedicinas terapéuticas y de elementos de diagnosticos efi-
cientes. En esta anotacion se perfila el papel de la nanometrologia,
siendo también la nanoanalitica objeto de tratamiento y estudio. El
desarrollo de métodos y estrategias analiticas ha contribuido a la
evolucion de la nanotecnologia, al aportar la quimica analitica so-
luciones diversas en el dmbito de los nanomateriales. Estos poseen
caracteristicas especificas, controldndose ademds los fenomenos que
transcurren a escala diminuta con dificultad. Los materiales meso-
porosos nanoestructurados de silice estdn adquiriendo una gran no-
toriedad. Los nanomateriales y las nanoparticulas estdn innovando
multitud de sectores industriales siendo la evaluacion de potenciales
riesgos asociados de una honda preocupacion social. Un “primer”
sobre nanomateriales y nanoparticulas en el que se incide en su rol
analitico da paso a su uso en el dmbito biomédico. Las limitaciones
intrinsecas de las terapias convencionales han impulsado notable-
mente el desarrollo de la nanomedicina. Los sistemas de liberacion
controlada de farmacos dominan la nanomedicina, al superar los
problemas (solubilidad, permeabilidad, disponibilidad) que afectan
a los agentes convencionales, aunque la regulacion debe necesaria-
mente evolucionar al ritmo en que lo hace la investigacion nanotec-
noldgica. El revolucionario concepto de laboratorio en un chip de
aplicaciones analiticas suministra una deteccion personalizada en el
punto de atencion. El novedoso concepto de medicina personalizada
o de precision tiene como objeto personalizar el tratamiento en fun-
cion de los atributos personales del paciente. La nanomedicina con-
tinua su andadura como campo multidisciplinario que integra la
biomedicina con las ciencias fisicoquimicas, la tecnologia farmacéu-
tica y la ingenieria de administracion de empresas con objeto de
mejorar la atencion médica y la medicina personalizada en beneficio
de la humanidad. La quimica analitica estd también abonada a esta
causa.

2. NANOMETROLOGIA

Nanometrologia es un término usado desde finales de los
afios 80 por Virdee (1). Nakayama et al, del Laboratorio Nacional
e Investigacion en Metrologia del Japdn, utilizan este término en
1992 en conexion con medidas de precision encaminadas a la de-
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terminacion de constantes fundamentales y comprobacion de la te-
oria fisica relacionada con el espaciado de la red de silicio y el cuanto
de flujo magnético (2, 3). La nanometrologia es la tecnologia de
medicion necesaria para investigar, desarrollar y verificar las carac-
teristicas de medicion de objetos o caracteristicas de objetos (instru-
mentos y patrones de materiales) con una incertidumbre expresada
en unidades de nanémetros o incluso menores (4, 5). En particular,
la nanometrologia adopta conceptos de los campos del andlisis del
tamaiio de particulas y de la quimica-fisica, entre otros. En 2005, el
Instituto de Fisica (IOP) del Reino Unido dedic6 un ndmero especial
de la revista “ Measurement Science and Technology” a la nanome-
trologia, conteniendo ocho articulos que cubrian sus aspectos rele-
vantes (6, 7). La necesidad de evaluar la incertidumbre del
procedimiento a nanoescala antes de adoptar una accion basada en
la medicion, es obvia. Ha de establecerse por tanto en las Normas
ISO una ruta claramente definida desde las unidades SI hasta la
medicion en la muestra, que permita la caracterizacion de materiales
en términos de dimensiones y de atributos como masa y propiedades
eléctricas (8-10). Las compaiiias farmacéuticas pronto querrdn uti-
lizar ingredientes que tendrdn que medirse en términos de muy
pocas millonésimas e incluso billonésimas de gramo, para lo que es
necesario estar preparados para pesar esas sustancias con ese tipo
de precision (2). Las nuevas revoluciones tecnoldgicas en ciencias,
i.e. Industria 4.0, 2° revolucion cudntica, internet de las cosas (loT),
y campos de creciente expansion como los de la nanotecnologia o la
biotecnologia exigen mediciones mucho mds exactas y fiables (2).
La nanometrologia debe contemplarse como una parte
indispensable de cada tipo de nanotecnologia. Toda actividad en el
dmbito de la ciencia y la tecnologia debe vincularse con mediciones
de referencia con objeto de garantizar que los resultados cuantita-
tivos sean comparables y los productos intercambiables (2). Esta tra-
zabilidad metodoldgica establecida, que lleva aparejada una
adecuada estandarizacion para permitir la calibracion de equipos y
la evaluacion de la conformidad de nuevos productos y procesos, se
crea y supervisa por los organismos pertinentes “National Physical
Laboratory’ (NPL, Reino Unido), NIST o “ Physikalisch-Technische
Bundesanstalf' (PTB, Alemania) (11). La legislacion (armonizada)
centrada en la nanotecnologia estd experimentando un cambio a
nivel mundial, ya que la estandarizacion deja de ser voluntaria para
convertirse en obligatoria (12). El proyecto Co-Nanomet de la Co-
mision Europea constituye un ejemplo de la importancia de la na-
nometrologia en el control de calidad a nanoescala (13). Las
actividades y logros de la estrategia y politica industrial de la Union
Europea hacen referencia al desarrollo de: i) nanotecnologia di-
mensional; ii) nanotecnologia quimica; iii) nanotecnologia de peli-
cwla delgada; iv) nanotecnologia mecdnica; v) nanotecnologia de
maferiales estructurados; vi) nanotecnologia eléctrica; vii) nanotec-
nologia bioldgica; y viii) simulacion y modelado para nanotecnolo-
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3. NANOANALITICA

