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Introduccion 2

La investigacion biofarmacéutica relaciona una serie de pardmetros importantes que

involucran las propiedades fisicas y quimicas del farmaco en investigacidn.

El clonixinato de lisina es un analgésico anti-inflamatorio no esteroidal que hizo su aparicion
en el mercado nacional en el afio de 1995 y que requirio de la determinacién de la constante
de acidez ( pKa ) y del coeficiente de reparto { Kp) para ser evaluado en su fase inicial y desde
¢l punto de vista biofarmacéutico, ya que no se encontraron datos que hablaran sobre éstos dos
pardmetros.

Existen diferentes métodos para la determinacién de la constante de acidez y dentro de los
mds comunes tenemos:

{. Potenciometria.

2. Perfil de pH vs. solubilidad

3. Espectrofotometria.

Debido a la 2 nuestras limitaciones en el equilibrio y por 1as propiedades fisicoquimicas del
principio activo se determind esta constante por ¢l método espectrofotometrico.

Para nuestros fines, por el ficil acceso de los reactivos y por la disponibilidad de el
instrumento de andlisis.Para la determinacion del coeficiente de reparto ( Kp ), se utilizé la
relacién [Octanol)/[Agua] e! instrumento de andlisis usado fue la espectrofotometria UV-
Visible

A los resultados obtenidos en ambas determinaciones, se les realizaron las pruebas estadisticas
correspondientes, que incluyeron pruebas de linearidad del sistema, precision del sistema e
int¢rvalo de confianza.
Se encontraron valores de pKa de:
1. Primera derivada 5.5%0.0.
2. Meétodo de las pendientes 5.625 *0.31
Se encontraron valores de Kp de:
2.69*0.511.
lo que ayudd para los andlisis subsecuentes sobre éste farmaco.
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Objetivos 4

Objetivo General:

Evaluar en su fase inicial y desde el punto de vista biofarmacéutico al
clonixinato de lisina, sobre algunos de sus parametros fisicoquimicos y
coadyuvar con estos datos a otras lineas de investigacién en Biofarmacia con

éste mismo farmaco.
Objetivo Particular:

Determinar pKa y el coeficiente de reparto ( Kp ) del Clonixinato de Lisina ,

usando como método analitico la espectrofotometria UV- Visible.
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E¥hombre ha experimentado a través del tiempo la sensacion de dolor en todas sus formas y
wesiantes. Por esta razén se ha dedicado a la busqueda de nuevos analgésicos, con mayor
efectividad y menor toxicidad. Varios compuestos quimicos son utilizados para aliviar el
dilor somitico, dependiendo de su intensidad, duracién y naturaleza de la causa que lo

peovoca.(2)

Un analgésico, €s un compuesto capaz de aliviar el dolor sin causar pérdida de la conciencia

del individuo. Los analgésicos se subdividen en dos grupos principales:
i.De acuerdo a su mecanismo de accidn
2.Sobre el tipo de dolor.(2, 10, 9)

El mecanismo de accion de los antiinflamatorios no esteroidales (como los corticoides)
_inhiben la liberacién del dcido araquidénico de las reservas de fosfolipidos, otros inhiben a las
ciclooxigenasas responsables de la sintesis de las prostaglandinas y sustancias relacionadas.

Este es el caso del Clonixinato de Lisina. (2, 10)

Los analgésicos no narcéticos ( no esteroidales ), generalmente alivian dolores suaves y como
prototipo incluyen a la aspirina.Los analgésicos narciticos (opiodes), son utilizados para
aliviar dolores moderados a fuertes, dentro de los cuales se encuentra la morfina como
prototipo.

Actvalmente se dedica un considerable esfuerzo a la busqueda de sustancias que produzcan
efoctos terapéuticos mas selectivos, actuando a diferentes niveles de las viss de biosintesis de
tas moléculas que participan en los procesos nociceptivos y que puedan tener mayor eficacia y
seguridad, asi como menor toxicidad. El Clonixinato de Lisina, es un analgésico-
antinflamatorio no esteroidal de reciente aparicién en el mercado, que dentro de los
analgdsicos pertenece al grupo de los fenamatos, éste debe cumplir con todos los
requerimientos desde el punto de vista regulatorio, tanto en la etapa de preformulacién,
estadios preclinicos (en animales y humanos) y clinicos, tales como farmacocinéticos ,
farmacodindmicos, toxicoldgicos, biofarmacéuticos, etc.(11,)

p————————
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Si bien en el orden de las primeras etapas de investigacidn y el tiempo en que se realiza ¢l

estudio y ¢! desarrollo de un medicamento nuevo varia en gran medida.

La primera etapa que observamos dentro de la investigacion preclinica del esquema de

investigacién y desarrollo se denomina etapa de exploracién.(11)

Area Preclinica.(11)

Administrativa

Investigacion de mercados,

Finanzas.

Documentacion. Patentes.,

ETAPA— EXPLORACION DEFINICION FASE O (Cero)
AREA |
Descubrimiento, Sintesis, Intermediarios Procesos
Quimica Caracterizacion, Radiofarmacos Estabilidad
Purificacion.
Biolégica: Cervimiento DE 50/ DL S0 Farmacologia detallada.
Farmacologia, Farmacolégico *CADME 6 *LADME Toxicologia especial
Toxicologia, Corto plazo *CADME
Biofarmacia
Preformulacién Formulacién Estabilidad
Farmacéutica Seleccion de forma Seleccion de empaques
Farmacéutica
Determinacién de Plan de Evaluacién Protocolos Clinicos
Meédica necesidades terapéuticas. ' Clinica. Etiquetas.
Estrategias. Planeacidn. Control,

Interés,Internacional

.Tramites, Regulatoriocs.

Esquema 1. Esquema general de actividades tipicas para la investigacion y el desarrollo de

un medicamento nuevo.

