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Introduccién

1. INTRODUCCION

La inflamacién es un sintoma corporal en la cual los tejidos son afectados por
calor, enrojecimiento, hinchazén y dolor. La inflamacion es una respuesta esencial y
normal en el cuerpo cuando se presenta un estimulo dafioso y puede variar de una
reaccion localizada en un tejido afectado o estar vinculada a una reaccion en todo el
organismo. Mientras que la inflamacion es una respuesta normal, la inflamacidon crénica
es resultado de la destruccion de tejido conectivo normal debido a enzimas cataliticas y
citoquinas (Weder, 2002).

Los farmacos anti-intlamatorios no esteroidales (AINE) son un conjunto de
farmacos analgésicos estructuralmente diversos; es decir, salicilatos -&cido
acetilsalisilico—, acidos fenilalcandicos  —ketoprofeno, ibuprofeno, naproxeno—,
oxicams —piroxicam, tenoxicam, meloxicam—, &cidos antranilicos —acido
mefenamico—, sulfonamidas —celecoxib—, furanonas -rofecoxib—, propanamida
—parecoxib— (Florez, 2004), con tres efectos principales: antiinflamatorio, analgésico y
antipirético (Florez, 2004; Rang, 2003).

Todos los AINE inhiben a las ciclooxigenasas, enzimas clave que participan en
los mecanismos patogénicos de la inflamacion, el dolor y la fiebre (Weder, 2002;
Florez, 2004; Rang, 2003), como consecuencia se inhibe la formacion de
prostaglandinas (particularmente PGE2 y PGI2) a partir del acido araquidonico
membranario de distintos tipos celulares (Moreno-Brea, 2005). Se ha descubierto la
presencia de, al menos, dos isoformas de la ciclooxigenasa: COX-1 y COX-2. COX-1
se expresa constitucionalmente, pero muy especialmente en el rifion y en el tracto
gastrointestinal, y esta relacionada con el control homeostatico de funciones fisioldgicas
multiples, mientras que COX-2 parece expresarse en algunas células bajo el efecto
inductor de determinados estimulos como algunos mediadores quimicos de la
inflamacion y cataliza la produccion local de prostaglandinas en situaciones fisiologicas
y patologicas (Weder, 2002; Florez, 2004; Rang, 2003).

Como resultado de la expresion ubicua de la COX-1, la toxicidad
gastrointestinal es la principal limitante clinica de los AINE tradicionales, lo que resulta
en mayores efectos adversos gastrointestinales, como perforacion, ulceracion y
sangrado (Hupp, 2004).
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Introduccién

Dentro del grupo de los AINE, se halla la familia de los oxicam, los cuales
fueron introducidos por Pfizer en los afios 80 para reducir la toxicidad gastrointestinal
relacionada con la inhibicion de prostaglandinas (Weder, 2002; Kalant, 2004).
Meloxicam (Fig. F1.1) es un farmaco distinto de los oxicam por su potente inhibicion
preferencial hacia la COX-2 y fue el primero en inhibir més efectivamente la COX-2
que la COX-1 (Luger, 1995). Por esta razon, se asocia con menos sintomas y
complicaciones gastrointestinales que el piroxicam, diclofenaco, naproxeno y acido

acetilsalicilico, entre otros. (Katzung, 2005).
OH o S \
\ H/KN

o//s\\o

Fig. F1.1. Estructura del meloxicam

La mayoria de los farmacos cruza las membranas celulares por difusion pasiva a
través de los lipidos de éstas. La velocidad de penetracion del farmaco a las células
depende de diversos factores, entre ellos el pH, que determina el estado de ionizacién
del farmaco y por tanto, su capacidad para cruzar la membrana. La forma ionizada no
difunde a través de la membrana, mientras que la forma no ionizada difundird hasta que
se equilibre la concentracion a ambos lados de ella [Florez, 2004; Kalant, 2002).

La determinacion de las constantes de acidez se ha hecho por diversos métodos,
entre los que destacan los gréaficos y los auxiliados por programas computacionales. Los
primeros no eran muy precisos, lentos y estaban limitados a modelos de equilibrios
sencillos. Con el avance de la tecnologia, llegaron los métodos auxiliados por
programas computacionales, que permiten el manejo de mayores cantidades de
informacidn, ademas de ser mas precisos y mas universales (es decir, se aplican tanto a
sistemas sencillos como complejos).

Sin embargo, ademas de los métodos anteriores, los estudios teoricos, a través de
la quimica computacional, han ido incursionando en problemas quimicos cotidianos y
han dado aproximaciones bastante confiables. La quimica computacional es una rama
de la quimica tedrica cuyos principales objetivos son crear aproximaciones matematicas
eficientes y programas computacionales que calculen las propiedades de las moléculas

(tales como la energia total, el momento dipolar y cuadripolar, frecuencias
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vibracionales, reactividad, constantes de acidez, entre otras) y aplicar estos programas a
problemas quimicos concretos (http://quantum.cecalc.ula.ve; http://es.wikipedia.org),
como es la determinacion de los sitios preferentes de protonacion en una molécula.
Tiene aplicaciones en diversas areas como la quimica inorganica, quimica organica,
cristalografia, espectroscopia molecular, industria quimica-farmacéutica, entre otras. La
modelacién molecular es necesaria para el disefio de nuevas moléculas con propiedades
determinadas tanto si se refiere a la busqueda de nuevos medicamentos como a nuevos
materiales de interés tecnoldgico (http://nereida.deioc.ull.es/).