La quimica analitica dedicada a los objetos nanométricos
ha sufrido un considerable desarrollo en las dos Gltimas décadas
(14-15). La evolucién de la nanotecnologia en si se ha producido
en parte gracias al desarrollo de los métodos y estrategias analiticas
consiguientes (16). El término “nanoanalitica”, propuesto por Zo-
lotov en 2007, se ha relacionado en general con el campo del and-
lisis de microdreas de superficie, interfaz y peliculas finas (17). La
"caracterizacion de nanomateriales" puede entenderse como un en-
foque de rutina con cierfo énfasis en la precision de los instrumentos
y las habilidades prdcticas personales, en comparacion con la "na-
noanalitica”, en la que prima el conocimiento fundamental de des-
arrollo y validacion de metodologias, fisica, quimica, bioquimica y
nanociencia. La caracterizacion robusta y precisa de las interacciones
entre los materiales de nanoingenieria y los biosistemas, por ejem-
plo, es vital para el desarrollo de nanomedicinas terapéuticas y de
diagndstico sequras y eficientes (18).

El progreso global en el dmbito de los nanomateriales hi-
bridos (orgdnicos/ inorgdnicos) hace posible disponer de dispositivos
de laboratorio en chip, sistemas analiticos miniaturizados (11-TAS),
dispositivos de microfluidos, bioensayos basados en nanoparticulas,
biosensores electroquimicos, y dispositivos para monitoreo clinico y
ambiental (14). Dichos adelantos son dificiles de imaginar sin las
soluciones que aporta la quimica analitica. La interconexion de na-
nosensores y nanodispositivos con Internet ha llevado al desarrollo
de un estdndar de Gltima generacion basado en la loT denominado
“Internet de las nanocosas” (IoNT) (19). La produccién en masa de
sistemas basados en nanotecnologia pone en adicion de relieve las
limitaciones fisicas de variadas técnicas de caracterizacion, ya que
los nanofendmenos que transcurren a esa diminuta escala se con-
trolan con dificultad (14). Es por lo que han de definirse con daridad
determinadas funciones descriptivas de los nanoobjetos y metodo-
logias analiticas relacionadas con la nanocaracterizacion de dichos
materiales, asi como la estimacion de su trazabilidad y las estrate-
gias de validacion consiguientes (14). Dado los aspectos multidisci-
plinarios de la nanociencia y la nanotecnologia no todos los grupos
de investigacion tienen fdcil acceso a una amplia gama de instala-
ciones de caracterizacion. Muy a menudo se hace necesario un en-
foque de caracterizacion integral, lo que requiere la combinacion
de técnicas de forma complementaria (20). En este contexto, es de-
seable conocer las limitaciones y fortalezas de las diferentes técnicas,
para saber si en algunos casos el uso de solo una o dos de ellas es
suficiente para brindar informacion confiable al estudiar un pard-
metro especifico (por ejemplo, tamaiio de particula). El contar con
directrices adecuadas para la eleccion de ensayos o plataformas na-
noanaliticas para la caracterizacion completa de nanomateriales
sigue siendo un reto (15).