* CADME = C, Absorcidn, Distribucién, Metabolismo, Excrecién

*LADME = L, Absorcion, Distribucién, Metabolismo, Excrecidén
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Area Clinica.(11)
W FASE 1 FASE I FASE Il FASE IV
AREAL
Escalacién. Disefio de Planta | Construccién Inventarios.
Quimica Proveedores. Especificaciones de planta. Produccién
Control. Produccion normal.
Biglégica: Mecanismo de Interaccion de Estudios Toxicidad
Farmacologica accién Farmacos. especiales, aguday
Toxicologia. Teratogénesis Toxicidad Toxicidad subaguda a
Toxicomania Crénica. Cronica combinaciones
Escalacién Extensiones Transferen- Mejoras.
Farmacéutica | Material clinico Empaques cias de Diferenciacién
Estabilidad. Documentacién.| tecnologia Ampliaciones.
Extensiones.
Farmacodinamica Eficacia Multicéntricos | Ampliaciones
Farmacocinética Tolerancia comparativos. Promocién
Meédica Biodisponibilidad prolongada | Documentacién | Interacciones.
Tolerancia. Estudios
especiales.
Definicidn de Planeacién Tramites Evaluacion de
Administrativa recursos Documentacién | regulatorios. resultados.
Control Registro Plan de Ampliaciones
internacional. lanzamiento. Extensiones.

Esquema 2. Esquema general de actividades tipicas para la investigacion y desarrolio de un

medicamento nuevo.

Las dreas y etapas donde impactan los estudios de determinacion de constantes fisicoquimicas

(pKa, Kp) , son aquellas que se encuentran resaltadas en las figuras 1 y 2.
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El grado al cual se ioniza un farmaco en medio acuoso, depende de tres factores:

1. El pKa.
2. El pH del medio en que se encuentra,
3. La solubilidad de la sustancia en el medio (polar - no polar)

Estos factores intervienen en la difusion de los firmacos a través de las membranas y su

relacion esta descrita por la ecuacién de Henderson - Hasselbach. (20, 3)
[Forma ionizada]
pH - pKatlog / [Forma no ionizada]

Cohe mencionar que en el caso en que la relacion de las formas ionizada y no ionizada es
igual 2 la unidad, el pKa es igual al pH, es decir, que el farmaco se encuentra ionizado en un
50%. (20)
Asi mismo una molécula difundira a través de una membrana de acuerdo a su coeficiente de
reparto y los pardmetros que afectan el paso del farmaco son:

1. El coeficiente de reparto entre la membrana lipidica.

2. El pH de las fases acuosas situadas entre un lado y otro de la membrana.

3. La concentracién de iones a un lado y otro de la membrana.

4. La solubilidad intrinseca de la sustancia.

goeficiente de reparto esta definido por la relacidn:

[Conc. total sustancia en fase orgénica]
K p= / [Conc. total sustancia en fase acuosa)

La pasticion liquido - liquido, es un proceso de distribucién de una sustancia disuelta en una
fase Mquida, que se pone en contacto con una segunda fase liquida inmiscible con la primera,

donde la sustancia serd transferida de una fase liquida a otra por contacto, de acuerdo a su

soibilidad en dicha fase. (5)

|
F#
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Datos fisicoquimicos del Clonixinato de Lisina.

¢ Propiedades Fisicas:
- Es un polvo fino, seco, color blanco - crema , de olor caracteristico

muy irritante y picante de sabor amargo.(14).
- Punto de fusién de 214°C. (25)

o Propiedades Quimicas:

Es un compuesto soluble en agua, metanol y soluciones alcalinas
diluidas, ligeramente soluble en etanol, pricticamente insoluble en tolueno, cloroformo y

acetona.(14)
* Nombre Quimico:
2-[N-(3-cloro-2-metil-fenil)-amino] nicotinato de lisina.(16)
¢ Peso Molecular: 408.4g / mol.

o Formula Condensada: Cw st 04N, Cl

+ Fomula Semidesarrollada (16);

N z /@m
Ol &

COO- *NH3-CH 2-CH2-CH-CH2-C-H

+NH3
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Las constantes termodindmicas, son constantes reales que dependen de la temperatura y la
actividad de los solutos , puesto que se ha tomado la solucidn infinitamente diluida como el

estado en que los coeficientes de actividad tienen el valor de la unidad .(5)

Lo que determina el valor del coeficiente de actividad, es la fuerza 16nica y no la naturaleza
del electrolito en solucion, ademas el coeficiente de reparto, depende de la magnitud de la

carga eléctrica del ion pero no de su signo.(5)

Los coeficientes de actividad dependen del tamaiio de los iones hidratados y en general, la
presencia de iones tendra un menor efecto sobre la actividad de una molécula neutra que sobre

la de otro electrolito. La actividad se expresa en las mismas unidades que la concentracién. (7)
La fuerza iénica (), mide la magnitud de la carga de los iones.
p='h+ZiCi Zit Donde: Ci = Concentracién molar.

Zi = Carga de cada especie idnica

presente en la solucidn.
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Métodos para la determinacion de la constante de acidez

1. Potenciometria: La determinacién potenciométrica de las constantes de disociacidn,
comprende una medida del pH con una pila de electrodo de vidrio - E.C.S. A partir del
conocimiento de los volimenes y concentraciones del dcido y la base conjugados, puesto que
el pH es una medida de la actividad, estas medidas experimentales conducen a la evaluacién

de una cantidad compuesta, llamada constante aparente K'a, definida por la siguiente

ecuacion:
Ka="H'[A] Ka=°H’A’
[HA] *HA

No existe mucha diferencia en algunas aplicaciones entre K'a y Ka, es solo la precision con
que puede determinarse el pH, que es de hecho una valoracién. Cuando se realiza la
valoracion para determinar et pKa potenciometricamente, cuando se ha llegado al punto medio
de la valoracién, es decir, se ha valorado la mitad de la muestra y cuando [A] = [HA] ,

entences ¢l pK'a = pH , que proviene de la ecuacién:

(

pK'a=pH+log A-l"[HAl

El procedimiento consiste en efectuar upa valoracién potenciométrica de pH y en el punto

medio de la valoracién tomar el pH como el pK'a. (5)

2. Perfiles pH vs. Solubilidad: Se habla de una reacci6n similar a la que se lleva a cabo en
wna titulacidén , ya que se preparan varias soluciones a diferentes valores de pH y se va
agregando el reactivo uge da la variacién de la solubilidad realizando asi un perfil que permite
saber cual es €l punto medio de [a reaccion ,es decir el 50% de ambas especies y por lo tanto

pH =pKa.