Los programas usados en quimica computacional se basan en diferentes métodos
mecanocuénticos que resuelven la ecuacion molecular de Schrodinger. Hay un gran
nimero de paquetes informaticos disponibles que son autosuficientes y que
implementan muchos métodos mecanocuanticos. Entre los mas usados se encuentran
deMon2k, GAUSSIAN, GAMESS, Q-Chem, ACES, MOLPRO, DALTON, Spartan,
PSI, JAGUAR, MOLCAS, MOPAC, NWChem y PLATO (http://es.wikipedia.org).

El conocimiento de los valores de pK, de meloxicam permitira realizar estudios
posteriores de las interacciones de este fArmaco con iones metalicos; es decir, abrira la
posibilidad de refinar, por métodos espectrofotométricos auxiliados por métodos
computacionales, las constantes de estabilidad del meloxicam con diversos iones
metalicos. Por otra parte, debido a la importancia que han adquirido los farmacos con
mayor selectividad por COX-2, el propoésito de este trabajo es determinar las constantes
de acidez del antiinflamatorio no esteroidal, Meloxicam, a condiciones
pseudofisioldgicas (T = 37° C; u = 0.15 M) en solucién acuosa, asi como en mezclas de
dimetilsulfoxido:agua (DMSO:H,0), también a 37° C y x = 0.15 M. La razon de
emplear DMSO se debe a que la solubilidad del meloxicam es baja en agua, pero alta en

dimetilsulféxido.
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Objetivos e Hipotesis

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar las constantes de acidez del antiinflamatorio Meloxicam a partir de datos
espectrofotométricos y realizar estudios tedricos de minimizacion de energia en
diferentes isdbmeros del meloxicam partiendo de diversas estructuras del farmaco con
diferentes grados de protonacion, para conocer la fraccion del farmaco que puede

absorberse a través de barreras bioldgicas, asi como el estado de protonacion del mismo.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

+ Refinar las constantes de acidez de meloxicam en solucién acuosa a condiciones

pseudofisioldgicas (37° C y u = 0.15 M) por medio de espectrofotometria UV.

+ Refinar las constantes de acidez de meloxicam en una mezcla de DMSO:H->0

1:9 a condiciones de 37° C y i = 0.15 M por medio de espectrofotometria UV.

+» [Estudiar los diferentes isémeros conformacionales de las formas mencionadas de

meloxicam por medio de estudios tedricos a priori.
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Objetivos e Hipotesis

3. HIPOTESIS

+ La obtencion de espectros de absorcion en un intervalo de longitud de onda
preestablecido a diferentes valores de pH, permitird arrojar resultados sobre las
diferentes especies acido-base del farmaco que existen o predominan. Si se realiza la
optimizacién de la geometria, asi como el célculo de frecuencias de diferentes especies
de meloxicam con diversos grados de protonacién, podra darse una explicacion a los
resultados obtenidos en las valoraciones &cido-base seguidas por espectrofotometria
UV. Si se obtienen estructuras de meloxicam con diferentes grados de protonacion,

podran plantearse equilibrios acido-base para este farmaco.

Determinacion de las constantes de acidez del farmaco antiinflamatorio Meloxicam  Pagina 8



CAPITULO 4

ANTECEDENTES



Antecedentes

4. ANTECEDENTES

4.1 LA ARTRITIS REUMATOIDE (AR)

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad crénica que origina dolor, rigidez,
hinchazén y pérdida de funciones en las articulaciones y puede también acompafiarse de
inflamacion en otros érganos (http://www.arrakis.es; Moya Hernandez, 2003; Reséndiz
Gonzaélez, 2004).

Se trata de una enfermedad cronica y multisistémica autoinmune de etiologia
desconocida. La alteracion caracteristica de la AR es una sinovitis inflamatoria
persistente que afecta habitualmente a las articulaciones periféricas con una distribucion
sistémica. El signo clave de la enfermedad es el potencial de la inflamacion sinovial
para producir una destruccion del cartilago con erosiones 6seas y deformidades
articulares en fases posteriores.

Se asocia a diversos factores de riesgo, entre los que cabe destacar: la edad avanzada, la
obesidad y los traumatismos y sobrecarga de las articulaciones (por ejercicio fisico
intenso, determinados trabajos, etc.). Se manifiesta principalmente por la presencia de
un dolor en las articulaciones afectadas, que inicialmente puede ser leve e intermitente,
Ilegando a ser muy intenso y persistente, asociandose a inflamacion, rigidez y reduccion
de la movilidad y la funcionalidad de los pacientes (Garcia Vargas, 2004).

