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1. INTRODUCCION.



La determinacién de las diferentes especies acido-base de un farmaco es
de suma importancia ya que proporciona informacion acerca del mecanismo de

accion del farmaco.

De esta manera al conocer las especies acido-base y las constantes de
acidez de un farmaco, se puede saber que especie es la que va absorber el

organismo y el lugar de absorcién del farmaco.

La constante de acidez de un farmaco esta relacionada con pH y el grado
de ionizaciébn como se representa en la ecuacidn de Henderson-Hasselbach

(ecuacion 1.1)

A .y
H = pKa +log— ecuacion 1.1
p p gHA

Una de las enfermedades mas comunes en la actualidad es la artritis
reumatoide, que causa inflamacién en musculos y articulaciones 4. Entre los
farmacos utilizados en estos Ultimos afios se encuentra la familia de los anti-
inflamatorios no esteroidales (AINE’'s), Los AINE’s son un conjunto de
farmacos analgésicos estructuralmente diferentes ®). Estos farmacos tienen
tres efectos principales: anti-inflamatorio, analgésico y antipirético ¢®. La
mayoria de los AINE 's son acidos débiles con valores de pka que oscilan entre

3-5. (7)



La familia de los oxicams integrada por piroxicam, tenoxicam,

meloxicam, isoxicam y lornoxicam pertenecen al grupo de los AINE ’s. ®,

De la familia de los oxicams, los mas estudiados hasta ahora han sido el
piroxicam y el tenoxicam. En este trabajose pretende determinar las constantes

de acidez del farmaco isoxicam.

Actualmente resulta importante utilizar métodos numéricos 1% que
ofrecen mayor exactitud que los métodos graficos comunes empleados en la

determinacion de estas constantes termodinamicas.

Uno de los problemas que presenta la familia de los oxicams, es que son
casi insolubles en agua por esta razdn es necesario de recurrir a solventes

organicos para aumentar la solubilidad del farmaco en cuestion.

Debido a que el cuerpo humano presenta una fuerza idnica de 0.15M y
una temperatura entre 36.2°C y 37°C fue necesario semejar dichas condiciones
al momento de trabajar con la finalidad de acercarse al mecanismo de accion

del farmaco.



2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Identificar las diferentes especies acido-base que presenta el farmaco
isoxicam en medio acuoso bajo condiciones pseudofisioldgicas (T=37°C,
I=0.15M con NaCl) a partir de valoraciones espectrofotométricas con la

evidencia de puntos isosbésticos y el programa computacional TRIANG.

. Identificar las diferentes especies acido-base que presenta el farmaco
isoxicam en mezclas DMSO-H,0 (10%-90%) a T=37°C, I=0.15M con
NaCl, a partir de valoraciones espectrofotométricas con la evidencia de

puntos isosbésticos y el programa computacional TRIANG.

. Determinar las constantes de acidez del farmaco en medio acuoso, a
partir de valoraciones espectrofotométricas, utilizando el programa

computacional SQUAD.

. Determinar las constantes de acidez del farmaco en mezclas DMSO-H,0,
a partir de valoraciones espectrofotométricas, utilizando el programa

computacional SQUAD.

. Presentar evidencias de las especies presentes del farmaco por los

métodos de Electroforesis Capilar y Resonancia Magnética Nuclear.



3. ANTECEDENTES.



3.1 Oxicams

Entre los diferentes farmacos utilizados en el tratamiento de
enfermedades reuméticas, se encuentra la familia de los “oxicams” ©) entre
los cuales se encuentran, el Meloxicam, Piroxicam, Tenoxicam, Lornoxicam e

Isoxicam, cuya estructura se muestra en la figura 3. 1.
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Figura 3.1. Estructuras quimicas de la familia de los oxicams.



Es sabido que las propiedades acido-base de los farmacos son de
fundamental importancia en farmacologia. Para caracterizar la capacidad de
ionizacion (disociacion/protonacion) de las moléculas, se calculan los valores de

pKa o bien log B (Ecuacion. 3.1 y 3.2)

4 4 H, LV V|H" ,
H,L" o H [V +H"  Ka,_,, e Jl J ecuacion. 3.1
. H L L
iH" + L < HL" ﬂ,:[ = ] ecuacion. 3.2
[ L]
Donde i y j toman valores de {1,2,.......... N}

En la estructura quimica de los farmacos que se muestran en la figura
3.1, es posible observar que para isoxicam, existen dos centros con caracter
acido-base; el grupo enol y el nitrdgeno del anillo 4-metil-isoxazol.

En 1984, Bernhard y Zimmermann 7, reportan un estudio
espectrofotométrico para el comportamiento acido-base de los oxicams, ellos
encuentran un valor de pKa para el farmaco isoxicam (fabla 3.1). El estudio
espectrofotométrico, fue realizado en mezclas acuosas DMSO-buffer en una
relacion 1:100, a una temperatura de 22+0.5°C, reportando lo que ellos
llamaban “valores aparentes de pKa”, denotados como pKa*, ellos asignan el

valor de pKa al grupo endlico.



Tabla 3.1 Valor de pKa* de isoxicam en mezclas acuosas DMSO-buffer, reportado

por Bernhard y Zimmermann

Farmaco pKa*

Isoxicam 3.93+0.03

En 1993, Ruey-Shivan Tsai (®, realiza un estudio de comportamiento
acido-base de los oxicams. Para asignar los valores correspondientes de pKa,
realiza estudios potenciométricos en agua y mezclas agua/etanol (tabla 3.2);
los resultados que obtiene en agua concuerdan con los reportados por
Bernhard y Zimmermann para las mezclas agua/etanol el valor cambia 0.92

unidades, al igual que Bernhard y Zimmermann el valor lo asignan al grupo

enalico.

Tabla 3.2 Valores de pKa de isoxicam en agua y mezclas etanol agua, reportados

por Ruey-Shivan Tsal

i pKa pKa
Farmaco
H,O mezclas H,0 /C,Hs0H
Isoxicam 3.93 4.85(£0.01)




3.2 METODOS ESPECTROMETRICOS

Los métodos espectrofotométricos son un amplio grupo de métodos
analiticos que se basan en las espectroscopias atdmicas y molecular. La
espectroscopia es un método general para la ciencia que trata de distintas

interacciones de la radiacion con materia.

La espectroscopia y los métodos espectrométricos hacen referencia a la
medida de la intensidad de la radiacion electromagnética mediante un detector

fotoeléctrico o con otro tipo de dispositivo electrénico. (9

Los métodos espectrométricos mas ampliamente utilizados son los
relacionados con la radiacidon electromagnética, que es un tipo de energia que
toma varias formas, de las cuales las mas facilmente reconocidas son la luz y la

radiacion electromagnética de microondas o infrarrojo.

Los métodos espectrométricos son utilizados por los quimicos para la
identificacion y determinacién de las sustancias o compuestos presentes de

distintas formas de la materia.

La radiacion electromagnética se representa como un campo eléctrico y

otro magnético que estan en fase, con oscilaciones sinusoidales en un angulo

recto de uno respecto al otro y respecto a la direccidn de propagacién. (9

10



Las ondas de luz estan constituidas por campos eléctricos y magnéticos
oscilantes, perpendiculares entre si. La longitud de onda de onda (1), es la
distancia entre la cresta y cresta de una onda. La frecuencia (v) es el nimero
de oscilaciones completas de la onda cada segundo. Esto se representa en la
figura 3.2.a, para un rayo individual de una radiacion electromagnética
polarizada en un plano dicha expresion es que todas las oscilaciones tanto del

campo eléctrico como del campo magnético estan en un solo plano. %)

Camipoy glécinco,
¥

Campo magndtico ; W
1

Campo eléctrnica, y———

™ Direecitn de

pPropagacion —_ Direccion de propagacion

22.a 220

Figura 3.2. Representacion de un haz de radiacion monocromatica, polarizada en
el plano: 3.2.a, campo eléctrico y magnético perpendiculares entre si'con respecto
a la direccion de propagacion.

3.2.b, representacion del vector eléctrico.

En la figura 3.2.5, el campo eléctrico se representa como vectores cuya
amplitud es proporcional a la intensidad del campo. La abscisa de esta
representacion grafica es la distancia (x) que recorre la onda, a un tiempo
dado. La distancia recorrida es proporcional al tiempo. Una representacion

similar puede darse para el campo magnético oscilante.

11




Cabe sefialar que la componente magnética de la radiacion
electromagnética es la responsable de la absorcion de las ondas de

radiofrecuencia en la espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

La relacion entre la frecuencia y la longitud de onda se muestra en la
ecuacion 3.3:

Av=c ecuacion 3.3

Donde c es la velocidad de la luz (2.997 924 58 x 10® m/s en el vacio).

Desde el punto de vista de ciertos fendmenos (como la absorcién y
emision de luz, es mas conveniente considerar a la luz constituida por particulas
llamadas fotones. Cada fotdén tiene una energia (£, la cual esta dada por la
ecuacion 3.4.

E.=hv ecuacion 3.4

Donde h es la constante de Plank (#=6.626 075 5 x 10™* Js). Esta ecuacién
indica que la energia es proporcional a la frecuencia y, por lo tanto, al combinar

la ecuacion 3.3 con 3.4 resulta la ecuacion 3.5:

E, = ZC = hcv ecuacion 3.5

12



donde v es igual % y se denomina numero de onda. De las ecuaciones 3.4y

3.5 se puede observar que la energia por fotdn es inversamente proporcional a
la longitud de onda y directamente proporcional al nimero de onda y a la
frecuencia. La unidad de frecuencia es el segundo reciproco (s™). Una oscilacidn
por segundo es igual a un Hertz (Hz), por lo tanto una frecuencia de 10° s es

igual a 10° Hz, o sea megaherz (MHz) (19

La radiacién monocromatica es un haz de radiacion cuyos rayos tienen la
misma longitud de onda. La radiacidon policoromatica estd compuesta por rayos

de diferentes longitudes de onda.
El espectro electromagnético es una clasificacion de radiaciones

electromagnéticas monocromaticas. Como funcidon de longitud de onda,

frecuencia o nimero de onda, como se muestra en figura 3.3.