Antecedentes 13

3. Espectrofotometria: Método mas adecuado, sencillo y sensible para la determinacion del
pKa y control de la pureza en farmacos. Una de tas muchas razones para ser adecuado es la
sensibilidad de la metodologia que se encuentra en el intervalo de | a 10 pg / mL, el cual es

comparable al nivel de concentracién de muchos firmacos en muestras biclogicas.

La determinacion de una constante de equilibrio requiere del calculo de las concentraciones de
equilibrio de los reactivos por andlisis directo ¢ por andlisis combinado, con el conocimiento

de 1a estequeometria de la reaccion. Esta es una técnica de la aplicacién de la Ley de Beer .

Debido a la gran sensibilidad del andlisis espectral, se utilizan concentraciones muy bajas del
acido y su base conjugada. Se controla el pH afiadiendo una solucién amortiguadora y la
contribucion de €éste a la fuerza idnica es capaz de lograr que los coeficientes de actividad
difieran de la unidad. (5). En este caso se utilizd la espectrofotometria, debido a la que la
solubilidad del clonixinato de lisina es muy baja en medio 4cido y por lo tanto imposible

determinar su pKa potenciometricamente.

La actividad y la concentracién de un soluto, estin proporcionalmente relacionadas, de forma
tal que “ f " representa el coeficiente de actividad. El convenio mas empleado, define
arbitrariamente el valor del coeficiente de actividad & dilucién infinita como la unidad; para la

mayoria de los casos, cabe considerar como infinitamente diluida, una solucién 1 x 10 445

El coeficiente de actividad de un soluto depende no sdlo de su propia concentracién, sino
también de las concentraciones de los demds solutos existentes. Asi, en la solucién
infinitamente diluida, la actividad de un soluto coincide con su concentracién, mientras que
para concentraciones mis altas la actividad y la concentracién acostumbran a diferir en forma

no directa (5).
log f+0.512Z4 Zs { [owwl 1+ @] -02p }

Donde: f = Constante de proporcionalidad
ZA y ZB = Carga de anién y cation.

1 = Fuerza ionica
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Consideraciones sobre la actividad (5 ).

1. La actividad de un soluto en la solucién infinitamente diluida, coincide con la
concentracion molar del soluto. A concentraciones finitas, la actividad difiere de la
concentracién.

2. Laactividad del disolvente, es igual a su fraccion molar N, donde N es la relacion entre el
nimero de moles del disolvente y el nimero total de moles. La fraccién molar del
disolvente puroes 1.

3. Laactividad de un gas, equivale a su presién parcial en atmdsferas.

4. Laactividad de un sélido es 1. Por este motivo, la concentracion de la fase sélida no figura

en la expresién del producto de solubilidad.




Antecedentes 15

Espectrofotometria U.V. - Visible.

Durante muchos afios los quimicos han utilizado el color de las sustancias quimicas para su
identificacion. La espectrofotometria se puede considerar como una extensién de ésta
identificacion visual; donde, un estudic mas detallado de la absorcion de energia radiante por
las especies quimicas permite una mayor precisibn en su caracterizacién y en su

cuwantificacién.(7,19)

Los especiros de absorcién se pueden obtener utilizando muestras que estin en diversas
formas: gases, peliculas delgadas de algun liquido, soluciones en varios solventes ¢ incluso
sélidos. (7)

Todas las moléculas pueden absorber radiacion en la regién UV - Visible debido a que tienen
electrones compartidos y sin compartir, que se puede excitar a niveles de energia mas
elevados. Las longitudes de onda a las que ocurre la absorcién dependen de la fuerza con la
que estan unidos los electrones a la molécula. Los electrones de un enlace covalente sencillo
estan unidos fuertemente y para su excitacion se necesita radiacién de alta energia, o de
longitud de onda corta. (19)

Los electrones de los enlaces dobles o triples se excitan con mayor facilidad hasta los orbitales
pi mis elevados. En las moléculas conjugadas (aquellas que contienen una serie de dobles
enlaces alternados), la absorcion se traslada hacia longitudes de onda més largas. Estas
moléculas se pueden representar escribiendo las estructuras de resonancia, que nos dicen que
los clectrones sc encuentran mis deslocalizados que si pertenecieran a un enlace simple. El
traslado hacia longitudes de onda mas largas, refleja el hecho de que un electron que se
encuentra en un sistema conjugado, esti unido con menor fuerza que aquel que estd en un

sistema no conjugado.(5S, 7, 19)

La espectrofotometria de absorcién ha sido vanguardista en el anélisis de farmacos durante 25
aflos. Esta técnica es aceptada ampliamente sobre otras técnicas analiticas, debido a factores

como; rapidez, selectividad, sensibilidad y especificidad. (7)

—
T ———
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La metodologia de la espectrofotometria cldsica, se basa en la absorcion de energia radiante
a partir de la regién ultravioleta (UV) o visible (Vis), del espectro electromagnético por

moléculas organicas ( fArmacos y metabolitos ) e inorganicas.(19)

La interaccién de la materia con la energia radiante a partir de alguna region del espectro
electromagnético, es la base de un ensayo espectrofotométrico.

La energia de radiacién es de naturaleza dual, ésta puede ser percibida a través del espacio con
un movimiento ondulatorio o como onda comiente de particulas (fotones) viajando a la

velocidad de la luz. (19)

La propiedad de una particula de energia en forma de fotones (paquetes de energia discreta ),
ayuda a entender esta interaccién con la materia.