En ocasiones, su comportamiento es extra-articular: puede causar dafios en cartilagos,
huesos, tendones y ligamentos de las articulaciones, pudiendo afectar a diversos 6rganos
y sistemas, como 0jos, pulmones, corazén, piel o vasos (www.wikiedia.es). Los
mediadores de la inflamacion pueden trasladar el trastorno a diferentes estructuras
organicas.

En la figura F4.1, se muestra el aspecto de una articulacion normal y una tipica de la
artritis reumatoide. Puede observarse que, en la articulacion normal, el hueso no
presenta desgaste, el cartilago se encuentra completo a lo igual que los tendones, y la
sinovial tiene un tamafio normal; por otra parte, en la artritis reumatoide, el cartilago ha

desaparecido considerablemente, por lo que el hueso presenta desgaste, y la sinovial se
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aprecia inflamado, por la generacion de una gran cantidad de fluidos. Puede apreciarse

también en la figura las articulaciones que son afectadas por la artritis reumatoide.

Normal Joint

Cartilage Tendon

Synovium

Hone Symovial Fluid
Joant Capsule Bong

Joint Affected by

La artritis reumatica por
Rheumatoid Arthpitis

lo general afecta las
articulaciones de forma
simétrica (en ambos
lados por igual),
puede iniciar en un
par de articulaciones
solamente y ataca con
mayor frecuencia las
munecas, manos, codos,
hombros, rodillas
y pantorrillas

Bone Loss/Erosion

I.'I Cartilage Loss

Inflamed Synovium
Bone Loss Fue

tGeneralized)
Swollen Toint Capsule

Fig. F4.1. Comparacion entre una articulaciéon normal y una con artritis reumatoide. Articulaciones en

donde se presenta la artritis reumatoide (http://es.wikipedia.org/).

A continuacion, se muestran los criterios del diagnostico de AR de la American

Rheumatism Association (ARA) y del American College of Rheumatology (ACR):

-Rigidez matutina

-Dolor al moverse o sensibilidad dolorosa a la presién por lo menos en una articulacion
-Hinchazdn en una segunda articulacion

-Afeccion simultanea de la misma articulacion en ambos lados del cuerpo

-Nodulos subcutaneos sobre prominencias 6seas, 0 superficies extensoras, 0 en regiones
yuxtaarticulares

-Signos radiogréaficos tipicos de artritis

-Cambios histologicos caracteristicos en la sinovial
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-Cambios histologicos caracteristicos en nddulos subcutaneos (Garcia Vargas, 2004)

4.1.1 ETIOLOGIA

La causa de la AR se desconoce. Se ha sugerido que la AR es una manifestacion de la
respuesta del huésped con susceptibilidad genética a un agente infeccioso. Se ha
sugerido que también podrian involucrarse factores ambientales y hormonales,
interrelacionados en forma compleja.

Una de las posibilidades es la infeccion persistente de las estructuras articulares o la
retencion de los productos microbianos en los tejidos sinoviales, que genera una
respuesta inflamatoria crénica. Otra alternativa seria que los microorganismos o la
respuesta a ellos produjera una reaccion inmunitaria contra los componentes de la
articulacion, alterando su integridad (Garcia Vargas, 2004).

Se sabe que la destruccion del tejido conectivo normal durante la artritis reumatoide se
debe a la activacién de la respuesta inmune, la liberacion de enzimas hidroliticas, por
ejemplo, colagenasas, proteasas, gelatinasas, matrilisina, y la degradacién posterior del
colageno y otros componentes extracelulares que se encuentran en las articulaciones y el
tejido conectivo (Weder, 2002).
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4.2 DISENO DE FARMACOS

El disefio se aplica tipicamente para pequefias moléculas que se unen a biomoléculas y
que inhiben su funcion, y el proceso de disefio ofrece la construccion tridimensional de
los complejos entre las moléculas pequefias y la “molécula blanco” (receptor). Las
principales actividades son el descubrimiento de cabezas de serie iniciales, que
presenten cierta actividad en ensayos biologicos, y la posterior optimizacion para
obtener mayor potencia y propiedades farmacoldgicamente aceptables (Jorgensen,
2004).

En la figura F4.2 se esquematiza el disefio de farmacos.

Lead Generation Lead Optimization
X-ray Structures of Complexes FEPE““!‘
[L U’ ADME filter:
ik Py
de nove: docking: QikProp
BOME Glide + FINC ﬂ
ﬂ ﬂ Synthesize &
ADME filter: ADME filter: Assay
ik Prop ik Prop B
Jl ﬂ FEP
Refine
| Synthesize | I Purchase I '"ﬁmtm
] Synthesize &
thesi

J ]
uM Hits

Fig. F4.2. Esquemas para la generacion de cabezas de serie y optimizacion de las mismas (Jorgensen,
2009).