3x LOw Ix LO¥ 3 10r Ix ¢ Ix WP Ix P Ix 107 Ix 10~ Nimero de onda, cm-!

31 17 15 i3 " 10 1
107 10" 19 o i I Frecuencia, Hz
T P U T D e S O A
L ]
 EE— 5 J
Rayos-X Visible Microondas
RN — | =1 .
Rayos gamma Ultravioleta Infrarrojo Radio
| | | | | ! A ! | I | | | | Longitud de onda, m
Q-1 TigL 1009 17 105 10 101 1

Figura 3.3. Regiones del espectro electromagnético
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Las fronteras se basan en los métodos que se precisan para generar y

detectar las diversas clases de radiacion.

14



3.2.1 Espectrofotometria de absorcion molecular Ultravioleta/Visible

La region ultravioleta y visible se definen como la radiacion asociada a la
absorcion en un intervalo de 200 a 700 nm, como se muestra en la figura 3.4,
para la region de Ultravioleta corresponde una longitud de onda de 200 a 400

nm y para la region del Visible la longitud de onda que corresponde es de 400 a

700nm.
a(m) 105 102 1CH 10+ 10+ 100 40w 109s
] ] T ] ] ] ] ]
=
RADIO 5
& 1= WY =54 Rey
flkHz) 1 1 eI 0 s 10 0
afnm) 700 600 500 400

Figura 3.4. Region de espectro Ultravioleta-Visible del espectro

electromagnético

La radiacion visible (luz), sélo representa una fraccién muy pequefa del

espectro electromagnético. ()
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La espectroscopia de absorcidon se basa en la medida de la transmitancia
(7) o de la absorbancia (A )de disoluciones que se encuentran en celdas

transparentes que tienen un paso dptico de (5)en cm. 2%

Cuando una particula absorbe un fotdn, la energia de la particula se
incrementa. Entonces se dice que la particula pasa a un estado excitado. Si una
particula emite un fotdn, su energia disminuye. El estado de menor energia de

una particula se llama estado basal o fundamental, como se muestra en la

figura 3.5.
~
i} 2 v > Estados excitados
© Y
()]
LIC.I J
Estado basal
Absorcidn Emision

Figura 3.5. Absorcion y emision de la luz.

Cuando una muestra absorbe luz, la potencia radiante del haz de luz
disminuye. La potencia radiante (P) se evalla como energia por segundo por
unidad de area del haz de luz. En la figura 3.6 se muestra un esquema del
experimento de espectrofotometria. La luz policromatica se hace pasar por un

monocromador (un filtro de absorcidn, una rejilla de difraccion o un prisma)

16



para aislar una sola longitud de onda. Este rayo de luz monocromatica de
potencia radiante (/) incide sobre una muestra de espesor (b). La potencia
radiante del haz emergente es (P); la muestra puede absorber una fraccion de

la luz, de manera que P<P,.(29

y

Selector de longitud de | #» P

Detector de luz

A

Fuente de luz

A 4

Muestra
onda (monocromador)

e

Figura 3.6. Principio de la medicion espectrofotométrica

La transmitancia (7 ) se define como la fraccion de la potencia de luz

transmitida entre la potencia de la luz incidente. ecuacion 3.6:

T="— ecuacion 3.6

Donde:

7= transmitancia

Py=es la radiacién de la intensidad incidente

P= intensidad de la radiacion que emerge después de su paso por la solucién

que contiene la especie absorbente.

Por lo tanto (7 ) se encuentra entre cero a uno. La transmitancia

porcentual es simplemente 100-7 y se encuentra entre cero y 100%.

17



Una magnitud mas util es la absorbancia, la cual esta definida por la
ecuacion 3.7- en la absorbancia a diferencia de la transmitancia, la muestra

absorbe mas cuando la atenuacion del haz se hace mayor.
P, g
A=log 5 ecuacion 3.7

La figura 3.7 representa un rayo de luz monocromatica de potencia
radiante (P;) donde se hace incidir sobre una muestra de espesor (b) la

potencia radiante del haz que sale es (AP).

A A
X]=C——»
P, P

Figura 3.7. Absorcion de haz de luz en una muestra absorbente.

Frecuentemente la absorbancia suele expresarse como se muestra en la

ecuacion 3.8 mejor conocida como ley de Beer.

AW = g%WpC, ecuacién 3.8

18



Donde:

A=absorbancia

e=coeficiente de absortividad de la especie
b=longitud del paso de la luz a través de la solucion.

C=concentracidn de la especie absorbente.

La ley de Beer establece que la absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de la especie absorbente en la muestra, donde
la absortividad es una constante de proporcionalidad independiente de la
concentracion, paso de luz e intensidad de la radiacidon independiente, ya que
la absortividad depende de la temperatura, disolvente, estructura molecular y
longitud de onda de la radiacidn. Las unidades de (¢) se determinan a partir del

espesor de la celda y la concentracion de la muestra.

19



Ley de aditividad de las absorbancias

La ley de aditividad dice que la absorbancia total es la suma de las

contribuciones de sustancias que absorben a cierta longitud de onda, como se

muestra en la ecuacion 3.9.

A =>4} ecuacion 3.9

i=1
Donde:
A7} es la absorbancia total a una longitud dada

ZAf es la suma total de todas las sustancias que absorben
i=1

Suponga que tiene dos celdas del mismo espesor (b) que contiene en
disolucion dos sustancias diferentes, y sean C, y Cy las concentraciones de cada

una de las soluciones; como se representan en la figura 3.8.b:

20



A [X]=C| &

Po IYI=C| Pxy
H_/
b
b)

A A A A
—— [ X]=C}— ————[Y]=C}—
Py P, Py P,
%K_J H_/

b b

Figura 3.8.a) Absorcion de haz de luz en una muestra absorbente con dos

sustancias, 3.8.b) Absorcion de un haz de luz de con diferentes sustancias

Por otra parte si se supone que se tiene una Unica celda de espesor (b),
figura 3.8.a, conteniendo a su vez las dos sustancias a las concentraciones
respectivas C; y Cy con luz monocromatica. Lo que dice la ley aditividad es la
absorbancia de la celda con ambas sustancias es igual a la suma de las
absorbancias Ay y Ay de las otras dos celdas, como se muestra en la ecuacion

3.10.

P, P P 5
A7, =-log P’y AL =-log—-y A; =—10ng ecuacion 3.10

0 0 0

21



Entonces seria igual a la ecuacién 3.11.

A = A" + A ecuacion 3.11

Por lo tanto la ley de aditividad establece que independientemente de

que las sustancias se encuentren solas o en mezcla, absorben lo mismo.

Entonces al aplicar la ley de Beer y aditividad se tiene la ecuacion 3.12.

A=A, + 4, =b(s,C, +¢,C,) ecuacion 3.12

La primera componente de la igualdad en la ecuacion 3.12 se conoce

como ley de aditividad y la segunda incorpora la leyes de Beer para (X)y (V).

Estas leyes son importantes, ya que son basicas para la mayor parte de

las determinaciones y permiten la determinacién de sustancias absorbentes,

unas en presencias de otras. (21
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3.3 METODOS DE DETERMINACION DE CONSTANTES DE

FORMACION.

Existen diferentes métodos por los cuales se puede determinar
experimentalmente las constantes de equilibrio, estos métodos requieren de
datos potenciométricos, espectrofotométricos, etc. Siendo la

espectrofotometria Ultravioleta-Visible es uno de los métodos mas usados.

La forma de procesar los datos espectrofotométricos depende de la
complejidad que presente el sistema. En el caso de sistemas sencillos el
proceso de datos puede simplificarse aplicando los métodos graficos
tradicionales, para el caso de sistemas mas complicados el tratamiento de los
datos requiere de la aplicacion de métodos graficos mas desarrollados o bien

de métodos computacionales.

Para llevar a cabo la determinacion de las constantes es necesario que el
sistema se encuentre en equilibrio o al menos en estado estacionario, el
cumplimiento de las leyes ideales de absorcidn (ley de Beer y ley de aditividad)

y de una estequiometria simple.

Pero al existir mas de un equilibrio representativo para determinar las
constantes es necesario recurrir a los métodos graficos que involucran
funciones lineales desarrolladas a partir de parametros fisicoquimicos tales

como el coeficiente de absortividad molar y la constante de equilibrio. 22
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Otra alternativa es el uso de métodos numéricos que permiten el
procesamiento de los datos experimentales para sistemas multirreaccionantes y

multicomponentes con un determinado algoritmo matematico. (23

Entre los métodos graficos tradicionales mas usados se encuentran el

método de relaciones molares y el método de variaciones continuas.
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3.3.1 METODOS GRAFICOS TRADICIONALES

Método de relaciones molares

Al considerar la ecuacion 3.13 una reaccion unica.

M +nlL <> MLn ecuacion 3.13

Donde el complejo MLn absorbe radiacién electromagnética, en tanto
que My L no lo hacen, o al menos no absorben apreciablemente a la longitud
de onda de absorcidon del complejo. Las disoluciones de My L se encuentran
preparadas a la misma concentracion; Job y colaboradores demostraron que si

el complejo se encuentra muy poco disociado, la representacion grafica de la

absorbancia frente a la relacion molar %/[, en serie de disoluciones en las que

[M ] permanece constante y [L] varia, da lugar a una linea recta desde el origen

de coordenadas hasta el punto que corresponde a la relacion molar del

complejo formado, a partir del cual cambia de pendiente y alcanza una

absorbancia constante para la relacion molar A% del complejo.

De manera similar se puede mantener [L] constante y variar[M], para
este caso el punto de cambio de pendiente indica la relacion 1‘% Cuando el

complejo se encuentra disociado de manera apreciable (pero no demasiado) no

se observa un cambio brusco en la pendiente, al contrario lo que se observa es
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una curvatura en el entorno de la relacidn molar que corresponde a la
composicion del complejo y una aproximacion asintética a una absorbancia
constante a relaciones molares altas. Al presentarse este caso, la extrapolacion
de los puntos iniciales y finales de la curva al punto de interseccion puede

definir la relacion de composiciones en la reaccién. (figura 3.9)

La curvatura de la linea obtenida por el método de relaciones molares
puede aprovecharse para determinar la constante de formacion del complejo.