La interaccion de la energia con los dtomos, es el resultado de procesos de emisién y
absorcion. Esta puede ser percibida como cada uno de los viajes a través del espacio con un
movimiento ondulatorio 0 como una corriente de particulas (fotones), viajando a ia velocidad
de la luz. La propiedad de la onda ayuda a entender como la energia puede ser refractada,
reflejada o difractada. (19)

La radiacién en forma de onda es medida en término de longitud de onda () ) y frecuencia (v).
En el caso de la energia UV y Visible antes mencionados, el término de longitud de onda es
mas frecuentemente usado y reportado en nanémetros (nm).(5,19)

Las regiones del espectro electromagnético UV- Vis. Son longitudes de onda en los rangos de
10 a 380 nm y de 380 a 750 respectivamente. Sin embargo, cerca de los 200nm es una
absorcién significativa para muchos solventes y sustancias gaseosas tales como el
oxigeno.(19)
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Figura 3. Espectro electromagnético.(19)
Rayos Cdosmicos
Rayos Gamma
Rayos X
Ultravioleta
Incremento de la longitud Visible {ncremento de
de onda. Infrarrojo frecuencia.

Microondas

Frecuencia Radial

El intervalo completo de radiaciones se denomina espectro electromagnético.

La interaccién de la encrgia con los dtomos, es el resultado de procesos de emisién y
absorcion. Los grupos funcionales y clase de moléculas, tienen caracteristicas de absorcion
que se han establecido por trabajos experimentales. Los datos més dtiles que s¢ pueden
obtener a partir del espectro de absorcién, son las posiciones de los méximos de banda, la
intensidad de absorcion expresada usualmente como la absortividad molar en el méximo de
banda puede ser util también. Esa informacién espectral sirve para ayudar a identificar a un
compuesto estableciendo la presencia o ausencia de grupos funcionales y sus posiciones

relativas en las moléculas(19)
Espectrofotémetro como un instrumente de medicion.

Los espectrofotémetros pueden ser clasificados como manuales o de registro, de haz simple o
doble. Generalmente los instrumentos de un solo haz sc operan en forma manual y los
instrumentos de doble haz poseen un registrador automdtico, aunque también algunos de haz
simple lo poseen.

Alternativamente, pueden clasificarse basindose en la regién cspectral, hablando de
espectrofotémetro  inframrojo o UV-Visible. El instrumento que se utilizd para la
determinacion del coeficiente de reparto fué un espectrofotémetro Beckman DU 64 de haz

simple(7)
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Componentes de un espectrofotometro de haz simple: N

1. Una fuente de energia radiante continua que cubre la region del espectro en la cual opera el
instrumento.
2. Un monocromador, que €s una parte del instrumento que aisla una banda angosta de
longitud de onda de todo el espectro, emitido por la fuente.
. Un recipiente para colocar la muestra.
. Un detector, que es un transductor que convierte la energia radiante en una sefial eléctrica.

. Un amplificador y un circuito asociado que traduce la sefial eléctrica a la tectura apropiada.

[= Y

_ Un sistema de lectura de la medicién que pone de manifiesto la magnitud de la sefial

eléctrica.

Figura 4. Componente del espectrofotémetro de haz simple. (7)

Fuente ——»  Monocromador —— Muestra ——¥®Detector

‘ Parte dptica
v
Amplificador
" Parte
eléctrica
I[nstrumento dve lectura.
————pEnergia radiante.

_pConexiones eléctricas.
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Para la determinacién experimental tanto del pKa como del Kp se realizé el siguiente

procedimiento que se describe a continuacién.

A. Determinacion del pKa.

Para hacer la determinacién experimental de la constante de acidez y la determinacion del
coeficiente de reparto, fue necesario hacer una preparacién de muestras. A continuacién se

describe detalladamente el procedimiento de preparacion de las muestras.

Preparacién de la muestra del pKa.

1.- Se prepararon por triplicado muestras de Clonixinate de Lisina a una concentracion 1X10°
4 que se prepararon de la siguiente manera:

a. Clonixinato de lisina 1 X 10 M, se prepard con un estandar donado por laboratorio
Grossman, se pesaron 0.1021g de clonixinato de lisina y se ilevo a un aforo de 25 mL;
se tom¢ una alicuota de 20 mL y se llevd a un aforo de 200 mL, con agua destilada,
hervida y fria, para obtener una concentracién finat de 1X10 > M.

b. Solucion amortiguadora de fosfitos 0.2 M, los reactivos utilizados fueron de marca
Baker Analyzed reactivo.

Peso molecular de K;HPOy = 228.23g / mol
Peso molecular de KH2POy = 136.1g / mol
Peso molecular de KiPO, = 248.3g/ mol
Peso molecular de H;PO, = 97.99¢g / mol
Densidad de HyPO4 = 1.83g / mL

Pureza de H,PO( = 86.1%
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Tabla 9. Preparacion de las soluciones amortiguadoras.

pH final H3P04 KzHP04 I(I'IzPO4 K3P04
Concentrado
35 0.02 mL 1.0955 ¢
4.0 0.34 mL 0.0023 g
45 0.34 mL 0.0057 g
5.0 0.34 mL 0.0057 g
5.5 033 mL 0.0228 g
6.0 0.32mL 0.0684 g
6.5 0.30 mL 0.1882 g
7.0 0.21 mL 04393 g
75 0.11 mL 0.7588 g
8.0 0.0918g | 1.0738¢g
85 0.0306 g 1.1857 g
9.0 00102 g 1.2228 g

Todos fueron preparados el mismo dia. Se ajustd el pH y se levaron a un aforo final de 50mL

con agua destilada hervida y fria.

¢. Las soluciones se prepararon por triplicado para cada uno de los pH's escogidos.

2.- Estabilizar la fuerza idnica con solucién de KCi 435M

d. Solucién de KCl 3.5 M, ¢l reactivo utilizado marca Mallinckrodt Analytica Reagent, se
prepard de 1a siguiente manera: se pesaron 517.1g de KCl y se llevaron a un aforode 2 L

con agua destilada, hervida y fria. Para cada solucion se controlé la fuerza idnica segin la

tabla No. |

Peso molecular del KCl = 74. 55g/ mol

Pureza det KC1 = 100.18%

.- Preparar sus respectivos blancos con clorhidrato de lisina 1 X 10", bajo las mismas

condiciones de cada muestra.®
o. Para cada pH se prepard su respectiva blanco con clorhidrato delisina1 X 1077 M

en lag mismas condiciones que para las muestras.