La nanoanalitica se mueve en tres direcciones: (i) aplica-
cion de varios tipos de nanotecnologias en quimica analitica; (ii)
aplicacion de diversos nanoobjetos como herramientas de andlisis
quimico; (iii) andlisis quimico de los propios nanoobjetos mediante
métodos quimicos y fisicos y los correspondientes problemas metro-
dgicos (14, 21-23). En el nanoandlisis se distinguen principalmente
dos estrategias conceptuales diferentes, la primera engloba los mé-
todos para estudiar la morfologia o composicion exclusivamente
elemental de muestras de base nano. Otra estrategia menos utili-
zada en nanoanalitica y nanoandlisis consiste en combinar varias
funciones en una metodologia (14). Este segundo supuesto permite
estudiar la composicion quimica de las superficies de base nano
combinada idealmente con un estudio de su morfologia de una ma-
nera integral, e.g. (24).

La necesidad de contar con una definicion de las activida-
des relacionadas con la caracterizacion de nanoobjetos se debe a
las caracteristicas analiticas especificas de estos frente a los enfoques
convencionales (25). La nanoanalitica, en una primera aproxima-
cion, contempla dos dmbitos: (i) el primero hace referencia a los
métodos de caracterizacion y observacion de nano-objetos, (i) el
segundo, utiliza nano-objetos o nanoestructuras con el fin de des-
arrollar nuevas herramientas para el estudio de analitos que no
son especificamente nanoobjetos (26). Este Gltimo apartado se re-
laciona con nanosensores, elecirodos nanoestructurados o nanoca-
nales cromatogrdficos para andlisis elemental o biomolecular
(15-16). El desarrollo de dicha instrumentacion se encuentra con-
dicionado por la caracterizacion previa de los nanocomponentes de
estos sistemas. Asi, en todos los casos, la nanoanalitica implica la
caracterizacion de nanoobjetos, definiéndose el rango de investi-
gacion asociado desde el sub-nandmetro hasta el micrometro.

En este rango, resulta posible no solo la caracterizacion
de los nano-objetos, sino también el estudio de su comportamiento.
En particular, se pueden investigar todos los fendmenos que con-
ducen a un cambio de tamafio: disociacion (nanoobjetos nanoen-
samblados), disolucion (nanoparticulas inorgdnicas), degradaciones
(especialmente para nanofibras / nanotubos, nanoparticulas com-
puestas o estructuradas y cualquier objeto de materia “soft”), aglo-
meracion / agregacion entre nanoobietos, etc (26). La estrategia
de investigacion debe permanecer abierta al andlisis elemental y
molecular en el compartimento disuelto. Los enfoques nanoanali-
ticos y analiticos convencionales se complementan, constituyendo
los primeros una parte integral de la quimica analitica. Uno de sus
capitulos, la creacion y desarrollo de métodos y herramientas utili-
zados en el estudio de los nanoobjetos (e.g. microscopia de fuerza
atémica, microscopia electronica de tinel de barrido, efc ) interesa
a los expertos en nanomateriales y nanotecnologias (27). El objetivo
del otro es utilizar nanoestructuras para la creacion de nuevas he-
rramientas para el andlisis quimico en las condiciones habituales,
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e.g., columnas monoliticas con nanocanales para cromatografia. Las
nanoparticulas de oro con superficies modificadas ya se utilizan en
diferentes métodos de andlisis (26). También se han propuesto nu-
merosos sistemas de administracion de farmacos con posibles apli-
caciones clinicas basados en nanoparticulas de oro, aunque adn no
han sido objeto de comercializacion (28).