Ejemplo considere la ecuacion 3. 14

M +nlL < MLn ecuacion 3.14

Esta disociacion tiene la formula MLn ; muestra que la linea experimental
es la mostrada en la figura 3.9. Donde, si la disociacion fuera muy estable la
linea deberia consistir en dos rectas que se intersecan en el punto An
(ordenada) y 2(abcisa). La curvatura de la linea indica el grado de disociacion
del complejo y la absorbancia experimental puede utilizarse para calcular las

constantes de formacion del complejo.
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n: T

Absorbancia

n2 T

Figura 3.9. Absorbancia en funcion de /a relacion molar [L]}/[M]

Si C,, es la concentracion analitica de My se ha llevado a cabo una
transformacion completa a ML,; entonces [ML,]=C, . La absorbancia Anm
representara la concentracion de ML,. En cualquier punto donde la formacion

del complejo es incompleta se tiene la ecuacion 3.15:

A <
[ML,]=C, * = ecuacion 3.15
A

27



Donde As es la absorbancia medida en una disolucion de concentracion
conocida con respecto a las Gy y G utilizadas para su preparacion. Se tiene la

ecuacion 3.16 y 3.17:

[M]=cC,, —[ML,] ecuacion 3.16

[L]=C, —2[ML,] ecuacion 3.17

Y la constante de formacion del complejo es la ecuacion 3.18:

K, = ecuacion 3.18

Se puede hacer calculos mas precisos de Ara partir de datos sobre la
composicion estequiométrica del complejo, pero también se pueden utilizar

datos de otro punto distinto.

Este método esta limitado para los casos en que As vale 0.7-0.9 A4, Si el
valor de As es muy cercano a A, se tiene la incertidumbre en los valores de
[M] y [L]. Pero si A es menor de 0.7 A, la curvatura de la linea es tan
pronunciada que la composicion estequiométrica del complejo no puede

determinarse con certeza.
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Métodos de variaciones continuas
Al considerar la ecuacion 3.19

M +nL <> ML, ecuacion 3.19

Donde el ML, absorbe radiacion electromagnética en tanto que My L no

lo hacen o no presentan absorbancia significativa en la longitud de onda donde
absorbe el complejo. Las soluciones de My L tienen la misma concentracion y a
partir de éstas se prepara una serie de disoluciones en la que la concentracion

total ([M]+[L])es constante, pero la relacidén de concentraciones es variable. Se

mide la absorbancia de cada uno de los sistemas de la serie a la longitud de

onda dptima de absorcién del complejo ML, frente a la fraccion molar de L
= [L]M Por lo tanto la grafica que se muestra en la figura 3.10, presenta

un maximo en la fraccidn correspondiente a la composicién del complejo

formado.
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Fraccion molar de L, caso en el que n=1

Figura 3.10. Absorbancia en funcion de la fraccion molar de L

n

En general las dos rectas se, intersecan cuando X, = . Este método

1+n
fue ideado por Job en 1928, él supuso que este método solo resultaba para
una relacion 1:1 entre los reactivos; posteriormente en 1941 Vosburgh y
Cooper demostraron que este método se aplicaba a complejos de relacion

molar superior. 3%

Cuando se forma mas de un complejo, y cada uno de ellos presenta un

espectro de absorcion que indique la presencia de una longitud optima de

absorbancia diferente para cada uno de ellos, entonces se podra determinar la
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estequiometria de los dos complejos a su longitud de onda optima para cada

Caso.

En el caso de que la formacidn del complejo ML, no sea tan cuantitativa

es decir que el complejo se encuentre parcialmente disociado, la
representacion de la absorbancia contra a la fraccion molar no da un maximo
agudo, sino achatado; siendo esto un indicador del grado de disociacién del
complejo. En este caso se hace una extrapolacion de los extremos de la curva

donde la disociacion de ML, se ha suprimido debido al exceso de reactivos.

La deduccion exacta de la estequiometria del complejo ML, por esté

método no es precisa cuando la relacion L:M es mayor de 4:1(fraccion
L=0.80), ya que los datos no son los suficientemente exactos para distinguir

esta composicién de la 5:1(fraccién molar L=0.83).

Este método puede ser utilizado para determinar el valor de la constante

de formacion condicional del complejo ML, de la misma manera que en el caso

de método de relaciones molares; teniendo como ventaja poder determinar
constantes de formacion de complejos mas débiles, debido a que la primer
parte de curva (exceso de M) y la ultima parte (exceso de L), son
aproximadamente lineales puesto que se elimina la disociacion del complejo
con lo que se obtiene un angulo mas agudo que el que corresponde a la
representacion de las relaciones molares, por lo tanto es mas facil obtener una

interseccidn por extrapolacion.
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Los métodos graficos presentan ciertas limitaciones como la existencia
de un solo equilibrio representativo del sistema estudiado, que la reaccion sea

cuantitativa y que la estequiometria de la reaccién no sea muy complicada.

Hoy en dia se han desarrollado diversos modelos algebraicos expresados
en funcién de los coeficientes de absortividad de las diferentes especies
involucradas y las constantes de equilibrio cuya complejidad depende de cada
una de las incognitas del sistema. Dichos métodos permiten determinar
indirectamente estas incognitas a partir de ecuaciones lineales que de manera
directa seria imposible conocer. Entonces si el modelo es demasiado
complicado se recurre a sistemas computacionales que mediante pruebas

estadisticas facilita el calculo de dichos parametros.
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3.3.2 METODOS COMPUTACIONALES

Actualmente se cuenta con métodos computaciones que superan las
limitaciones de los métodos graficos. Estos métodos refinan las constantes de
equilibrio en sistemas multirreaccionantes y multicomponentes complicados.
Los resultados obtenidos por dichos métodos son evaluados por parametros

estadisticos como desviacidon estandar y suma de cuadrados.

En la presente tesis los métodos computacionales como SQUAD y
TRIANG fueron los utilizados para determinar el nimero de especies que
absorben de forma diferente en el sistema y las constantes de equilibrio del
farmaco anti-inflamatorio isoxicam. Para alimentar el programa SQUAD es
necesario conocer el nUmero de especies quimicas que absorben la radiacion
electromagnética, proponer el nimero de equilibrios quimicos representativos
independientes en el sistema asi como los valores de los coeficientes de
absortividad molar y los valores de las constantes de equilibrio a refinar.
Previamente al aplicar SQUAD, se puede utilizar el programa computacional

TRIANG.

Descripcion del programa TRIANG.

TRIANG es un programa computacional escrito en lenguaje FORTRAN. El

listado de este programa se reporta en el libro “Solution equilibria”?4
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TRIANG estima el numero de especies que absorben radiacion
electromagnética en el sistema, a partir de los valores de absorbancia a
diferentes longitudes de onda para distintas soluciones, y considerando el error

en las lecturas de transmitancia (AT).

La forma de establecer si una especie quimica absorbe radiacion
electromagnética involucra una comparacion entre valores de absorbancia y los
errores asociados a las mismas, suponiendo el cumplimiento de la ley de Beer y

la de aditividades, de acuerdo al algoritmo que se muestra en la figura 3.11.G3%

MATRIZ P MATRIZ E
(ABSORBANCIAS) (ERROR)

PIVOTEODEPY E

(Elemento mayor en la posicion 1,1)

MATRIZ P’ MATRIZ E’
(TRIANGURALIZACION) (PONDERACION DEL ERROR)

|
COMPARACION DE LOS
ELEMENTOS DE LA DIAGONAL

Figura 3.11. Algoritmo del programa TRIANG.

TRIANG calcula los elementos de una matriz de error, considerando el
valor de AT, la ecuacidn del error en absorbancia y la teoria de propagacion del

error.
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Al comparar diagonales, verifica si el elemento E’j; de la matriz del error
multiplicado por tres es menor que el elemento P%; de la matriz de
absorbancias; entonces se concluye que este elemento diagonal de la matriz de
absorbancias es diferentes de cero. En caso contrario se concluye que ese

elemento es igual a cero.

El nimero de especies que absorban en el sistema se estima como la

suma de los elementos P’; diferentes de cero.

El error en las lecturas de transmitancia (AT) es igual:

1/2
- Errorvulumetrico )

AT = (Error.2

instrumental

El error experimental es igual al error que se comete en las lecturas de

absorbancia y en funcion directa del espectrofotdmetro usado.

El error volumétrico estd asociado fundamentalmente al material

utilizado en el experimento para la manipulacion y medicion de liquidos

Para datos espectrofotométricos obtenidos experimentalmente el valor

de AT debe encontrarse en el intervalo de 0.003 < AT < 0.010.
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Descripcion del programa SQUAD.

SQUAD es un programa creado por Legget escrito en lenguaje FORTRAN.
Esta disefiado para refinar constantes de equilibrio de un modelo quimico
propuesto, a partir de datos de absorbancia obtenidos a diferentes longitudes

de onda y a diferentes composiciones quimicas del sistema (2,

El modelo quimico propuesto puede ser dependiente o independiente del
pH y puede tener especies del tipo:
M, M, H, L, L,

mllljli/qzo

El refinamiento de las constantes se realiza por medio de una
minimizacion de la suma de los residuos de absorbancia cuadraticos por

minimos cuadrados no lineales, empleando el algoritmo de Gauss-Newton.

2

z
=

U=Z (Azk _Afk)

i=1

w
o

Donde:
I = todas las soluciones.
NW = todas las longitudes de onda.

A/, = absorbancia calculada por SQUAD en la i-ésima solucion a la k-ésima

longitud de onda.
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A}, = absorbancia experimental en la i-ésima solucion a la k-ésima longitud de

onda.

La resoluciéon de la minimizacidon requiere el calculo de las absorbancia a

la k-€ésima longitud de onda en la i-ésima solucion.

Para conocer los valores de absorbancia se necesita resolver la ecuacion
de Beer; SQUAD propone los coeficientes de absortividad molar por especie, y
determina la concentracién de cada una empleando el algoritmo de Newton-

Raphson.