FI

1l
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4.- En un espectrofotémetro UV-Vis realizar barrido en un intervalo de longitud de onda de
190 a 500 nm, T =25°C.

f. Se utilizd un espectrofotémetro HP 845 UV -Vis. A una temperatura de 25+ 0.1°C.

5.- Seleccionar las tres longitudes de onda en donde se haya presentado mayor diferencia de
absorbancia. ¢
g. Se prepar6 el blanco con agua destilada hervida y fria, a partir de una sustancia
estindar de clorhidrato de lisina. Se pesaron 0.0182g y se llevo a un aforo de 50 mL,
se tomd una alicuota de 5 mL y se llevé a un aforo de 50 ml para tener una
concentracion final de 1 X 10 ® M. Peso molecular del clorhidrato de lisina 182.5g /

mol.

DIAGRAMA 1. Preparacién de la muestra del pKa

Se preparo por triplicado las muestras de clonixinato de lisina *
1X 10 M, en una solucién amortiguadora de fosfatos *02M,
apHde 3.5a9.0.

Se estabilizo 1a fuerza i6nica
| con un solucién de KC143.5 M.

Se prepararon sus respectivos blancos con clorhidrato de lisina
iX 10™ M, en 1as mismas condiciones para cada muestra ©.

|

Se realizo un barrido en un espectrofotometro UV —Vis en un
intervalo de A de 190 a 500 nm "

)

Se seleccionaron tres A que presentaron mayor diferencia de
absorbancia &.
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Las A que presentaron mayor diferencia entre ellas se seleccionaron a 252, 282 y 325 nm, de

ellas se tomaron los valores de absorbancias a cada pH y se graficaron en funcion de las

absorbancias.

Tabla 1.-Preparacién de muestras para los estudios de pKa del Clonixinato

de Lisina.

No. Clonixinato Solucidén Solucién | Fuerza pH Coeficiente

Solucién. | delisina | amortiguadora KCl1 idnica. | final. de
1X10“M |  de fosfatos. 35M actividad -

{ml) 0.2 M (5 mL) {mL) f+
1 5 pH 35 37 3.224 is 1.0
2 5 pH 4.0 37 3.79% 4.0 1.1
3 5 pH 4.5 37 3.797 4.5 1.1
4 5 pH 5.0 29 3.197 5.0 0.9
5 5 pHS.S 29 3.188 5.5 09
6 L) pH 6.0 29 3.164 6.0 0.9
7 5 pH 6.5 30 3.201 6.5 1.0
8 5 pH 7.0 32 3.169 7.0 0.9
9 5 pH 75 M 3.201 7.5 0.9
10 5 pH 8.0 30 3.165 8.0 0.9
1 5 pH8.S 30 3.255 85 1.0
12 5 pH 9.0 30 3285 9.0 1.0

Las muestras se llevaron a un aforo final de 50 mL con agua destilada hervida y fria, para

obtener una concentracién final de 1X 10 4 M de clonixinato de lisina estas fueron

preparadas  por triplicado, al mismo tiempo se prepararon sus respectivos blancos con

loshidrato de lisina 1X 10° M, preparados en las mismas condiciones que sus respectivas

muestras.
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B.Determinacion del coeficiente de reparto.

Para la determinacién del coeficiente de reparto fue necesario el preparar una curva patron

para poder interpolar los valores obtenidos en la determinacidn de Kd

Preparacion de la muestra de coeficiente de reparto.

1.- Colocar volumenes iguales de clonixinato de lisina | x 10 * M 'en agua y de n-octanol *,
se prepararon por triplicado (Tabla 2).
h. Clonixinato de lisina 1 X 10 * M. Se pesaron 0.0204 g y se llevaron a un aforo de
50 mL con agua destilada. Se tomé una alicuota de 5 mL y se llevaron a un aforo de 50
mL.

i. Octanol

2.- Agitar las muestras por 30 minutos a una temperatura de 25+ 0.1°C * en un bafio con
agitacion y temperatura controlada. ®
j- Referencia bibliogrifica No. 8. Pagina 48.
k. La temperatura se controlé6 con un termémetro calibrado y una velocidad de
agjtacién de 60rpm

3.- Separar la fase acuosa de cada muestra y leer a una longitud de onda de 282 nm. ® Utlizar
como blanco una solucién de clorhidrato de lisina 1 X 10 MO
L. Es donde se determiné un valor alto de absortividad de la muestra

m. Preparado en las mismas condiciones que la muestra.
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DIAGRAMA 2. Preparacién de la muestra de coeficiente de reparto.

Colocar volumenes iguales de clonixinato de lisina
1 X 10* M" en agua y de n-octanol’, se prepararon por
triplicado (tabla 2).

Agitar las muestras por 30 min a una temperatura de
25 + 1 °C, en un baflo con agitacién y temperatura
controlada®.

Separar la fase acuosa de cada muestra y leer a una
longitud de onda de 282 nm'. Utitizar como blanco una
solucién de clorhidrato de lisina I X 10 M™.

25
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Tabla 2. Preparacion de muestras Kp.

No. muestra. | Clonixinato de Lisina 107 Alcohotl n-
™ octilico.
1 15mL 15 mL
2 15 mL 15 mL
3 15 mL i5mL

Al mismo tiempo se prepard un blanco con Clorhidrato de Lisina t X 10 ! M, a las mismas
condiciones que las muestras.

Esto se realizd en un pH de 6.5 ( en agua destilada, hervida y fria) y un pH 7.4 (solucién
amortiguadora de fosfatos).

Preparacién de la curva patrén del coeficiente de reparto.

1.- Preparar una soluci6n de clonixinato de lisinal X 10 “*M y realizar un barrido de 200 a
350 nm, en un espectrofotémtero de UV-Vis. h
n. El espectro utilizado fue un Beckman Du 64 UV - Vis.

2. Preparar blanco de solucién de clorhidrato de lisina 1 X 10* M. !
o. La solucion de clorhidrato de lisina se prepané a partir de una sustancia estandar y se
preparé con agua destilada hervida y fria.