4.2.1 RELACION ESTRUCTURA QUIMICA-ACTIVIDAD BIOLOGICA

Se sabe que el efecto fisioldgico de una molécula esta en funcién de su estructura. Esta

relacion se denomina SAR (Structure-Activity Relationship), si es cualitativa y QSAR
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(Quantitative Structure-Activity Relationship), si es cuantitativa. La actividad es
consecuencia de una interaccion entre el farmaco y una macromolécula bioldgica (su
diana farmacoldgica o receptor) pudiendo comportarse el f&rmaco como agonista o
antagonista de dicho receptor. Solo en casos especiales la actividad se debe a otro tipo
de fendmeno, hablandose entonces de farmacos estructuralmente inespecificos.
Existen diferentes estrategias para buscar un farmaco prototipo, modelo o “cabeza de
serie”, tanto si éste es de origen natural, como si es de sintesis.

La modificacion estructural de un prototipo tiene por objeto optimizar su actividad
farmacoldgica principal con el fin de disponer de farmacos mas selectivos y menos
toxicos, con mejor farmacocinética o sin problemas de formulacion farmacéutica
debidos a una solubilidad o estabilidad inadecuadas.

El que una molécula obtenida por modificacién de un prototipo activo puede presentar
propiedades Utiles suele ser mas productivo que ensayar sin una base suficientemente
solida nuevos compuestos aislados de la naturaleza o sintetizados en el laboratorio.
Dentro de una molécula, suele identificarse una porcion de la misma denominada grupo
farmacdéforo, que se define como la porcion de la estructura de un farmaco que
interactUa con su diana farmacolodgica y explica la accion bioldgica a nivel molecular.
En ciertos casos, es posible definir el grupo farmacoforo por la existencia de
determinadas caracteristicas geométricas, y esto puede estimular la preparacion de
nuevos compuestos que las satisfagan.

Existen diversas modalidades en el procedimiento de modificacién molecular, entre las
que destacan las siguientes:

Simplificacion del prototipo. Conocido tradicionalmente como “variacion estructural
disyuntiva”, se aplica fundamentalmente a productos naturales de estructura compleja.
Aunque en algunos casos la simplificacion de la estructura supone la pérdida de la
actividad bioldgica, es frecuente que una porcion estructural del prototipo posea su misa
actividad. En casos esporadicos, el proceso es el inverso y la estructura del prototipo, en
vez de simplificarse, se hace mas compleja.

Asociacion de dos moléculas. A veces, se asocian dos moléculas o méas farmacos, a
través de enlaces covalentes, para formar una nueva estructura que potencie la accion de

ambos (farmacos gemelos, o hibridos).
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Replicacion moduladora. Consiste en la modificacion sisteméatica de determinados
grupos o porciones estructurales de la estructura modelo. Normalmente, la actividad
farmacoldgica del prototipo se mantiene, pero en algunos casos se descubre en un
analogo un nuevo perfil farmacoldgico.

Introduccion de enlaces maltiples: vinilogia. La sustituciéon de un enlace sencillo, en la
molécula de un farmaco, por uno doble o triple conduce a una alteracion de la geometria
molecular y, generalmente, a un aumento de la rigidez. Un criterio muy utilizado en el
disefio de anélogos se basa en el llamado principio de vinilogia, segin el cual dos
sustituyentes, X y Y, unidos por una cadena vinilénica o polivinilénica se comportan
como si estuvieran unidos directamente.

En términos de la teoria electronica, los efectos de grupos adyacentes o donadores de
electrones se transmiten en virtud de la superposicion de orbitales p, que es la causa de
los efectos mesdmeros o de resonancia, por lo que los grupos X y Y son equivalentes
desde el punto de vista de la distribucion de cargas.

Si la densidad electronica de una determinada zona de una molécula es importante para
su fijacion al receptor, la actividad bioldgica puede mantenerse en los vinilogos del
compuesto de referencia.

La aplicacién del principio de vinilogia fracasa si la alteracion de las distancias entre
determinados grupos o los cambios en la geometria molecular que se producen al
introducir los grupos fenileno o vinileno afecta a la interaccion con la diana
farmacoldgica.

Bioisosterismo. Los bioisdsteros tienen diversas definiciones. Friedman propuso
definirlos como aquellos compuestos que “cumplan alguna de las definiciones de
isosterismo y posean el mismo tipo de actividad bioldgica” Considerd también que
podrian encajar en el grupo de bioisdsteros los compuestos que presenten propiedades
antagoénicas, ya que con frecuencia interactian con la misma diana. Por otro lado,
Thorner defini6 a los bioisosteros como “grupos o moléculas que tienen propiedades
fisicas y quimicas semejantes, y que producen efectos fisioldgicos aproximadamente

iguales” (Avendaiio, 2001).
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4.2.2 QUIMICA DE LOS OXICAMS

La mayoria de los oxicams (Fig. F4.3) son compuestos generados bajo el concepto de
reemplazamiento isostérico en el disefio de farmacos; es decir, grupos de fragmentos de
las cabezas de serie son sustituidos con grupos de rasgos estereoelectronicos similares
con el fin, por ejemplo, de mejorar sus propiedades farmacocinéticas tales como mayor
resistencia a la degradacion quimica o enzimatica. El prerrequisito de esta sustitucion es

que los congéneres deben tener similar, o aun mejores, propiedades farmacodinamicas.