La naturaleza interdisciplinar de la quimica analitica no
puede dejar de lado el poder de atraccion y los avances de la nano-
tecnologia (29). La resultante es la aparicion del término “nanoa-
nalitica”; una ojeada a la bibliografia aboga por la definicion que
sigue: “La nanoanalitica es una parte de la quimica analitica que
desarrolla los principios y métodos de aplicacion de las nanotecno-
logias y las propiedades inusuales de los objetos nanométricos en
el andlisis quimico (30)". Conforme a esta definicion podemos iden-
tificar y comprender cudles son los problemas y como resolverlos te-
niendo en cuenta el concepto, los elementos y las peculiaridades de
la nanoanalitica. En la Tabla 1 se muestran algunas de las defini-
ciones propuestas de la nanoanalitica (17, 26, 30-32). La impor-
tancia de estos temas queda reflejada en las jornadas, congresos y
Workshops que tienen lugar sobre nanotecnologia analitica, farma-
céutica y biomédica, como se muestra en la Tabla 2. Rios et a/. han
introducido el término “metrologia analitica para nanomateriales”,
que frata con las medidas que tienen como objeto el nano mundo
con propdsitos analiticos (23, 33). Los principios de la mefodologia
son idénticos como hemos subrayado en la seccion previa, pero ne-
cesitan ser adaptados a las situaciones particulares de medida de
los nanomateriales.

. ANAlESI

RANF

4. NANOMATERIALES Y N,ANOPARTiCUI.AS EN EL AMBITO
BIOANALITICO Y FARMACEUTICO

Los nanomateriales se pueden dasificar segin su origen
en naturales, incidentales o antropogénicos y fabricados de forma
intencional (2). Conforme a su naturaleza se dividen en orgdnicos,
inorgdnicos e hibridos. En lo que respecta a su dimension son cero-
dimensionales, unidimensionales, bidimensionales o tridimensio-
nales y atendiendo a su estructura pueden ser homogéneos y
heterogéneos. Las aplicaciones de nanomateriales y nanoparticulas
se hacen patentes en muchas dreas: electronica, catdlisis, fotocatd-
lisis, optica, biologia y medicina. .. Una prueba reciente es el éxito
conseguido con los nanovectores de administracion en las vacunas
CovID-19.

El término “engineered material’ se usa para describir
materiales fabricados por el hombre producidos en nanoescala (34-
36). Los nanomateriales mds comdnmente usados son nanoparti-
culas, puntos cudnticos, puntos de carbono, grafeno, nanotubos de
carbén y nanocompositos (nanocomposites) que han encontrado uso
en diferentes aplicaciones bioanaliticas tales como diagndstico, bio-
sensores, liberacion de fdrmacos, imagen y terapia fototérmica en
cdncer (37). Aprovechar las propiedades novedosas y las dimensio-
nes favorables de los nanomateriales es de vital importancia en las
técnicas analiticas en las que se desea una mayor sensibilidad, me-
nores tiempos de andlisis, mayores eficiencias en la extraccion y pe-
queios impactos ambientales (38). Estas propiedades distintivas de
los nanomateriales se han utilizado para mejorar aplicaciones in-

Tablal. Algunas de las definiciones de “nanoanalitica”

Autor

Definicién

Sergei Shtykov (31) La nanoanalitica es una parte de la ciencia de diagndstico que construye los estdndares y técnicas para la aplicacion de las

nanotecnologias y las propiedades sorprendentes de los objetos de tamaiio nanométrico en el examen sintético.