3.- Preparar una curva patrén de clonixinato de lisina a las siguientes concentraciones:
1X10*°M,5X10°M,1 X 10°My5X 10°M.!
p. La curva patrén se prepar6 con agua destilada y se leyé 3 veces. Se preparo pesando,
0.0182 g de clorhidrato de lisina, llevando a un aforo de 50 mL (conc. 1 X 10° M)

con agua destilada, de esta se tomé una alicuota de SmL y se llevaron a un aforo de 50
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mL (conc. 1 X 10 ~* M) con agua destilada, de ésta sc tomé una alicuota de 5 mL y se
llevaron a un aforo de 50 mL

{conc. 1 X 10 5 M) de agua destila, de ésta se tomd una alicuota de 25 mL y se
llevaron a un aforo de 50 mL (conc. 1 X 10 ** M) con agua destilada. Para preparar la
conc. de SE - 5. sc tomaron 25 mL de la solucién de concentracién 1 X 10 "* M, y se
llevaron a un aforo de 50 mL.

4.- Leer la curva patrén utilizando un blanco de solucién de clorhidrato de lisina 1 X 10"

q. El blanco, se prepard pesando 0. 0182 g de clorhidrato de lisina y se llevaron a un
aforo de 50 mL { conc. 1 X 10 ~* M) con agua destilada en las mismas condiciones

que la curva patron.

DIAGRAMA 3. Preparacion de Ia curva patrén del coeficiente de reparto.

Preparar una solucién de clonixinato de lisina 1 X 10*M
y realizar un barrido de 200 a 350 nm, en un
espectrofotometro de UV-Vis",

Preparar un blanco de solucion de
clorhidrato de lisina 1 X 10" M".

Preparar una curva patron de clonixinato de lisina a las
siguientes concentraciones:
IX10*M,SX10°M, 1 X10° My 5 X 10¢MP.

l

Leer la curva patrdn utilizando como blanco una solucién
de clorhidrato de lisina 1 X 107 M.
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Determinaciéon de 1a constante de acidez.

AIPPLHG ALt

L e m—

bt Lk — Y I gate " T T M

. 3
N R ROV N
AT tnpnlatath (el i ]
Longitud de Onda (1)
Figura 1. Espectro de muestras de Clonixinato de Lisina a diferentes pH's.

I
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Los resultados de los valores de absorbancia se tomaron a 252 nm, por la diferencia de
absorbancia a esa longitud de onda cada muestra se hizo por triplicado, se pueden ver los
resultados en la tabla 3 y en la figura 2 se observa su respectiva grafica Abs. vs. pH.

Tabla 3. Promedio de 1a muestra de Clonixinato de Lisina a 252nm.

pH | Promedio de absorbancias a 252nm. | Desviacion estindar, | % C.V.
35 1.55382 0.04011 4.01
4 1.48369 0.01431 1.43
4.5 1.46231 0.01004 1.00
5 1.30289 0.0212 2,12
55 1.14786 0.00509 0.50
6 0.92794 0.01283 1.28
6.5 0.79115 0.0068 068
7 0.72204 0.01413 1.41
75 0.6794 0.03902 3.90
8 0.66399 0.00395 0.39
8.5 0.69709 0.0096 0,96
9 0.68808 0.0066 0.66
Promedio
de
Absorbancias
1.6+
1.4
1.2+
1.0
0.8+
M 1 v L) v LI | WL T b L T v L v ¥ M T LI 1
30 35 40 45 50 55 60 65 70 7.5 80 B85 8.0 95

pH

Figura 2. Grafica de Absorbancia vs. pH a 252 nm.
( Valores promedios )
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Los resultados de los valores de absorbancia se tomaron a 282 nm, por la diferencia de
absorbancia a esa longitud de onda cada muestra se hizo por triplicado, se pueden ver los
resultados en la tabla 4 y en la figura 3 se observa su respectiva grafica Abs. vs. pH.

Tabla 4. Promedio de la muestra de Clonixinato de Lisina a 282nm.

pH | Promedio de absorbancias a Desviacion estandar. % C.V
Do 282 nm, )
35 0.44047 0.02404 545
4 0.45636 0.00905 1.98
45 0.50244 0.02701 5.37
5 0.65474 0.00615 0.93
55 0.78544 0.00615 0.78
6 09571 0.01322 1.38
6.5 1.16419 0.0082 0.70
7 1.20084 0.00615 0.51
7.5 1.2164 0.00396 0.32
8 1.20035 2.12132E-4 0.01
85 1.22934 0.00516 041
9 1,2283 0.00368 0.29
Promedio
de
Absorbancias.
1.2
1.0
0.8
1
0.6
0.4" I_’ T T T -

LNIL IS N BN RN A ENNLAN R RN SN |
30 35 40 45 S50 55 60 65 70 75

pH

T T T ¥
80 835 9.0 95

Figura 3.Grifica de Absorbancia vs. pH a 282 nm.
{ Valores promedio ).
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Los resuitados de los valores de absorbancia se tomaron a 325 nm, por la diferencia de
absorbancia a esa longitud de onda cada muestra se hizo por triplicado, se pueden ver los
resuitados en la tabla 5 y en la figura 4 se observa su respectiva grafica Abs. vs. pH.

Tabla §. Promedio de la muestra de Clonixinato de Lisina a 325nm.,

pH Promedio de Absorbancias a | Desviacién estindar. % C.V.
325 nm.
3.5 0,5642 0,01999 354
4 0,55105 0,00595 1.08
4,5 0,54609 0,01316 241
5 0,52655 0,00515 0.97
55 0,50602 0,00449 0.88
[ 0,76187 0,00771 1.01
6.5 0,79724 0,01166 146
7 0,77648 0,01636 2.10
1.5 0,75701 0,04192 553
8 0,74462 0,01021 1.37
8.5 0,781 0,01204 .54
9 0,76805 0,00675 0.87
Promedio
de
Absorbancias.
(ZI,BI)J .
1 E\ ﬁl
0,754
0,70~
0,65+
0,60
0,554 E\E-—-—
0,50

v L v L] v 1 ¥ ¥ M L) v L hd T A T v T v L v 1 v Ll ¥ L}
3,0 35 40 45 50 55 60 85 7.0 75 80 85 90 95
pH

Figura 4.Gréfica de Absorbancia vs. pH a 325 nm.
( Valores promedio ).
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De acuerdo a los valores obtenidos de las figuras 2, 3 y 4 s¢ considero el observar las tres
figuras juntas para analizarlas y tratar de obtener una mejor perspectiva de lo que se obtuvo.