5
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Fig. F4.3. Estructura quimica de los oxicams (Defazio, 2002).

Asi pues, el reemplazamiento del anillo benzo del piroxicam con un anillo tieno para
generar al tenoxicam, o con 2-clorotieno para formar lornoxicam no deberia, en
principio, alterar dramaticamente la lipofilicidad (dada por el coeficiente de particion
entre octanol/agua, log Po), dado que los valores del log Py del tiofeno (1.81) y del 2-
clorotiofeno (2.54) son de similar magnitud al del benceno (2.13). Sin embargo, los
efectos de retiro de electrones del atomo de azufre pueden cambiar, en cierto grado, las

propiedades electronicas de los grupos vecinos. EI reemplazamiento del anillo piridin-2-
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il de piroxicam con un anillo de 5-metilisoxazol-3-il para dar lugar al isoxicam o con un
anillo de 3-metiltiazol-2-il para generar el meloxicam parece ser isolipofilico, ya que la
lipofilicidad del 5-metilisoxazol (log P = 0.45) o del 5-metiltiazol (log Pyt = 0.71) es
similar a la de la piridina (log Py = 0.65). Aparentemente, esta sustitucion conduce a
una disminucion dramatica en la basicidad del atomo de nitrogeno del heterociclo
sustituyente de la carboxamida y, por lo tanto, un cambio en aspectos electronicos.

Las descripciones cualitativas y las predicciones de las propiedades fisicoquimicas
basadas en la contribucion aditiva de los grupos podrian no ser vélidas, si llegan a

existir interacciones intramoleculares sutiles (Tsai, 1993).

4.3 GENERALIDADES DE LOS EICOSANOIDES

Los eicosanoides (del griego eicos, veinte) constituyen familias de productos oxigenados
derivados de 4cidos grasos poliinsaturados que tienen 20 dtomos de carbono y enlaces dobles
sucesivos separados por grupos metileno. Se forman por tres vias oxidantes que utilizan oxigeno
molecular como cosubstrato (Kalant, 2002). Dichas sustancias son las siguientes:
prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclina, leucotrienos, lipoxinas, entre otros (fig. F4.4).

Poseen acciones fisioldgicas diversas o incluso contrapuestas (Florez, 2004).
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Fig. F4.4. Sintesis de algunas prostaglandinas a partir del &cido araquidénico. Las prostaglandinas estan
involucradas en procesos inflamatorios como la AR, en el control de la presion sanguinea, coagulacién
sanguinea, 0 en la complicacion del dolor y la fiebre. El 4cido araquidénico se sintetiza a partir del acido
linolénico de la dieta. Es metabolizado para transformarse en un grupo acilo en los fosfolipidos
(fosfatidilinositol) que es parte de la membrana del reticulo endoplasmico, y de aqui transformarse de

nuevo en &cido araquiddnico libre por la fosfolipasa A, (http://www.sigmaaldrich.com).

Los precursores de los eicosanoides son los &cidos araquidonico, linoléico, linolénico,
eicosapentaendico y docosahexaendico, que se obtienen de fuentes dietéticas (Kalant, 2002).

El &cido araquidonico se ingiere en la dieta, o se deriva del metabolismo del &cido linolénico y
se almacena formando parte de los fosfolipidos de la membrana celular. Su metabolizacion es
inmediata mediante la actuacion de 3 sistemas enzimaticos principales: a) la ciclooxigenasa, de
cuya actuacion proceden los prostanoides, término que engloba las prostaglandinas, los

tromboxanos y la prostaciclina; b) las diversas lipooxigenasas, que median la produccion,
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entre otras sustancias, de los leucotrienos y las lipoxinas, y ¢) el citocromo P450, que origina
los denominados productos de la via de la epoxigenasa (Florez, 2004).

Las prostaglandinas son una familia de acidos carboxilicos de cadena recta C-20 con grados
variables de instauracion, que ademas contienen ciclopentano. Todas las prostaglandinas
llamadas primarias tienen el mismo esqueleto de carbono, al que se le da el adecuado nombre de
acido prostanoico (fig. F4.5), en el cual se basan los sistemas de numeracion y nomenclatura de
las estructuras derivadas (Kalant, 2002). La estructura del anillo es designada por las letras
mayusculas A, B, C, etc.; la posicion del OH en el carbono 9 da origen a dos formas: o y . El
subindice 1, 2 y 3 sefiala el niamero de enlaces dobles en las cadenas laterales e identifica el
acido graso precursor (Florez).

98 .~ ~_-COOH
10
1112

Fig. F4.5. Estructura del acido prostandico.

La liberacién del acido araquidénico a partir de los fosfolipidos de la membrana es el paso
limitante que condiciona la velocidad de sintesis de los eicosanoides. Su liberacién se debe a
diversos estimulos fisicos, quimicos y mecanicos, que pueden ser: impulso nervioso, antigenos,
reacciones inmunitarias, dafio celular, isquemia, hormonas, neuropéptidos, etc. El primero,
catalizado por la fosfolipasa A,, escinde la estructura de los glicerofosfolipidos liberando el
acido graso y un lisofosfolipido. En el segundo, mediado por la fosfolipasa C, se rompe el
fosfolipidos y se produce 1,2-diacilglicerol, sobre el cual actlian a continuacion diversas lipasas
que originan acido araquidonico y glicerol.