S. Faucher et al. (26) La nanoanalitica es una disciplina cientifica que desarrolla y aplica métodos, instrumentos y estrategias para obtener in-
formacién sobre la composicion quimica y la naturaleza fisica y quimica de la materia en forma de objetos de tamaiio na-
nométrico, en el espacio y el tiempo, asi como sobre el valor de estas mediciones, es decir, su incertidumbre, validacion y/o

trazabilidad de acuerdo con estdndares fundamentales.

S. Shiykov (30) La nanoanalitica es un drea de la quimica analitica que desarrolla los principios y métodos de aplicacion de las nanotec-

nologias y las propiedades especificas de los objetos a nanoescala en el andlisis quimico.

S. Shiykov (32) La nanoanalitica es una parte de la quimica analitica que desarrolla los principios y métodos de aplicacion de las nanotec-

nologias y las propiedades inusuales de los objetos de tamafio nanométrico en el andlisis quimico.

YuA. Zolotov (17) La nanoanalitica consta de dos partes. Una de ellas interesa, en primer lugar, a los expertos en nanomateriales y nanotec-
nologias, ocupdndose de la creacion y desarrollo de métodos y herramientas utilizadas en el estudio de nanoobjetos, como
la microscopia de fuerza atémica, la microscopia electronica de barrido de tinel y otras. El objeto de la segunda parte es

utilizar nanoestructuras para la creacion de nuevas herramientas para el andlisis quimico en condiciones habituales.
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Tabla 2. Jornadas, Congresos o Workshops seleccionados sobre Nanotecnologia Analitica, Farmacéutica y Biomédica

Conferencia / Congreso / Taller

Fecha Pais

6™ edition of World Nanotechnology Conference. Pharmaceutical Nanotech-
nology

April 24-26 (2023) Otlando (FL-USA)

International Conference on Nanobiotechnology and Pharmacy

February 11-12 (2023)

Kuala Lumpur (Malasia)

4™ International Conference on Pharmaceutical Nanotechnology and Nano-
medicine. Bionanointeractions and nanotoxicology

16-17 Sept (2022) Richmond (VA-USA)

International Congress on Analytical Nanoscience and Nanotechnology X
NyNA

5-8 Sept (2022) Ciudad Real (Espaiia)

6" International Conference: Analytical and Nanoanalytical Methods for Bio-
medical and Environmental Samples IC-AMBES 2022

June 8-10 (2022) Brasov (Romania)

2" International Nanoscale Analytical Workshop

May 18-21 (2022) Munich (Germany)

ALTECH 2021 — Analytical Techniques for Precise Characterization of Mate-
rials. Nanomaterial and Advanced Characterization.

May 31- June 3 (2021)

Groningen (The Netherlands)

11 th European and Global Summit for Clinical Nanomedicine, Targeted De-
livery and Precision Medicine. The Building Blocks to Personalized Medicine

Sept 2-5 (2018) Basel (Switzerland)

Nanoanalytics Workshop, Techniques, Methods and Applications & ICAN

Nov. 17-18 (2016) University of Duisburg-Essen (Germany)

novadoras en la preparacion, separacion y deteccion de muestras
en quimica analitica.

La sensibilidad y la relacion sefal-ruido de muchos sen-
sores quimicos mejoran significativamente con el uso de nanoma-
teriales (39). Entre los nanomateriales fluorescentes estudiados, los
puntos de carbono (carbon dots, (D) han atraido una atencién cada
vez mayor debido a sus notables ventajas en términos de caracte-
risticas de imagen, elevada carga de farmacos y baja toxicidad, y
por tanto han pasado a ser los candidatos mds atractivos en el
campo de la terandstica guiada por imdgenes (40). Encuentran asi-
mismo aplicacion en el campo de los sensores, en la foto/electroca-
tdlisis y en técnicas de separacion (41-42). En nanotecnologia se
trabaja hoy con nanoparticulas, particularmente nanotubos de car-
bono, como adsorbentes en fases estacionarias cromatogrdficas, do-
tdndolas de funciones diversas o como componentes de polimeros
(43-44). Los nanomateriales son importantes en el desarrollo de
enfoques analiticos sensibles y selectivos para la deteccion de mal-
tiples dianas, en particular patdgenos, contaminantes ambientales
y bioldgicos, sustancias peligrosas, drogas de abuso y marcadores
bioldgicos asociados con enfermedades (45). Es de prever que las
nanozimas (enzimas artificiales) combinadas con amplificacion de