La convergencia se da si la diferencia en la minimizacion de un ciclo
iterativo a otro, difiere como maximo 0.001. Que el criterio anterior se cumpla
no significa que se tiene el mejor refinamiento de constantes, debido a que se

puede caer en el caso de una convergencia en un minimo relativo.

Los parametros estadisticos que emplea SQUAD para determinar si €/ modelo
quimico propuesto explica la informacion experimental alimentada son los

siguientes:

# Parametro de correlacién (matriz)
# La desviacion estandar sobre los datos de absorbancia (cgates), Y de las
constantes (octes.)-

# La desviacion estandar por espectro (Gespectro)-
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# La desviacion estandar sobre los coeficientes de absortividad molar

(Gcoef-)

El proceso de seleccion del mejor modelo quimico no se basa solamente en
la obtencion de los mejores parametros estadisticos, también se debe verificar
la consistencia del mismo. Es decir, que los coeficientes de absortividad molar
calculados para cada una de las especies sean congruentes con el
comportamiento experimental y que las especies refinadas puedan predominar

bajo las condiciones experimentales trabajadas.
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4. MATERIALES
Y

METODOS



4.1 Métodos
1. Espectrofotometria UV/Vis

2. Potenciometria

4.2 Programas Computacionales
1. TRIANG

2. SQUAD

Equipo
1. Bafo termostatado (Poly Science Niles IL 60714)
2. pH metro (Mettler Toledo MAD235)
3. Espectrofotémetro UV-Visible (PERKIN ELMER Lambda 18)
4. Balanza analitica (Mettler Toledo AB204)
5. Reactivos
a. Principio activo Isoxicam Ci4Hi3N30sS PM:335.3 (Sigma Lote
127F0579)
b. N2 (AGA ®
c. Agua desionizada
d. Dimetilsulféxido (CH3),SO (DMSO) (J.T. Baker lote. A41651)
6. Material:
a. pipetas volumétricas de 50 mL, 25 mL y 10 mL (PYREX)

b. matraz aforado de 100 mL, 50 mL, 25 mL y 10 Ml (PYREX)
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. vasos de precipitados de 50 mL (PYREX)

. celda termostatada

. micropipetas 0.5-5uL, 5-50uL, 20-200ulL, 100-1000pL, 1-5 mL

(Thermo Labsystems)

41



5.PROCEDIMIENTO

EXPERIMENTAL



5.1 Determinacion de concentracion de isoxicam optima de trabajo en

medio acuoso

El inconveniente que presenta la especiacion quimica del isoxicam en
medio acuoso es su baja solubilidad en agua. A pesar de dicho problema, los
coeficientes de absortividad molar son lo suficientemente grandes para poder
llevar a cabo el estudio de especiacion quimica a concentraciones donde la

precipitacion puede se puede evitar.

Se preparan soluciones de isoxicam a concentraciones de 1073, 10%,10° y
2 x 10° M en condiciones basicas (pH=9), a dichas soluciones se les modifica el
pH cada 0.2 unidades de pH con HCl 0.15 M hasta llegar a un pH=3 para

verificar si ocurre o no precipitacion del farmaco.

Dichas soluciones se leen en el espectrofémetro UV-Visible a una
longitud de onda de 450 a 200 nm, para obtener el comportamiento que
presenta cada una de las soluciones y observar que concentracién es la

adecuada a las condiciones de trabajo.
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5.2 Determinacion de pKa de isoxicam en medio acuoso, bajo

condiciones pseudofisiologicas

De acuerdo a lo observado anteriormente se determind que la

concentracion mas adecuada es la de 10™ M.

Se prepard la solucion de isoxicam, disolviendo inicialmente la especie
neutra (HIsox), posteriormente con una cantidad equivalente de NaOH se

obtuvo el anién Isox.

Solucion de isoxicam:

1) Se peso aproximadamente 17 mg de farmaco isoxicam, la cantidad de
farmaco pesada se coloco en un vaso de precipitado previamente con agua;

2) Se agregd una cantidad equivalente de NaOH de concentracién 11.8803
para disolver el farmaco isoxicam;

3) El vaso de precipitado que contenia el farmaco isoxicam se coloco en el
ultrasonido para disminuir el tamano de la particula y ayudar a la disolucién;

4) Se trasfiere la solucidon anterior a un matraz aforado de 50 mL se aforo con
agua desionizada obteniendo una concentracién aproximadamente 10° M
(solucion A)

5) Con una pipeta volumétrica se tomo 1 mL de la solucion A se agregd a un
matraz aforado de 100 mL

6) En un vaso de precipitado de 50 mL se coloco aproximadamente 877 mg de

NaCl y se disolvio con la minima cantidad de agua desionizada;
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7) Se afiadid la solucién de NaCl al matraz aforado de 100 mL y se aforo con

agua desionizada.

Solucion de HC/ 0.15 M

1) Se afadio 1300 puL de HCI concentrado en un matraz aforado de 100 mL

2) En una vaso de precipitado se coloco aproximadamente 877 mg de NaCl y
se disolvié con la minima cantidad de agua desionizada.

3) Se afiadid la solucién de NaCl al matraz aforado de 100 mL y se aforo con

agua desionizada.

Asi mismo se valord la solucidon de isoxicam 10° M con HCl de concentracion

0.15M.
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Valoracion de la solucion acuosa isoxicam 107 M bajo condiciones

pseudofisiologicas (T=37°C, I=0.15)

1) Se coloco 50 mL de la solucién acuosa de isoxicam en una celda
termostatada.

2) Se tapo la celda termostatada.

3) Se impuso un flujo de N, sobre la solucidn para evitar carbonatar la
solucion.

4) Se mantuvo a una temperatura de 37°C con el bafio termostatado.

5) Se coloco un electrodo combinado de pH dentro de la celda termostatada
para medir el pH de la solucion acuosa de isoxicam.

6) Se mantuvo con agitacion constante la solucion, para homogenizar.

7) Se midio el pH inicial de la solucién acuosa de isoxicam.

8) Se agrego pequenas cantidades de HCI 0.15 M, para obtener el espectro de
absorcién cada 0.2 unidades de pH dentro de un intervalo de longitud de
onda de 200nm-450nm (de nm en nm). El intervalo de pH en el cual se

trabajo fue de 1.0<pH<9.0.

La valoracién se realizd por quintuplicado para verificar la reproducibilidad

de los resultados.

Los espectros obtenidos se corrigieron por dilucién para llevar a cabo el

estudio de especiacidon quimica.
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5.3 Determinacion de concentracion de isoxicam en diferentes

mezclas DMSO-H,0

Debido al inconveniente que presenta la especiacion quimica del
isoxicam en medio acuoso se decididé proponer mezclas de DMSO-H,0 al 10, 20
y 50%, para aumentar la solubilidad y asi obtener absorbancias mayores en

comparacion a las de medio acuoso.

Se prepararon soluciones de isoxicam a concentraciones de 2 x 10 al
20% DMSO- 80% H,0, 5 x 10” al 10% DMSO- 90% H,0 y 5 x10™ 50% DMSO-
50% H,0 en condiciones basicas (pH=9), a dichas soluciones se les modifica el
pH cada 0.2 unidades de pH con HCl 0.15 M hasta llegar a un pH=3 para

verificar si ocurre o no precipitacion del farmaco.

Dichas soluciones se leen en el espectrofotometro UV- visible a una
longitud de onda de 450nm a 200nm, para obtener el comportamiento que
presenta cada una de las soluciones y observar que concentracién es la

adecuada a las condiciones de trabajo.
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5.4 Especiacion de isoxicam en mezcla (10% DMS0-90% H,0)

De acuerdo a lo observado en los tres sistemas estudiados anteriormente

la mezcla de DMSO-H,0 que se aproxima mas a la propuesta que se esperaba

en medio acuoso fue la de 10% DMS0-90% H,O0.

Se preparo una solucidén de isoxicam concentracion de 5.0 x 10° M,

disolviendo inicialmente la especie neutra (HIsox), posteriormente con una

cantidad equivalente de NaOH se obtiene el anion Isox.

Solucion de isoxicam:

1)

2)

3)

4)

5)

Se peso aproximadamente 17 mg de farmaco isoxicam, la cantidad de
farmaco pesada se coloca en un vaso de precipitado de 50 ml previamente
con Dimetilsulfoxido (DMSO).

El vaso de precipitado que contenia la solucidén de isoxicam se coloco en el
ultrasonido para disminuir el tamafo de la particula y ayudar en la
disolucion.

Se coloco la solucion anterior a un matraz aforado de 50 mL,,
posteriormente se aford con Dimetilsulfoxido (DMSO) obteniendo una
concentracién aproximada de 1.0 x 10> M (solucion A).

Con una micropipeta de 1-5 mL se tomo 5 mL de la solucion Ay se agrego
a un matraz aforado de 100 mL.

Al matraz que contenia previamente los 5 mL de la solucidon de isoxicam se

le agregd 5 mL de DMSO concentrado.
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6) En otro vaso de precipitado de 50 mL se coloco aproximadamente 877 mg
de NaCl y se disolvid con la minima cantidad de agua desionizada.

7) La solucién de NaCl se agrego al matraz aforado de 100 mL que
previamente contenia la solucidn de isoxicam.

8) Se adiciono aproximadamente 1250 uL de NaOH 11.8603 M y se aforo con

agua desionizada.

Solucion de HCl 0.15 M

1) Se afadio 1300 pL de HCI concentrado en un matraz aforado de 100 mL.

2) En una vaso de precipitado se coloco aproximadamente 877 mg de NaCl y
se disolvid con la minima cantidad de agua desionizada.

3) Se afiadid la solucion de NaCl al matraz aforado de 100 mL.

4) Se agreg6 10 mL de DMSO concentrado y se afora con agua desionizada.

De esta manera se valoro la solucion de mezclas DMSO-H,O de isoxicam

5x10™ M con HCl al 10% DMSO de concentracion 0.15M.
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Valoracion acido-base de la solucion de isoxicam en mezclas
DMSO- H,0 (90%-10%)

1) Se coloco 25 mL de la solucién isoxicam en mezclas DMSO-H,0 al 10% en
una celda termostatada.