Las otras enzimas esenciales en la sintesis de prostaglandinas, prostaciclina y tromboxanos son
las ciclooxigenasas (COX). La COX-1 (la forma predominante) y la COX-1I son sensibles a la
inhibicion por esteroides y antiinflamatorios no esteroideos, como el acido acetilsalicilico
(ASA) o la indometacina. Las ciclooxigenasas convierten el &cido araquiddnico en
endoperdxidos de prostaglandinas ciclicos inestables (PGG, y PGH,). La enzima isomerasa de
endoperéxido de prostaglandina convierte a los endoperdxidos en las prostaglandinas PGD,,
PGE, y PGF,,. EI TXA; y PGl, estdn formados por las enzimas del citocromo P450 llamadas
sintasa de tromboxano y sintasa de prostaciclina, respectivamente. Todas estas enzimas juntas

son conocidas como complejo de sintasa de prostaglandina y estan fijas a la membrana
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plasmatica, al reticulo endoplasmico o a los dos sitios en muchos tipos de células (Fig. F4.6)
(Kalant, 2002).

Fig F4.6. Estructura de la ciclooxigenasa. Esta enzima esta embebida en reticulo endoplédsmico. En azul,
se muestra representada la membrana del reticulo endoplasmico, y en ella, se halla embebida una porcién
de la ciclooxigenasa. La COX forma un canal que se extiende desde el sitio de unién de la enzima a la
membrana hasta el sitio activo, en el cual se observan 2 canales, en azul, y una molécula de acido

araquidonico por canal (http://www.rcsb.org/).

La secuencia completa de las prostaglandinas depende de la disponibilidad de &cidos grasos
precursores en forma libre, ya que el &cido graso fijo a fosfolipidos, o los derivados de éster, no

se convierten en prostaglandinas.
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4.3.1 EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS EICOSANOIDES

Los eicosanoides se forman cuando la fosfolipasa u otras lipasas se activan en el tejido. Las
causas posibles de este efecto son la accion de un estimulante fisiologico (p. €j., angiotensina,
bradicinina, noradrenalina) o un estimulo patolégico (como lesion o enfermedad tisular). Asi,
aunque la ciclooxigenasa y las lipooxigenasas generalmente se hallan en todo el organismo, hay
considerable especificidad tisular en los tipos de productos que se forman. Las prostaglandinas
y los productos de la lipooxigenasa se forman en todos los tejidos y tienen considerable potencia
bioldgica en los sistemas de prueba, pero se desactivan en una o dos etapas en la circulacion
(http://www.sigmaaldrich.com).

En la tabla T4.1, se colocan resumidos algunos sistemas del organismo, el nombre de la
prostaglandina y su efecto sobre dicho sitio.

Tabla T4.1. Efectos de los eicosanoides en diversos sistemas corporales (Adaptada de Florez, 2004).

SISTEMA PROSTAGLANDINA ACCIONES

Cardiovascular PGD,, PGE,, PGI, Dilatacién de arteriolas,
esfinteres precapilares y vasos
postcapilares; aumentan flujo
sanguineo y gasto cardiaco, Yy
disminuye presion arterial.

PGF,, Vasoconstriccion de arterias y

venas pulmonares.

PGI, Antiagregante plagquetario por
aumento de CcAMP en la
plaqueta.

Musculo liso PGE,, PGE, y PGl, Relajacién de musculos
bronquiales.

PGE,, PGE, y PGF,, Contraccion del musculo uterino

de la embarazada.

PGlI, Contraccion del Gtero no
gravido.
PGE Relajacion del Gtero no gravido.
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Tabla T4.1 (continuacién)

SISTEMA

PROSTAGLANDINA

ACCIONES

GASTROINTESTINAL

PGE, PGI2

PGE

INHIBICION DE SECRECION
DE ACIDO GASTRICO;
DISMINUCION DEL
VOLUMEN DE SECRECION Y
DE PEPSINA; AUMENTO DE
LA SECRECION DE
BICARBONATO, MOCO Y
FLUJO SANGUINEO;
AUMENTO DE LA
SECRECION DE ENZIMAS
PANCREATICAS.
CONTRACCION DEL
MUSCULO LONGITUDINAL
INTESTINAL Y RELAJACION

DEL CIRCULAR.

Renal Prostaglandinas Aumento de formacién de orina,
natriuresis y caliuresis.
Liberacion de renina.
PGD,, PGE,, PGl, Inhibicion de la reabsorcion de
PGE’s agua.
Nervioso PGE, Respuesta hipertérmica
PGE, PGl, Sensibilizacién de las termi-
naciones nerviosas al dolor.
Endocrino PGF,, Regresion del cuerpo amarillo.
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4.3.2 CARACTERISTICAS DE LAS CICLOOXIGENASAS (COX)

Como ya se menciond anteriormente, se han descrito dos isoformas de ciclooxigenasa, la COX-
1y la COX-2. Ambas isoenzimas presentan una homologia del 60%; manifiestan valores
similares de K., los mismos sitios de unién para el acido araquidonico y lo metabolizan
mediante mecanismos similares (Kalant, 2002).