senales sustituyan a las enzimas, mds costosas, en el desarrollo de
ensayos sensibles y especificos para alimentos (45).

El uso del término nanoparticula comenzo a hacerse pa-
tente en los campos de la inmunologia y farmacia antes que en el
de quimica (46-47). En 1979 Jorg Kreuter et al. describen nanopar-
ticulas de poli(metil-2-14C-metacrilato) en referencia a particulas
orgdnicas poliméricas para liberacion de farmacos. La respuesta
bioldgica a los nanomateriales depende de muchos facturas (nivel
de exposicion, acumulacion sistémica o perfiles de excrecion, distri-
bucion de tejidos y drganos, y la edad del sujeto), que deben tenerse
en cuenta al disenar nanomateriales para uso clinico con el objetivo
de minimizar la toxicidad de las nanoparticulas (47-48). La nano-
medicina tiene como objeto “averiguar el seguimiento, control, cons-
truccion, separacion, diferencia y mejora integral de todos los
sistemas bioldgicos humanos, trabajando desde el nivel molecular
utilizando dispositivos y nanoestructuras disefiados, en Gltima ins-
tancia, para lograr un beneficio médico (47-49). Desde 1989, el ni-
mero de aplicaciones y productos farmacéuticos aprobados basados
en nanotecnologia ha aumentado de forma significativa. En las dl-
timas dos décadas, unos ochenta productos de nanomedicina han
sido aprobados para su comercializacion por la Administracion de
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Drogas y Alimentos (FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA) (50). Las nanoestructuras comercializadas actualmente in-
cluyen nanocristales, liposomas y nanoparticulas lipidicas, nanofdr-
macos poliméricos PEGilados, otros polimeros, nanoparticulas
basadas en proteinas y nanoparticulas basadas en metales (51).
Los sistemas de administracion de frmacos dominan ahora la na-
nomedicina, con ingresos que representan mds del 75 % de las ven-
tas totales, superando los problemas de solubilidad, permeabilidad,
disponibilidad y toxicidad que supone el uso de los agentes conven-
cionales, que adolecen de una farmacocinética deficiente (52). Tras
tres décadas, los liposomas son todavia las plataformas de mds éxito
comercial: “It is important to continue pushing grand challenges
and engaging in some level of blue skies research that can propel
the field forward” (53). Por otra parte, la medicina personalizada
o de precision es un concepto novedoso que tiene como objetivo in-
dividualizar/ personalizar el manejo terapéutico en funcion de los
atributos personales del paciente (54). Las nanoparticulas permiten
superar las barreras bioldgicas (sistémicas, microambientales y ce-
lulares) que son heterogéneas entre las poblaciones de pacientes y
las enfermedades, a través de terapias de precision, en las que las
intervenciones personales han mejorado la eficacia terapéutica (34).

Existe un interés creciente en el dmbito de la investigacion
biomédica por los materiales silice mesoporosos nanoestructurados,
campo en el que Maria Vallet-Regi et a/ han destacado de manera
muy especial (48, 55-59). Estas biocerdmicas bioactivas y biocom-
patibles permiten regenerar tejidos dseos y actoan también como
sistemas de liberacion controlada. Es necesario modificar quimica-
mente la superficie de los nanomateriales y nanoparticulas para
que no sean eliminadas por el sistema inmunolégico. Se favorece
asi la adsorcion de biomoléculas (péptidos), proteinas o factores de
crecimiento. En el disefio de biomateriales inteligentes el farmaco
se libera bajo un estimulo externo. Se estd en el camino de adecuar
las propiedades favorables de estos materiales mesoporosos nano-
estructurados a la resolucion de problemas clinicos reales.