2) Se tapo la celda termostatada

3) Se impuso un flujo de N, sobre la solucidn, para evitar carbonatar.

4) Se mantuvo una temperatura de 37°C con el baino termostatado.

5) Se coloco un electrodo combinado de pH dentro de la celda termostatada
para medir el pH de la mezcla DMSO-H,0 al 10% de isoxicam.

6) Se mantuvo en agitacion constante la mezcla DMSO-H,O al 10% de
isoxicam, para homogenizar.

7) Se midio el pH inicial de la mezcla DMSO-H-0 al 10% de isoxicam.

8) Se valoro con HCI 0.15 M.

9) Se obtuvo el espectro de absorcion cada 0.2 unidades de cambio de pH en
un intervalo de longitud de onda entre 200nm-450nm(de nm-nm). El

intervalo de pH en el cual se trabajo fue de 1.0<pH<9.0.

La valoracion se repitid por quintuplicado para verificar la reproducibilidad

de los resultados.

Los espectros que se obtuvieron se corrigieron por dilucion para llevar a

cabo el estudio de especiacion.
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6. RESULTADOS



6.1 Concentracion optima de isoxicam

En la tabla 6.1 se muestran los parametros considerados para determinar

la concentracion dptima de trabajo.

Tabla 6.1 Parametros de concentracion de 10°, 107, 10°, 2.0 x 107 y una

longitud de onda 200nm a 450nm

Concentracion pH Absorbancia | Solubilidad

9.0 mayor a 6

107 4
3.0 '
9.0 mayor a 6

107 4
3.0 l
9.0 0.0-0.16

2x10°
3.0 l
5 9.0 0.0-0.14

10

3.0

Los parametros que se tomaron en cuenta para obtener la concentracion
adecuada para trabajar con el farmaco fueron solubilidad a pH = 3.0 y

absorbancia menor a 3.
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Absorbancia

6.2 Valoraciones acido—base del anti-inflamatorio isoxicam en medio

acuoso seguidas espectrofotométricamente, bajo condiciones

pseudofisioldgicas.

En la figura 6.1 se muestra un resumen de los espectros de absorcidon de

isoxicam en funcion del pH, de acuerdo a la desviacion estandar () y suma de

cuadrados ( U) proporcionados por el programa SQUAD.

0.20 e pH=8.37
===pH=7.86
pH=7.49
pH=7.07
===pH=6.65
0.15 -
e pH=6.25
0.10 -
0.05 -
o-oo T T T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura 6.1. Espectros de absorcion de isoxicam 10°M en medio acuoso en

funcion del pH.
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La figura 6.1.muestra el espectro ultravioleta-visible para el farmaco
isoxicam, donde se puede observar que a valores de pH mas altos se presenta
un maximo de absorcidén en 348nm y otro en 250nm, que al disminuir el valor
de pH en el sistema; el maximo de absorcién de 348nm se recorre a 320nm y el
maximo de 248nm comienza a desaparecer. En el espectro ultravioleta-visible
también se puede observar la presencia de dos puntos isosbésticos uno
localizado en 340nm y el otro en 272nm, dichos puntos isosbésticos revelan la

existencia de un equilibrio acido-base en la zona de pH de 3.08 a 7.49.
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Absorbancia

En la figura 6.2 se muestra los cambios de absorbancia en funcion del

pH, a partir de los datos obtenidos del espectro ultravioleta visible, de acuerdo

a los valores maximos de absorbancia del farmaco a partir de una

concentracion 10> M.

0.2 -

0.18 -

0.16 -

0.14 -

0.12 -

0.1 -

0.08 -

0.06 -

0.04 -

0.02 -

”’000 0 004000 %

. AAA AAAA, 44
A

® o * *

A A A A

¢ 250
320
A 348

3 4 5 6 7

pH

Figura 6.2 Absorbancia en funcion de pH de isoxicam 10° M en medio acuso a

Ao = 250 nm 320 nm y 348nm
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Al alimentar los datos obtenidos de absorbancia al programa TRIANG con
un error de transmitancia de 0.0009 a 0.01 los resultados que nos proporciono

fueron los que se encuentran en fabla 6.2

Tabla 6.2 Numero de especies que presenta el farmaco isoxicam en medio

acuoso de acuerdo a cada error de transmitancia.

AT Ntlmerc.) de
especies
0.0009 3

0.002
0.003
0.004
0.005
0.006
0.007
0.008
0.009

0.01

NI N N NN W W W Ww
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Absorbancia

6.3 Valoracion acido base del farmaco anti-inflamatorio isoxicam en

mezclas DMSO-H,0 (10%-90%) seguidas espectrofotométricamente.

La figura 6.3 muestra un resumen de los espectros de absorcion del
isoxicam en mezclas DMSO-H,0 10% en funcién del pH. Tomando en cuenta la

mejor (o) y (U) de acuerdo al programa computacional SQUAD.

0.80 -
e=—=pH=7.66
= pH=7.24
0.70 - = pH=6.86
pH=6.47
0.60 -
0.50 -
0.40 -
0.30 -
0.20 -
0.10 -
o-oo T T T T T T T T 1
240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Longitud de onda (nm)

Figura 6.3 Espectros de absorcion de isoxicam 5x10°M en mezclas DMSO-H;0
(10%-90% ) en funcion del pH.
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En la figura 6.3 se puede observar que el espectro ultravioleta-visible
para el farmaco isoxicam, a valores mas altos de pH presenta un maximo de
absorcién de 348 nm, que al disminuir el valor de pH en el sistema; el maximo
de absorcion de 348nm se recorre a 320 nm. En el espectro electrénico
ultravioleta-visible se puede observar la presencia de dos puntos isosbésticos
uno se encuentra en 340nm y el otro punto se ve en 272 nm, donde estos
puntos isosbésticos revelan la existencia de un equilibrio acido-base en la zona

de pH de 7.24 a 3.28.
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Absorbancia

De acuerdo a los valores maximos de absorcion del farmaco isoxicam se

grafico los cambios de la absorbancia en funcién del pH. (Figura 6.4)

0.9 4

0.8 - .
*
*
.
0.7 - .
¢ e ®g 000000 ©
°
0.6 - . ',00"
o ®
]
0.5 - e o
°
° ”
0.4 - o ® *
*
°® ® 0400006000 0
0.3 -
0.2 -
0.1 -
0 ;
2 3 4 5 6 7 8

pH
Figura 6.4. Absorbancia en funcion del pH en mezclas DMSO-H,0 (10%-90) 5x10-
5S5Ma A, =348y 320
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Los datos espectrales de la mezcla DMSO-H,O (10%-90%) que se

obtuvieron se alimentaron al programa computacional TRIANG con un error de

transmitancia de 0.0009 a 0.01 (7ab/a 6.3)

Tablk 6.3 Numero de especies que presenta el farmaco isoxicam en mezclas
DMSO-H-0 (10%-90%) 5 x 10° M, de acuerdo a cada error de transmitancia.

AT

NUmero de

especies

0.0009

5

0.002

0.003

0.004

0.005

0.006

0.007

0.008

0.009

0.01

N NN NN N N DA DA
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7. ANALISIS

DE RESULTADOS



7.1 Concentracion optima de isoxicam

Tomando en cuenta los parametros en la tab/a 6.1, para la concentracion
10°M y 10™ M la absorbancia era muy grande y comenzaba a precipitar para el
caso de la concentracion 2 x 10°M la absorbancia era mayor que 107 pero la
precipitacion del farmaco comenzaba, por lo tanto se decidi® que la
concentracion mdas adecuada era 10° M, ya que mostré que a dicha

concentracion la precipitacién no ocurria.
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7.2 Determinacion de pKa de isoxicam en medio acuoso, bajo

condiciones pseudofisiologicas

Los espectros de absorcion ultravioleta-visible (figura 6.1) del farmaco
isoxicam en medio acuoso presentaron dos puntos isosbésticos uno en 340nm vy
otro en 272nm lo cual indicd la existencia de dos equilibrios acido-base

involucrando el intercambio del proton.

Como se observé en la figura 6.1 al ir de medio basico a medio acido se
presento un desplazamiento hipsocromico de 348nm a 320nm, y el maximo de

272nm comienza a desaparecer.

Por otra parte se realizd el grafico de absorbancia en funcion del pH de
acuerdo a las longitudes de maxima absorbancia de 250nm, 320nm y 348
mostrados en la figura 6.2. A las longitudes de 250nm y 320nm se observo que
a valores de pH cercanos a 3.6 presentan una dependencia, mientras que a las
longitudes de 320nm y 348nm presentaban una dependencia de pH a valores
cercanos 4.0 y a pH mayor a 5.0. En los tres casos de absorbancia tendian a

ser constante, lo cual indicé sélo existia un equilibrio quimico.

Los datos espectrofotométricos se alimentaron al programa
computacional TRIANG (fabla 6.2) el cual estima el nimero de especies que
absorben radiacion electromagnética en el sistema a diferentes longitudes de

onda de acuerdo al error en las lecturas de transmitancia, los resultados que
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proporciond el programa computacional fueron que el farmaco isoxicam

presentaba de dos especies acido-base.

Al comparar los espectros de absorcion del farmaco isoxicam a las
mismas condiciones que el piroxicam (figura 7.1); se observd que el punto
maximo de absorcion a 285 nm comienza a desaparecer para formar otro punto
maximo en 250nm; para el caso del isoxicam el maximo de absorcidon de 272nm

comienza a desaparecer.

230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450

Figura 7.1 Espectros de absorcion de piroxicam en funcion de pH a concentracion
1.0x107
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Dicho comportamiento llevo a pensar que el isoxicam haria lo mismo; la
razon de esto es que el isoxicam presenta dos grupos acidos, el anillo del 4-

metil-isoxazol y el grupo endlico.

Los datos espectrofotométricos se alimentaron al programa
computacional SQUAD, el cual estda disefado para refinar constantes de
equilibrio con datos espectrofotométricos a partir de un modelo quimico
propuesto 33), A su vez, se calcularon los coeficientes de absortividad molar de

las diferentes especies acido-base del farmaco isoxicam.