Tabla 6. Promedio de absorbancia de Clonixinato de Lisina a 252, 282 y 325nm.

pH | Promedio de absorbancias a ~ Promedio de absorbancias a Promedio de
252nm. 282nm. absorbancias a 325nm.
3.5 1,55417 0,4315 0,56443
4 1,48373 0,45417 0,55107
45 1,46233 0,4912 0,5462
5 1,303 0,6591 0,52657
55 1,14787 0,79013 0,50603
6 0,928 0,96273 0,7619
6,5 079117 1,15383 0,7973
7 0,72213 1,19427 0,7766
15 0,68017 1,18153 0,7578
8 0,664 1,2008 0,74467
85 0,69713 1,22563 0,78107
9 0,6881 1,2309 0,76807
Promedio
de —a— 252nm
Absorbancias —e— 282nm
] —a—325nm
1,6
1.4+
1,2
1,0
0,6
0,6
0,4
1 ] 1 1 J 1
3 4 5 6 7 8 9

pH

Figura 5.Grafica de Absorbancia vs. pH a 252,282 y 325 nm.
( Valores promedio )




Resultados 34

| El valor de la constante de acidez se calculé de 2 formas:
. 1. Por medio del calculo de las pendientes:

2. Por el método de la primera derivada:

1. Calculo de las pendientes; en las graficas de promedios vs. pH a 252,282 y 325 nm, se

realizé en forma manual y se obtuvieron los siguientes valores de pH:

| Longitud de onda__ Valor de pKa .

252nm 5.625
282nm 5.50
325nm 3.75
X =5062
D.5. =0.125
C.V.=2.222%

Cilculo en la grifica por pendientes.

pKa = 5.625 + 0.3105

2. Por el método de la primera derivada; Por medio de la grifica de la primera derivada, se

obtuvieron los valores de pKa, 2 las longitudes de onda correspondientes obteniendo los

siguientes resultados:

252nm 5.5+0.0

282nm 5.5+0.0

325nm valores no
definidos.

X=55
DS.=0.0
C.V.=0%

Calculo por el método de la primera derivada

pKa=55+0.9
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Anailisis estadistico.

Intervalo de confianza de 95% (26, 27):
a = 5%=0.05,

v=2

v =n - | grados de libertad

n = pumero de muestras

§=0.1250
X =5625
t=4.303
— s
a ——
Xttt % s
5.625 +4.303 * 0.0721
5.625 +0.3105

Por lo tante:  5.3145 < pu < 5.9355
Para el clculo obtenido por el método de las pendientes en la grafica tencmos que:

pKa = 5.625 +0.3105
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2.Determinacion del coeficiente de reparto.
Para determinar la concentracidn de cada una de las fases en la determinacion del
coeficiente de reparto se prepard una curva patrén cuyos resultados de absorbancia y
validacién se muestran en la tabla 7 y su grafica correspondiente en la figura 6 donde se
observa la linealidad.
Los resultados de absorbancia y concentracién de las muestras en cada una de las fases se

muestra en la tabia 8.

De acuerdo con lo revisado en los antecedentss, las siguientes absorbancias se obtuvieron de
la fase acuosa { en agua destilada con pH 6.5 ) para cada una de las muestras y se leyeron tres
veces con un blanco de clorhidrato de lisina 1 X107 M, preparado en las mismas condiciones

que la muestras. La longitud de onda maxima a la que se leyeron las muestras fue de 282am.

Tabla 7. Resultados de curva patrén del coeficiente de reparto de Clonixinato

de lisina en agua destilada (pH 6.5 ).

Concentracién de la muestra | Promedio de absorbancias de | Desviacion estdndar| C.V %
clonixinato de lisina en agua. las tres lecturas.
0 0 0.0 0
5X10° 0.0530 0.0004 0.754
1x10° 0.1143 0.0002 0.174
5X10°* 0.5750 0.0002 0.034
1x10" 1.1553 0.0003 0.025
=-0.002
m=115X10"
r=0.9999
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Se realizé una curva patron para interpolar los valores obtenidos de las muestras trabajadas.

Absorbancia.

12+
119
10
09
0.8
0.1
061
0.5
0.4+
03
02

0,i *

-
00
09,0000

00002

T
0.,00004

T
000006

T
Q,00008

Concentracion ( M )

T
000010

Figura. 6. Curva Patron de Clonixinato de Lisina.

K p = Fase Orgénica / Fase Acuosa.

Por medio de la siguiente formula se obtuvieron los resultados de |a tabla 8.

Tabla 8. Resultados de las muestras de Clonixinato de Lisina (pH 6.5 en agua)

Muestra No:{: Absorbancias. | Concentracion de. | Concentracion de | Coeficiente de
R Ia fase actiosa. |- la fase organica: |  reparto oK'
0.826 735X 10°M 725X 10°M 2636
2 0.774 255X 107M 745X 107 M 2.921
0.862 284X 10°M 7.6 X10°M 2.521
X =2.692
D.S. = 0.2059
C.V.=76485%
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Analisis Estadistico.
Intervalo de confianza del coeficiente de reparto ( Kp) 95% (26, 27):

a=5%=005.

v=12 )

v =n- | grados de libertad
n = nmero de muestras

S =0.2059
X =2692
t=47303

— Yy
Xttt & —-—
% T

2.692 + 4.303 * 0.1188

Por lo tanto : 2.1808 { u { 3.2032

Kp = 2.69 + 0.5112
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1. Determinacién del pKa.

En el barrido que se le realizé a todas las muestras, se observaron tres longitudes de onda
maxima a (210, 280 y 325 nm), que fue donde se observé la mayor diferencia de
absorbancia de luz UV a la sustancia y donde a cada solucién de pH se determind su
respectivo valor de absorcién, para asi posteriormente poder determinar su valor de pKa.