Los polimeros impresos molecularmente son materiales
altamente reficulados que tienen regiones de union especifica a una
molécula deseada (60). Entre sus diversas formas fisicas (monolitos,
geles, membranas, particulas en micro y nano escala) las nanopar-
ticulas con impresion molecular han llamado la atencion de los in-
vestigadores dada su fdcil preparacion y cinética de reconocimiento
rdpida hacia el compuesto objetivo (61). En adicion los polimeros
impresos molecularmente se pueden preparar en nanoescala como
materiales compuestos utilizando nanoparticulas, nanotubos de car-
bono, grafeno y arcilla (62).

Los nanomateriales estdn innovando multitud de sectores
industriales, aunque las consecuencias de su exposicion adn no se
han establecido claramente. La evaluacion de los riesgos potenciales
para la salud humana y el medio ambiente derivados de la expo-
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sicion a las nanoparticulas es un tema de preocupacion social (63-
65). Donaldson et a/. acuiié por primera vez en 2004 el término
nanotoxicologia, enfocado al estudio de la toxicidad inducida por
nanoparticulas (65). Las metodologias analiticas usadas en la va-
loracién de la toxicidad han sido objeto de revision (66).

En la nanobioelectronica los nanomateriales se aplican a
la determinacion de biomoléculas, y es un campo en rdpido des-
arrollo destinado a integrar nano y biomateriales con transductores
electronicos (44, 67). Estos incluyen los llamados dispositivos mi-
crofluidicos de laboratorio en un chip, bioensayos basados en na-
noparticulas, la deteccion bioelectronica de biomoléculas, como
dcidos nucleicos y proteinas, dispositivos de deteccion electroquimica
para monitoreo dinico y ambiental, bioespecies in vivo, biosensores,
etc. Estos desarrollos suponen una inestimable ayuda a la quimica
analitica de cara a la bisqueda de soluciones adecuadas a los nue-
vos problemas y desafios que se plantean de forma continua (68).

El progreso acelerado y las innovaciones llevadas a cabo
en las aplicaciones bioanaliticas basadas en tecnologia de telefonia
movil dan comienzo a una nueva era de asistencia sanitaria. Existen
mds de 5 mil millones de usuarios de teléfonos mdviles en el mundo,
por lo que el laboratorio de interfaz en un chip de aplicaciones bioa-
naliticas que utilizan teléfonos mviles es un concepto realmente
revolucionario y proporciona una deteccion personalizada en el
punto de atencion del analito objetivo (69-72).

5. COMENTARIOS FINALES

La brecha existente entre la ciencia bioanalitica bdsica y
las aplicaciones de la nanotecnologia en el mundo real constituye
un reto a superar (50, 73-74). La crisis que involucra la traduccion
de hallazgos cientificos en un entorno de laboratorio a biomarca-
dores de enfermedad, potenciales tratamientos y aplicaciones clini-
cas es real (75). El Valle de la Muerte (VoD) refleja una serie de
desafios a los que se enfrentan las empresas de base tecnolégica
durante sus primeras etapas de desarrollo (76). La adopcidn de ini-
ciativas y el establecimiento de estrategias de cooperacion inferna-
cional facilita a la industria farmacéutica la travesia del VoD. El
desarrollo del drea confronta también desafios significativos a nivel
regulatorio (77-81). El colapso financiero, los costes elevados aso-
ciados con el proceso de | + D, el acceso complicado a los fondos,
la incertidumbre sobre los rendimientos esperados y los extensos
procesos regulatorios gubernamentales no disuaden a los inverso-
res. Esto sugiere que la nanomedicina tiene ante si un futuro bri-
llante y en expansion pudiendo decirse que ha alcanzado la mayoria
de edad (82).