En total se alimentaron 24 espectros, en un intervalo de longitudes de

onda de 200 a 420 nm (cada 5 nm), con 46 datos por cada espectro.

Se utilizaron dos modelos, considerando como base los estudios
publicados en la literatura sobre estos sistemas y el comportamiento del
isoxicam parecido al piroxicam. Finalmente, se eligi6 un modelo quimico que

considera uno y dos equilibrio acido-base.

La mejor convergencia para el modelo de dos equilibrios se muestra en
la tabla 7.1y para el modelo de un solo equilibrio se muestra en la fabla 7.3
(anexo 2), considerando uno y dos equilibrios generales como se muestra en la

ecuacion 7.1:
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nH" + L' < H,L"

donde L =Isox

,

[T e]

ecuacion 7.1.

Tabla 7.1.Constante de acidez del farmaco isoxicam en medio acuoso calculada

por el programa SQUAD considerando dos equilibrios.

Especies Log B Valores de pKa c V)
H,Isox log B1=6.15 + 0.0006 pKa,=6.15
1.11x 102 | 1.11 x 10™
HIsox log B,=10.31 + 0.0005 pKa;=4.16

Tabla 7.2. Constante de acidez del farmaco isoxicam en medio acuoso calculada

por el programa SQUAD considerando un equilibrio.

Especies

Log

Valores de pKa

(o)

HIsox

log $=3.93 + 0.0003

pKa=3.93

8.33 x 107

6.23 x 107

Donde o es la desviacion estandar sobre los datos de absorbancia y U es

la suma de residuales de absorbancia cuadratica.

Al analizar los modelos propuestos de uno y dos equilibrios se observo

que valor de pKa es muy similar con la diferencia que para un solo equilibrio la

desviacion estandar y la suma de cuadrados es mas pequeia que para el de

dos equilibrios acido-base.
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Los autores Ruy-Shiuan Tsai, Pierre-Alain Carrupt y col. reportaron el
valor de pKa en agua de 3.93 por valoracién espectrofotométrica (?®). En
comparacién al valor de pKa que se obtuvo en el presente trabajo por
valoraciéon espectrofotométrica a condiciones pseudofisioldgicas, con la ayuda

de los programas computacionales TRIANG Y SQUAD fue de 3.93 +0.0003.

En el presente trabajo se obtuvo una desviacion estandar pequeia lo

cual dichos autores no reportan.

Por medio del programa SQUAD se puede obtener los coeficientes de

absortividad molar, ya que es muy importante al estudiar sustancias seguidas

espectrofotométricamente.
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(ex 105 (M! cm?)

La figura 7.2 muestra los coeficientes de absortividad molar, calculados
por el programa SQUAD con dos equilibrios y en la figura 7.3 para un solo

equilibrio para las diferentes especies acido-base del farmaco isoxicam.

0.18 - H,Is*
HIs

0.16 -
0.14 Is
0.12 -
0.10 -
0.08 -
0.06 -
0.04 -

0.02 -

0-00 T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura 7.3. Coeficientes de absortividad molar para las diferentes especies acido-

base de isoxicam en un medio acuoso calculadas por SQUAD.

68

420



(ex 105 (M1 cm?)

0.18 -
HIs
0.16 -
0.14 4
Is-
0.12 ¢
0.10 ¢
0.08 -
0.06 -

0.04 -

0.02 -

0.00

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura 7.3. Coeficientes de absortividad molar para las diferentes especies acido-

base de isoxicam en un medio acuoso calculadas por SQUAD.

Los coeficientes de absortividad molar obtenidos por el programa SQUAD
con dos equilibrios quimicos (figura 7.2) revelan la existencia de tres especies la
cationica HIs™, la neutra (HIS) y la especie anionica (Is), para un solo
equilibrio quimico (figura 7.3) presenta dos especie neutra (HIs) y la especie

anionica (Is).

Debido a la baja absortividad que presentaba el isoxicam en agua se

decidio aumentar la solubilidad con el solvente DMSO.
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7.3 Determinacion de la constante de acidez del farmaco isoxicam en

mezclas DMSO-H20 (10%-90%) a 37°Cy I=0.15M

Los espectros de absorcion de la figura 6.3 al igual que los espectros de
absorcién de la figura 6.1, presentaron dos puntos isosbésticos localizados a las
mismas longitudes de onda 272nm y 340nm, por lo tanto se puedo observar
que el comportamiento espectral era muy semejante, con la diferencia que la
longitud maxima de 250nm ya no era tan notoria como en agua. Se observo
que en mezcla DMSO-H,0 al 10% la absorbancia del punto maximo de 320nm

presento un efecto hipercromico con respecto al agua.

En la figura 6.3 también se observd que el comportamiento acido-base
que presenta el farmaco isoxicam seguido espectrofotométricamente muestra
un desplazamiento hipsocrémico del maximo de 348nm a 320nm de medio

basico a medio acido.

Los puntos maximos que presentd la mezcla de DMSO-H,O al 10%
fueron en 320nm y 348nm, donde los maximos de absorbancia se graficaron en
funcion del pH (figura 6.4), en la figura se puedo observar que a valores de pH
menores a 4.0 dependian del pH y a valores mayores a 5.0 la absorbancia era
constante, al igual que en agua solo se encontrd un solo equilibrio acido-base y

por lo tanto dos especies.
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Los datos espectrofotométricos se alimentaron al programa
computacional TRIANG, los resultados ({ab/a 6.3) que arrojo se compararon con

los resultados de la tabla 6.2 ambos presentaron dos especies en el sistema.

Al igual que en el programa TRIANG los datos espectrofotométricos
obtenidos se alimenta al programa computacional SQUAD ®, el cual se disefio

para refinar constantes de equilibrio a partir de un modelo quimico propuesto.

En total se alimentaron 24 espectros, en un intervalo de longitud de

onda de 220 a 440 nm, con 46 datos cada espectro.

De la misma manera se consideraron uno y dos equilibrios quimicos. La
mejor convergencia para dos equilibrios se muestra en la fabla 7.3 y para un
equilibrio en la tabla 7.4 (anexo 2) considerando un y dos equilibrios generales

como la ecuacion 7.2:

]

nH" + L < H L B=r"%r
[H ] [L] ecuacion 7.2.

donde L =1Isox
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Tabla 7.3.Constante de acidez del farmaco isoxicam mezclas DMSO-H->0 al 10%

calculada por el programa SQUAD considerando dos equilibrios.

Especies Log B Valores de pKa c V)
H,Isox log B1=6.14 + 0.0001 pKa;= 6.14
2.25x10% | 4.77 x 107
HIsox log B>=10.11+ 0.0001 pKa;=4.03

Tabla 7.4. Constante de acidez del farmaco isoxicam en mezclas DMSO-H-0 al

10% calculada por el programa SQUAD para un equilibrio dcido-base.

Especies

Log

Valor de pKa

(o)

HIsox

log B1=4.02 + 0.0001

pKa=4.02

2.34x1073

5.44x1073

Donde o es la desviacion estandar sobre los datos de absorbancia y U es

la suma de residuales de absorbancia cuadratica.

Debido a que la desviacidon estandar y la suma de cuadrados en mezclas

DMSO-H,0 al 10% fueron mas pequefas que en agua; se decidid corroborar

estos resultados por métodos como Electroforesis Capilar para ver la migracion

de las cargas y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para asignar el o los

valores de pKa a la especie del 4-metil-isoxazol o al grupo endlico. (Anexo 3)
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Por otra parte el valor de pKa que reportaron los autores Bernhard vy
Zimmermann en mezclas DMSO-Buffer en relacion 1:100 a temperatura de

22+0.5°C fue de 3.93+0.03 por valoracion espectrofotométrica (13,

Al comparar el valor de pKa que se obtuvo en el presente trabajo por
valoracidon espectrofotométrica a condiciones pseudofisioldgicas, con la ayuda

de los programas computacionales TRIANG Y SQUAD fue de 4.02 +0.003.

Las condiciones pseudofisioldgicas y el cambio del solvente influyen en el
valor de la constante de acidez; esto debido a que la escala de pH para el agua
es de 0 a 14 mientras que para el DMSO es de -5.2 a 27.5 ?7), que a su vez el
agua es débilmente &cida en DMSO ®®): |a constante dieléctrica es otro variable
puesto que la constante dieléctrica del DMSO es de 45 y la del agua es de
87.74 por lo tanto entre mayor sea la constante dialéctica menor sera la

atraccion entre los iones.

Sin embargo el cambio que presentd el pKa no se aleja del reportado por

lo autores.

La ventaja que presenta este trabajo es que se obtuvo una desviacion

estandar mas pequefia a la que reportan los autores.
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Por otro lado con el programa SQUAD se puede obtener el coeficiente de
absortividad molar, ya que es muy importante al estudiar sustancias seguidas

espectrofotométricamente.

La figura 7.4 muestra los coeficientes de absortividad molar, calculados

por el programa SQUAD para las diferentes especies acido-base del farmaco

isoxicam.
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(e x 105 (M! cm)

Los coeficientes de absortividad molar obtenidos por el programa SQUAD
en mezclas DMSO-H,0 al 10% con dos equilibrios (figura 7.4) quimicos revelan
la existencia de dos especies acido-base, la especie neutra (HIs) y la especie

anidnica (Is"), ya que la especie catidnica es muy semejante a la especie

neutra.

0.90 - H,Is*

0.80 -

0.70 - Is-

0.60 -

0.50 -

0.40 -

0.30 -

0.20 -

0.10 -

0.00 : : : : : : : : :
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura 7.4. Coeficientes de absortividad molar para las diferentes especies
dcido-base de isoxicam en un mezclas DMSO-H,0 al 10%-90% calculadas por

SQUAD.

En la figura 7.5 también se puede observar la existencia de dos especies
acido-base la neutra (HIs) y anidnica (Is’).
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(e x 105) (M! cm™)

0.90 - HIS

0.80 -
0.70 -
Is
0.60 -
0.50 -
0.40 -
0.30 -

0.20 4

0.10 -

0-00 T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura 7.5. Coeficientes de absortividad molar para las diferentes especies
dcido-base de isoxicam en un mezclas DMSO-H,0 al 10%-90% calculadas por

SQUAD.