En las curvas de datos promedio de absorbancia vs. pH para las tres longitudes de onda
diferentes (252, 282 y 325 nm), puede observarse una tendencia de curvas sigmoideas, que
nos permiten observar el comportamiento de cambio de las especies de acuerdo con las
variaciones de pH que se fueron realizando, lo que permitid hacer el calculo del pKa, tanto
por el método de las pendientes ( directamente en las graficas), asi como para el método de

la primera derivada.

El valor de pKa , se calculo de dos formas:

a. Por medio del calculé de las pendientes; que se realizé en forma directa en las graficas
correspondientes a las diferentes longitudes de onda, determinadas obteniendo los
valores promedio de (5 )

pKa=5.625 + 0.3105
b. Por el método de la primera derivada; se obtuvo el siguiente resultado:

pKa=55+00

Otra forma de poder corroborar el valor del pKa, es por medio del traslape de las tres
lengitudes de onda para observar un cruce de estas curvas (punto isosbéstico), el punto
donde se cruzan se interpola al eje de las X's para determinar el valor de pH, donde las
especies en ese punto estan al equilibrio (50% cada una), dando como consecuencia el valor

del pKa, segiin la férmula de Henderson - Hasselbach.

La curva promedio (grifica No. 5) obtenida a 325 nm tiene un comportamiento en los
primeros vatores de pH semejante a la curva obtenida a 282 nm pero llegando a un valor de

pH de 6.5 se comporta como la curva de 252 nm. No sin dejar evidente un cambio de
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pendientes en la regién de pH de 5.5 unidades, que nos habla del cambio de especies

presentes, que evidencia de alguna manera la presencia del pKa en 5.5

Descartando la curva a 325 nm el punto de cruce de ambas graficas ( 252 y 282 nm), nos da
un valor de 6.0, que no estd muy alejado de los valores obtenidos por los otros dos métodos
grificos, lo que corrobora nuestros resultados.

Con los valores obtenidos se hicieron los célculos estadisticos siguientes :

s Promedio
¢ Desviacién estandar
o Coeficiente de variacion.

Por otra parte los valores estadisticos que se obtuvieron (r = 0.999 y > =0.999 ) para la
exactitud en la determinacién del pKa estan dentro del criterio para métodos
espectrofotométricos (r > 0.99 y t* > 0.98 ), lo que nos asegura confiabilidad del valor

obtenido experimentalmente.
2.Determinaci6on del coeficiente de reparto.

De acuerdo a lo que s¢ revisé en los anté(:edentes, las siguientes absorbancias se
obtuvieron de la fase acuosa a un pH de 6.5 (en agua destilada) de cada muestra y se
leyeron con un blanco de clorhidrato de lisina 1E-4 M preparada en las mismas
condiciones que las muestras. La longitud de onda méxima a la que se leyeron las muestras
fue de 282nm. El criterio de seleccién fue de acuerdo a la absortividad molar de cada
longitud de onda y a la menor interferencia de las otras especies en solucion:

 Longitud de onda A { nm) :—)l_\‘spr_tij'id;{d molar A (Lem?2 !mn])_"

210 20630
252 10600
282 12190
325 5870

1
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1. Determinacion del pKa.

A una Ia longitud de onda de 282nm se tiene menos probabilidad de interferencia, debido a
que a esta longitud de onda, lz absorcién de los otros compuestos de la solucion se
manifiestan y no permiten ver los valores en una forma clara. Ademas se tiene una
absortividad molar A = 12190Lcm2 /mol , que permiti6 realizar las determinaciones con
valores de absorbancia aceptables para las muestras.

Por lo tanto a 282nm fue la longitud de onda maxima a la que se leyeron los resultados,
esperando poder eliminar asi la mayoria de las posibles fuentes de error en nuestra

determinacion de Ia constante de acidez { pKa )

Por otra parte, los valores estadisticos que se obtuvieron en forma experimental (C.V.=
2.2% ) para determinar la exactitud en la determinacion del pKa, esta dentro del criterio de
aceptado tedricamente (C.V < 3 % ) para métodos espectrofotometricos, lo que nos permite
asegurar la concordancia entre el resultado analitico y el valor verdadero es decir; la
determinacion cumple con los requisitos para la validacion de métodos analiticos referidos a

la exactitud.
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2.Determinacién del coeficiente de reparto.

Podemos observar que de acuerdo con las guias de validacion ( 27 ), los cnterios de
linearidad para una curva patron para los métodos espectrofotométricos son:
Criterio de Linearidad del Sistema:

r> 099

r¢z098
La curva patron que se prepard 2 un valor de pH de 6.5 (en agua), proporciond los
siguientes resultados experimentales.

[ = 09999
r2=09999

Por lo tanto, la curva patrén que se preparé a pH 6.5 {(en agua ) tienen correspondencia
entre los valores de Y y los de X

Se puede asegurar que los resultados analiticos obtenidos directamente, o bien mediante una
transformacion matematica bien definida, son proporcionales a la concentracion de la
sustancia dentro de un intervalo ( 27 ) .

Basindonos en la linearidad de la curva patrén, pudimos interpolar los valores obtenidos
para cada una de las tres muestras preparadas, para realizar la determinacion del coeficiente
de particién, ya que se tiene la seguridad de que para cada valor obtenido en el ¢je de las

X’s, le correspondi6 un valor en el eje de las Y's.

En general podemos concluir que uno de los parametros més importantes de cualquier
investigacion biofarmacéutica estan intimamente involucrados con las propiedades fisicas y
quimicas del firmaco que se est investigando, esto a su vez estd muy ligado al hecho de que
para la realizacion de un desarvollo analitico de una forma farmacéutica, asi como la decision
de que un firmaco tenga una determinada forma farmacéutica, s¢ ve sumamente influenciada
por los parametros fisicoquimicos que tenga dicho firmaco.Esto nos lleva a la importancia
que tiene la determinacion del pKa y del coeficiente de reparto { Kp ) del Clonixinato de

Lisina y que hizo posible ¢l planteamiento y la realizacion de esta tesis.
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