La regulacion debe necesariamente evolucionar; dado que
la investigacion en nanotecnologia va mds rdpido que la dindmica
de la regulacion, la brecha entre ellos es cada vez mayor. Tanto la
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FDA como la EMA son miembros del “ Innovation Task Force” (ITF),
grupo internacional y multidisciplinario que incluye competencias
cientificas, regulatorias y legales para productos de nanotecnologia.
Si bien las agencias reguladoras establecen pautas para favorecer
|a traduccion de los nanomateriales desde el “banco” hasta la “ca-
becera”, pocas nanomedicinas consiguen superar esa brecha (83).
Una mejor caracterizacion puede contribuir a superar los obstdculos
al incrementar asi el conocimiento global sobre el propio nanoma-
terial, reforzando en adicion la confianza en términos de reprodu-
cibilidad de lote a lote de nanoobjetos tan complejos. Las demandas
de informacion analitica sobre los nanomateriales, e.g. el “Sistema
de Descripcion Uniforme de Materiales a Nanoscala”, Version 2.0
(CODATA), el REACH (Registro, Evaluacion, Autorizacion y Restric-
cion de Productos Quimicos) y el CPL (Clasificacion, Etiquetado y
Envasado) han dado lugar a la aparicion de un campo especializado
que involucra a la quimica analitica en gran medida, pero que es
al mismo tiempo altamente interdisciplinar (84).

Las limitaciones intrinsecas de las terapias convencionales
y la elevada mortandad de los casos de cdncer ha impulsado el des-
arrollo de la nanomedicina. El campo de la nanomedicina ha in-
fluido notoriamente en dreas de investigacion tales como la
administracion de farmacos, el diagndstico, la terasndstica y la me-
dicina regenerativa, en la que los biomateriales tienen tanto que
decir (48, 57). Los sistemas de liberacion controlada superan la dis-
tribucion sistémica inespecifica y las concentraciones inadecuadas
de farmacos en el sitio del tumor, la citotoxicidad intolerable en te-
jido sano, y la resistencia a los farmacos (47-48, 85). Los intensos
esfuerzos de los investigadores de diferentes campos de la ciencia,
como la quimica, la medicina, la farmacia, la biologia y la ingenieria
de la ciencia de los materiales, creando un circuito de retroalimen-
tacion entre el banco (bench) y el mercado (market), contribuirdn
a hacer disponibles comercialmente en un futuro los productos ba-
sados en nanomateriales en ciencias bioanaliticas y de atencion mé-
dica. Como comenta recientemente Carmen Avendaiio en los Anales
de la Real Academia Nacional de Farmacia (en referencia a los Pre-
mios Nobel de 2015) la Biologia invade la Quimica y la Quimica
invade la Medicina (86). Una cita de Paul Langevin (1872-1946),
fisico francés, nos recuerda que corresponde al cientifico una im-
portante mision: “If we did not do our scientific work someone else
would; but if we neglected our social responsibilities as scientists,
there would soon be no science” (87).

La Quimica Analitica en particular también se enfrenta a
problemas y retos de una enorme trascendencia. George Whitesides
(Google Scholar; citas 379.881, indice-h: 282, indice i-10: 1481),
quimico especialista en “soff lithography” (litografia suave con el
uso de materiales elastomeros) se decdlara admirador de la Quimica
Analitica, y recientemente en 2013 ha dicho: “La quimica analitica
es extremadamente importante, probablemente incluso mds impor-
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tante de lo que creen los quimicos analiticos. Todo en ciencia re-
quiere medicion; los quimicos analiticos son expertos en la ciencia
de la medicion, no solo en determinar las estructuras de moléculas
y la composicion de mezclas de moléculas” (88). La capacidad de
analizar nanoparticulas se desarrolla a la par que la fabricacion de
estas. Esto significa que, para fabricar nanomateriales reproducibles
para el andlisis, es fundamental poder realizar andlisis a escala na-
nométrica, pudiendo la quimica analitica aportar en este sentido
su granito de arena (21, 33, 45, 89-90).
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