En la figura 7.5 se puede observar que al igual que en medio acuoso

existen dos diferentes especies acido-base para el farmaco isoxicam.
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8. CONCLUSIONES

@ Se determind que existen dos especies acido-base para el farmaco
anti-inflamatorio isoxicam en medio acuoso bajo condiciones
pseudofisioldgicas esto debido a que las condiciones del cuerpo
humano se encuentran a una temperatura de 37°C y una fuerza

ionica de 0.15M.

@ Se identifico que existen dos especies acido-base en mezclas
DMSO-H,0 al 10% a T=37°C, 1=0.15 M obteniendo un aumento
en la absorbancia y asi poder obtener mejores resultados

estadisticos que en medio acuoso.

@ Se determino existe un solo equilibrio acido-base y por tanto una
constante de acidez de (pKa=3.93) igual a la reportada por Ruy y
colaborador, con la diferencia que en este trabajo si se reportd la

desviacion estandar lo cual ellos no hacen.

@ Se dedujo que en mezclas DMSO-H,0 al 10% solo existia un solo
equilibrio quimico y por lo tanto una constante de acidez de
(pKa=4.02) diferente a la reportada por Bernhard y Zimmermann
a otras condiciones, con la variable que en este trabajo se
muestran los valores de absorbancia y en el articulo que

publicaron no se presentan.
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@ Con la ayuda de los estudios de Electroforesis Capilar se pudo
afirmar que solo existian dos especies acido-base la anidnica y la
neutra y por RMN se le pudo asignar el valor de pKa al grupo

enolico

@ A diferencia de las referencias tanto en agua como en mezclas se
demostrd que no soélo basta realizar estudios espectrofotométricos
sino también es necesario utilizar métodos computacionales y
corroborar dichos resultados por medio de otros estudios de

identificacion de especies.
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10. ANEXOS



10.1. ANEXO 1



10.1 ELECTROFORESIS CAPILAR

En los ultimos afos la electroforesis capilar se ha llevado a cabo en
capilares de silice fundida de solo unas cuantas micras de diametro interno, y
se ha determinado su gran utilidad en separacion de diversas sustancias,

especialmente macromoléculas.(®

En electroforesis capilar, los componentes de una mezcla se transportan
a través de un tubo capilar dispuesto horizontalmente (parcialmente enrollado)
por el efecto de un elevador potencial de corriente continua que se aplica a lo

largo de la longitud del tubo.®

En este trabajo la electroforesis se usd para ver el signo de la carga eléctrica de
las especies en ciertos valores de pH, con el fin de verificar algunas hipotesis de

los modelos de SQUAD.

Fundamento de la técnica

Muchas moléculas poseen grupos ionizables y pueden tenerse en
disoluciéon en forma de especies con carga eléctrica, tanto como cationes (+)
o como aniones (-). Las moléculas que tienen cargas similares poseen
distintas relaciones carga/masa, debido a inherentes diferencias de peso
molecular. En conjunto estas diferencias son la base para una diferencial la

migracion, cuando los iones en disolucién son sometidos a un campo eléctrico.
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Generalmente los cationes se trasladan hacia el catodo (-)y los aniones
hacia el dnodo (+) a velocidades que dependen del equilibrio entre la fuerza
impulsora del campo eléctrico sobre los iones cargados de la muestra y las
fuerzas de retardo entre las moléculas sobre los iones cargados de las
moléculas que migran y el medio circulante, que son principalmente las fuerzas
de friccién electrostatica. El material de la muestra debe estar disuelto o
suspendido en algun disolvente miscible con agua (ej. buffer) para que tenga
efecto el fendmeno electroforético. La corriente se mantiene por todo el circuito
ya que los electrodos, estan sumergidos en viales que contienen el buffer.
Durante la separacién en los electrodos se producen iones hidroxilo e hidrégeno
en el catodo, mientras que en el anodo se forma el oxigeno e iones

hidrégeno®,

El tubo capilar cuenta con un flujo electroosmoético que mueve el
disolvente desde el caso que contiene el electrodo positivo al que contiene el
negativo. La causa del flujo electroosmético es la doble capa eléctrica que se
desarrolla en la interfaz entre el silice y la disolucion. Las cargas negativas
fijada sobre la superficie del capilar provienen de la disociacion de los grupos
funcionales que constituyen la superficie de silice fundida. Esta carga atrae a
los iones positivos de la solucion reguladora, originando asi una estructura
doble de la capa tipica. Los iones positivos moviles que rodean la superficie
interior del tubo son atraidos por el electrodo negativo arrastrando con ellos a

las moléculas del disolvente.
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10.2 Determinacion de la carga eléctrica sobre las especies formadas a

partir de un estudio de Electroforesis capilar

Para verificar la existencia de cada una de las especies con las que
cuenta el farmaco anti-inflamatorio isoxicam se realizd un experimento por
medio de la técnica de separacidon de electroforesis capilar, los resultados de
cada unos de los electroferogramas a pH= 2.14 y pH= 7.90 se muestran en las

figuras 10.1 y 10.3 respectivamente.
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En el elecroferograma a pH= 2.14 (figura 10.1 y 10.2) se observo que la

especie catidnica no estaba presente en la muestra del farmaco anti-

inflamatorio isoxicam, ya que la especie catidnica no migro hacia el anodo.

muA

70

Electroferograma de isoxicam a pH = 2.1

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

S} 10 15

t/min

20

A/nm

245
—— 280
340

Figura 10.1. Electroferograma de isoxicam, Absorbancia contra tiempo a pH=2.14

con bufter de fosfato 50mmM, tubo capilar con longitud total de 50.2cm, longitud

capilar a la ventana de 40cm y un voltaje de 9 mV.
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Figura 10.2. Espectros de absorcion Ultravioleta-Visible a diferentes tiempos de

migracion obtenidos en el experimento de la figura 10.1 a pH= 2.14

Cuando se realizd la corrida a pH= 7.90 (figura 10.3 y 10.4) se
observaron dos sefales, a un tiempo de 5 minutos el espectro de la acetona;
en un tiempo de 8.043 el espectro de la especie anidnica que se desplazd hacia
el anodo. Se corrobord que el espectro que se observd en la figura 10.4 es la
misma que presentaron los espectros de absorcidon Ultravioleta-Visible de la

figura 6.1 en medio acuoso.
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Electroferograma de isoxicam a pH=7.9

70
60 - A/nm
28 i — 245
< _
—2
g 30 | 80
20 - | 340
10 - [\
O = \ \ \
0 5 10 15
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Figura 10.3. Electroferograma de isoxicam, Absorbancia contra tiempo a pH=7.90
con buffer de fosfato 50mmM, tubo capilar con longitud total de 50.2cm, longitud
capilar a la ventana de 40cm y un voltaje de 9 mV.
m 60-70
i 1;' 25060
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muA 'Mm‘lh ”ml". m 40-50
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Figura 10.4. Espectros de absorcion Ultravioleta-Visible a diferentes tiempos de

migracion obtenidos en el experimento de la figura 10.3 a pH= 7.90
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10.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La resonancia magnética nuclear es un método basado en las
propiedades magnéticas de los nucleos. Bajo condiciones adecuadas, la
muestra absorbe radiacion electromagnética en la regidon de radio frecuencia.
Todos los nucleos contienen carga. En algunos nucleos, esta carga hace un
spin” (gira) en el eje nuclear y esta circulacion de la carga genera un dipolo

magnético a lo largo del eje. (3233

El momento angular de spin se describe en términos del nimero de spin
nuclear (/) donde tiene valores de 0,2,1,3/2......... ; la magnitud intrinseca del

dipolo magnético generado se expresa como momento magnético nuclear (p).

Cada protdén y neutrén de un nucleo tiene su propio spin y el momento
angular del nucleo es el resultado de esos momentos de spin. Cuando la suma
de protones y neutrones es par, / es igual a cero o a un numero entero
(0,1,2,....); si la suma es non I es la mitad de un numero entero

(1/2,3/2,5/2, .....).3%

Los nlcleos 'H,*°F,3C y 3P tienen ndmero de spin /=2 y una

distribucion de carga esférica uniforme.
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El nimero de spin determina el nimero de orientaciones que debe
adquirir un ndcleo en un campo magnético uniforme exterior, de acuerdo a la

ecuacion 2.10:

27 +1 ecuacion 10.1

Donde 7es el nimero de spin nuclear

El proton tiene dos orientaciones en un campo magnético uniforme
aplicado paralelo al campo magnético, es decir alineado al campo magnético, o
antiparalelo con el campo magnético, (alineado en contra del campo
magnético). al estar paralelo al campo magnético se encuentra en un estado de
baja energia (estable) mientras que al quedar en estado antiparalelo se halla en

un estado de alta energia (inestable), como se observa en la figura 10.4.

Ho

Figura 2.9. Niveles de energia de un proton.
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Al establecer los niveles de energia para el protdn ahora se puede
introducir un cuanto de energia (/v); donde (/) es la constante de Planck y (v)
es la frecuencia de radiacidn electromagnética; de tal manera que la orientacion
paralela (estado de energia baja) se puede desplazar rapidamente hacia la
orientacion antiparalela (estado de alta energia) en un campo magnético de

cierta intensidad H,.

La ecuacién de RMN fundamental que correlaciona la frecuencia
electromagnética con una intensidad de campo es la ecuacion 10.2

H .y
y =" ecuacion 10.2
2w

donde

y = relaciéon giromagnética y constituye una constante fundamental

La relacion giromagnética es un factor en la constante de
proporcionalidad entre la frecuencia de energia absorbida y la intensidad del

campo magnético

Por lo tanto al aplicar un campo magnético uniforme e intenso (/) los
nucleos sufren el efecto de una fuerza de rotacién y tienden a sufrir
orientaciones permisibles con respecto al campo externo. Sus ejes de spin se
inclinan hacia el campo y exhiben un movimiento de precisidon con respecto a la
direccion del campo; como se muestra en la figura 10.5
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Campo de rf

(Componentes
de rotacidn de
un campo tf sobre
un eje-x)

Polo magnético

Figura 10.5 Nucleo rotatorio en un campo magnético

Los nucleos con nimero de spin pequefio permiten obtener los espectros

de mejor resolucion.