Estas enzimas poseen dos sitios activos diferentes, llamados en conjunto prostaglandin
sintetasa. En un extremo, se halla el sitio activo ciclooxigenasa; en el otro extremo, hay un sitio
activo peroxidasa separado por completo, necesario para activar a los grupos hemo que
participan en la reaccion de ciclooxigenasa. Este complejo enzimatico es un dimero de
subunidades idénticas, y en total, hay dos sitios activos ciclooxigenasa y dos sitios activos
peroxidasa proximos entre si. Cada subunidad tiene una pequefia protuberancia rica en carbono,
que apunta hacia abajo. Estas protuberancias anclan al complejo a la membrana del reticulo
endoplasmico. El sitio activo de la ciclooxigenasa estad profundamente embebido dentro de la
proteina, y es alcanzable por medio de un tinel que se abre en medio de la protuberancia. Actla
como un embudo, que guia al &cido araquidénico desde la membrana hacia el interior de la
enzima para su procesamiento.

La COX-1 es una enzima constitutiva encargada de la sintesis de prostaglandinas implicadas en
la homeostasis general, y esta expresada en la mayoria de los tejidos del organismo.

La COX-2 es una isoforma indetectable de forma basal en la mayoria de los tejidos y solo se
encarga de producir prostanoides en los lugares inflamados. En respuesta a un estimulo
adecuado del tipo de mitdgenos, citoquinas y factores tumorales, la COX-2 puede expresarse en
la mayoria de tejidos, siendo dicha expresion blogueada por los corticoides (Florez, 2004).

Es importante saber que COX-1 esta ampliamente distribuida a través del tracto gastrointestinal
(GI) donde se sabe que lo protege contra el dafio gastrico. COX-2 es indetectable o esta presente
solo a bajas concentraciones en el tracto Gl. En contraste, COX-2 es detectable en leucocitos,
sinoviocitos y en el sistema nervioso central (SNC) —en dichos sitios parece desempefiar un
papel en la inflamacion, fiebre y dolor, respectivamente—. COX-2 es responsable de la
inflamacidn e hiperalgesia mientras que COX-1 es critica para la proteccion gastrica (Marnette,
2005).

En latabla T4.2, se comparan a la COX-1y a la COX-2.
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Tabla T4.2. Comparacion entre las dos isoformas de la COX (Osiri, 1999).

COX-1 COX-2

Localizacion Tejido sinovial Tejido sinovial

Linfocitos T; CD3+; CD4+ Monocitos, macréfagos
Reticulo endoplasmico Reticulo endoplasmico, A. de
Golgi, citoplasma y

membrana nuclear

Regulacion Constitutiva (estomago, | Inductiva

intestino, rifiones, plaguetas

Gen Cromosoma 9 Cromosoma 1
Tamafio del gen 22 kb 8 kb

Intervalo de expresién 2-4 ocasiones 10-80 ocasiones
No. de aa. 602 604

Peso molecular 69,054 kD 69,093 kD
Funcion importante Homeostasis Homeostasis

mRNA inducido por:

*Suero ) T
*CAMP 1 T
*IL-1 1 T
*LPS l (N
*Glucocorticoides A%

4.3.3 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIINFLAMATORIOS NO
ESTEROIDEOS (AINES)

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo de compuestos
estructuralmente diversos utilizados para el tratamiento a largo plazo de enfermedades
reuma@ticas cronicas como la artritis reumatoide, osteoartritis y espondilitis anquilosante. Poseen
3 efectos principales, que son: antiinflamatorio, antipirético y analgésico.

La variacion en su eficacia y tolerancia dependen de sus propiedades fisicoquimicas (constantes

de ionizacion -pK,-, solubilidad, coeficiente de particion, etc.) que determinan su distribucion
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en el organismo. La enzima blanco para la accion de los AINEs es la ciclooxigenasa (Luger,
1996).

Se sabe que los eicosanoides actlan en receptores distintivos ligados a la proteina G, fijos a la
membrana celular, gue modifican la actividad de la adenililciclasa o que activan la fosfolipasa C
e incrementan la formacion de diacilglicerol y trifosfato de inositol, que eleva la concentracion
citosélica de calcio. Los eicosanoides PGG,, PGH, y TXA; activan la agregacion plaguetaria al
aumentar la concentracion de calcio; en cambio, PGE;, PGD, y PGl, inhiben la agregacion
plaquetaria al aumentar la concentracién de AMP ciclico.