La ecuacion 10.2 es la frecuencia (v) relacionada con las transiciones en
RMN, y establece la frecuencia de absorcidon de resonancia magnética que varia
de acuerdo al valor del campo aplicado; por lo tanto v aumenta linealmente con

el campo magnético aplicado (2, como se puede observar en la figura 10.6.

94



600

500

v (MHz)
3

N
N
o

200

100
60

141 234 473 635 8.46 11.75 14.1
HO

Figura 10.6. Variacion de la frecuencia de resonancia que induce las transiciones

de spin protonicas con la intensidad del campo magnético aplicado Hp.

Las frecuencias de resonancia dependen ligeramente del entorno
electrénico y del protdn de la molécula y da lugar a lo que se conoce como
desplazamiento quimico (38), los desplazamientos quimicos pueden expresarse

en partes por millén (ppm) 93V como se muestra en la ecuacion 10.3

5= x10° ecuacion 10.3

donde:
vs= a la frecuencia de la muestra o el analito

ur= a la frecuencia de la referencia
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El compuesto patron que se utiliza en la RMN de H y !3C es el
tetrametilsilano (CH3)4Si, mejor conocido como (TMS), en este compuesto todos
los protones son idénticos ya que es practicamente inerte, facilmente soluble en

la mayoria de liquidos organicos, pero insoluble en agua. 3233
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10.4 Resonancia magnética nuclear bidimensional

Si al campo magnético principal se le coloca un campo magnético de
menor intensidad entonces se puede generar espectros de absorcidn

bidimensionales.

El término RMN-2D abarca un amplio conjunto de técnicas que tienen en
comun el uso de secuencias especificas de pulsos de radiofrecuencia para

manipular la evolucion de la magnetizacién de una muestra.

El esquema general para un experimento de RMN-2D puede considerarse
formado por cuatro periodos de tiempo o bloques a los que llamamos

preparacion, evolucién, mezcla y deteccion, figura 10.7.

Preparacion| | Evoluciin || Mezcla Deteccion
tp t tm tz
Hl:. 4 HE' + HI'I'I * H.:| 4
on 0" an”
t1 tr‘n h
NOESY

Figura 10.7. Esquema experimental general para los experimentos de RMN-2D.

Ejemplo del NOESY (Nuclear Overhauseser Effect Spectroscop).
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El periodo de preparacion, t,, es un tiempo de retardo cuyo propdsito es
asegurar que la magnetizacion de equilibrio se ha restablecido antes de repetir
la secuencia de pulsos en el proceso acumulativo que usualmente se realiza
para mejorar la relacion sefal/ruido. Este periodo termina con la aplicacién de
uno 0 mas pulsos para crear coherencia. El periodo de evolucion, t;, que sigue
al de preparaciéon corresponde a la 22 dimensidn de los espectros
bidimensionales; durante este periodo la coherencia evoluciona hasta alcanzar

un estado que depende del valor t;.

El periodo de mezcla, t, incluye uno o varios pulsos de radiofrecuencia y
tiempos de retardo; este periodo se disefia con el propdsito de transferir

coherencia entre espines.

Durante el periodo de deteccidn, t,, el sistema evoluciona y se registra la
FID (atenuacion libre de la induccion magnética) cuya T.F.( transformacién de
Fourier) generara la dimension de frecuencia F, del espectro bidimensional. En
un experimento completo los tiempos de preparacion, mezcla y deteccidon son
fijos en cada medida, mientras que el tiempo de evolucion se incrementa a

intervalos regulares entre medidas. Como se muestra en la figura 10.8 3®

98



Interferograma
Msen{2nL2t, }

t

S(f4, f2)

mmmmmeeeeent

Q f2

Figura 10.8: A: Conjunto de datos S(t,,t,) obtenidos al digitalizar las FID s en e/
dominio de la variable t, para valores discretos regularmente separados de la
variable t;. B: S(t;,F2), espectros obtenidos por FFT en el dominio t; cuyas
amplitudes estan moduladas en el dominio t,. C: S(F;, F;), espectro bidimensional

obtenido por doble FFT de S(t, t;) y mapa de contornos del espectro bidimensional.
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La figura 10.9 muestra el espectro de protén en DMSO deuterado con la
integracion de cada grupo de enol, amina, cetona y sulfato de la molécula de
Isoxicam; la figura 10.10 muestra el espectro de 3C en agua deuterada
mostrando un efecto isotopico del intercambio de los protones sobre el

desplazamiento del carbdn.

La figura 10.11, muestra el espectro donde al ser saturada la sefial del
agua, el hidrogeno del nitrdgeno del anillo 4-metil-isoxazol (13.63 ppm) siente
mas el efecto que el del hidrégeno del grupo enol (11.45 ppm), demostrando
que hay intercambio facil de estos protones con el agua en DMSO, por lotanto

deberia ser mas acido desde el punto de vista de Bronsted.

En la figura 10.12 muestra un NOESY H-H, para ver la correlacion vy el

acoplamiento de las sefiales de hidrégeno.

La figura 10.13 representa la amplificacion de la figura 10.12, donde la
sefal horizontal en aproximadamente 3.4 ppm corresponde a los protones del
agua y la senal vertical en aproximadamente 11.45 ppm corresponde al
hidrogeno del enol. Esto corrobora la correlacion entre estos hidrdgenos por el

intercambio de protones entre ambas moléculas por esos grupos.

La figura 10.14 muestra la correlacion de los hidrégenos del anillo
aromatico con los protones del metilo que se encuentra sobre el nitrégeno, lo

que permite hacer la asignacion de las sefales de un metilo y otro: en 2.82
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ppm esta sefal del metilo que esta sobre el hidrégeno del heterociclico grande,
en tanto que en 2.42 ppm esta la sefial del metilo del heterociclo de cinco

miembros.

La figura 10.15 muestra la molécula del Isoxicam con los

desplazamientos de la molécula del DMSO, tanto en 'H como en *C.

Los espectros en conjunto muestra que los protones endlico y nitrégeno
del anillo 4-metil-isoxazol tienen gran intercambio con el agua, lo que hace
pensar que uno de ellos es el protdn acido (de Broted) de la molécula, lo que
contribuye a pensar que el pKa se debe al grupo enol, como se ha asignado

siempre.
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ANEXO 2



10.2 Resultados de SQUAD

Tabla 10.1 Constante de acidez del farmaco isoxicam en medio acuoso

calculada por el programa SQUAD considerando dos equilibrios.

Especies Log B Valores de pKa c V)

HoIsox | log B1=6.14 + 0.0001 pKa,= 6.14

2.25x 107 | 4.77 x 107
HIsox | log B>=10.11+ 0.0001 pKa;=4.03
HoIsox | log B1=5.92 + 0.0520 pKa,=5.92

5.51 x 107 | 2.87 x 10
HIsox log B>=9.49 +0.0550 pKa;=3.86
HoIsox | log B1=7.15 + 0.0248 pKa,= 7.15

4.10x 107 | 2.11x 107
HIsox |log $,=10.85 + 0.0251 pKa;=3.07
H,Isox log B1=7.21 + 0.026 pKa,= 7.21

7.15 x 107 | 4.59 x 10
HIsox log B>,=10.97+ 0.0493 pKa;=3.76
H,Isox log B1=6.43+ 0.1335 pKa,= 6.43

3.47 x 107 | 1.13 x 10
HIsox log B,=10.17+0.1338 pKa;=3.75
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Tabla 10.2 Constante de acidez del farmaco isoxicam en medio acuoso

calculada por el programa SQUAD considerando un equilibrio.

Especies Log B Valores de pKa c U
HIsox |log p=3.93 + 0.0419 pKa=3.93 8.33x 10| 6.23 x 10
HIsox |log p=4.13 + 0.074 pKa;=4.13 1.21x 102 | 1.39 x 10™
HIsox |log p=7.72 + 0.0003 pKa;=7.12 1.21x 107 | 1.39x 10
Hlsox |log p=3.67 + 0.0576 pKa;=3.67 1.40 x 10| 1.85 x 10™
HIsox |log p=3.72 + 0.0256 pKa;=3.72 3.73x 107 | 1.38 x 10

Tabla 10.3 Constante de acidez del farmaco isoxicam en mezclas DMSO-

H>0 al 10% calculada por el programa SQUAD considerando dos equilibrios.

Especies Log B Valores de pKa c U

H,Isox | log B1=6.14 + 0.0001 pKa,= 6.14

2.25x 107 | 4.77 x 107
HIsox |log B,=10.16+ 0.0001 pKa;=4.02
H,Isox | log B1=7.48 + 0.0166 pKa,=7.48

3.76 x 107 | 1.30 x 102
HIsox |log B,=11.53+ 0.0168 pKa;=4.05
H,Isox | log B1=6.45 + 0.2006 pKa,= 6.45

3.19x10%|9.82 x 10"
HIsox |log B,=10.47+ 0.1977 pKa;=4.01
HoIsox | log B1=7.15 + 0.0248 pKa,= 7.15

2.11x 107 | 4.10 x 102
HIsox |log f,=10.85+ 0.0251 pKa;=3.70
H,Isox | log B1=6.81+ 0.0555 pKa,= 6.81

3.52 x 107 | 9.66 x 107
HIsox log B,=10.80+0.0557 pKa;=3.99
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Tabla 10.4 Constante de acidez del farmaco isoxicam en mezclas DMSO-

H>0 al 10% calculada por el programa SQUAD considerando un equilibrio.

Especies Log B Valores de pKa c U
HIsox |log p=4.02 + 0.0016 pKa=4.02 2.34x10° | 5.44x107
HIsox |log p=3.99 + 0.0047 pKa;=3.99 7.44 x 103 | 4.57 x 10
HIsox |log p=3.89 + 0.0339 pKa;=3.89 8.20 x 107 | 6.65 x 10
HIsox |log p=4.02 + 0.0016 pKa;=4.05 1.35x 102 | 1.77 x 10™
HIsox |log p=4.23 + 0.0013 pKa;=4.23 423 x10° | 1.79 x 107
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