Se ha demostrado por mucho tiempo que la inhibicion de la COX por la mayoria de los AINES

implica un mecanismo de al menos 2 pasos:

b

E+1 7 (El) 2 (E1%)

El primer paso involucra la formacion de un complejo rapidamente reversible (E:-l), que
representa una enzima inhibida competitivamente (para un tratamiento matematico mas
detallado, consulte el Anexo 1) . Algunos AINEs, como el ibuprofeno y el &cido mefendmico,
son inhibidores puramente competitivos de la COX-1 y COX-2. El segundo paso involucra la
conversion del complejo (E:I) al complejo (E-1*), en el cual el inhibidor estd unido con méas
fuerza a la enzima; este paso ocurre en segundos a minutos y podria reflejar la induccién de un
cambio conformacional de la proteina. Para la mayor parte de las enzimas, el nimero de
recambio, k,, varia entre 1y 10° s * bajo condiciones fisiolégicas. La tabla T4.3 muestra algunos

valores del niumero de recambio para algunas enzimas.

Tabla T4.3. NUmero de recambio para varias enzimas (Chang, 2008).

Enzima Namero de recambio (Ko/s )
Acetilcolinesterasa 1.4 x 10
Catalasa 1.0 10’
Anhidrasa carbonica 1.0 x 10°
Quimiotripsina 5.1%x10°
Fumarasa 8.0 x 10°
Ureasa 1.0 x 10*
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Se ha encontrado que los AINEs se disocian con mayor rapidez de COX-1 que de COX-2, ya
que la unio6n a ésta Ultima es mas fuerte. Esto podria dar una mayor duracién de accién contra
COX-2 que COX-1

Todos los inhibidores, a pesar de su selectividad, se unen al sitio activo del acido araquidonico,
gue se localiza en la mitad superior de un canal que va desde la interfase de la membrana hasta
el interior de la proteina. Una constriccidn formada por los residuos Argl120, Tyr355 y Glu524
marca el fondo del sitio de accion del &cido araquiddnico y le restringen el acceso. La apertura 'y
cierre de esta constriccion podria contribuir a la dependencia con el tiempo de la inhibicién
exhibida por algunos AINEs.

El grupo guanidinio de la Arg120 forma pares ionicos con el acido araquiddnico y AINEs con
grupos carboxilo, mientras que el residuo Tyr355 resguarda estéricamente la entrada del sitio
activo.

La selectividad de los diarilheterociclos por COX-2 se debe a la insercion de grupos
sulfonamida o sulfona en un espacio lateral al sitio principal de unién del &cido araquiddnico.
Este sitio lateral esta limitado por el residuo Val523, y la correspondiente region de COX-1 es
inaccesible debido a la presencia de un residuo de lle en lugar de una Val en la posicion 523,
gue impide estéricamente la unién de los inhibidores. Otros cambios entre COX-2 y COX-1 que
contribuyen a aumentar la rigidez de este espacio lateral incluyen las sustituciones Arg513His y
Val434lle (Marnette, 2005).

4.4 IMPORTANCIA DEL PH EN LA ABSORCION DE

LOS FARMACOS

Cuando un farmaco ingresa al organismo a través de una forma farmacéutica oral, éste presenta
una serie de procesos farmacocinéticos:

*Absorcion: es el movimiento de un farmaco desde el sitio de administracion hasta la
circulacion sanguinea.

*Distribucion: es el proceso por el cual el farmaco difunde o es transportado desde el espacio
intravascular hasta los tejidos y células corporales.

*Metabolismo: es la conversion quimica o transformacion, de farmacos o sustancias enddgenas,
en compuestos mas faciles de eliminar.

*Eliminacion: excrecién de un compuesto, metabolito o farmaco no cambiado, del cuerpo

mediante un proceso renal, biliar o pulmonar.
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La absorcion del farmaco depende de varios factores, como son el transporte a través de
membranas (difusién simple, difusién facilitada, transporte activo), tamafio del farmaco (pero
molecular), area del sitio de absorcion, liposolubilidad, y estado de ionizacién (que depende del
pH).

En éste ultimo caso, el pH de un farmaco &cido estd dado por la ecuacion de Henderson-

Hasselbalch:

pH = pK, + log ([F J/[HF]) ----- (E4.1)

donde:

pK,: constant de acidez del farmaco F

[F]: concentracidn de la especie ionizada del farmaco

[HF]: concentracion de la especie no ionizada del farmaco

Para un farmaco basico, el pH se expresa de la siguiente manera:

pH = pK, + log ([F/[HF]) ----- (E4.2)
Cuando los farmacos se disuelven, suelen estar en forma ionizada, pero las barreras celulares

son permeables a las formas no ionizadas. Las fracciones ionizada y no ionizada dependen del

pK. y del pH del medio. La figura F4.7 describe mejor lo anterior.
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(1] [1000] 1001
-— - Total
= — A+ H+ [HA]O+a[A']

Plasma || pH=7.4
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Gastric Juice || pH=1.4
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[1] [0.001] 1.001
HA =< A"+ H*

Weak Acid HA =—= A+HT
nonionized ionized

PK,=4.4

Fig. F4.7 Mecanismos de difusiéon de farmacos a través de las membranas bioldgicas en términos del

estado de ionizacién.

De la ecuacion anterior, se observa que para valores de pH > pK,, predomina la especie no
ionizada y para valores de pH < pK,, predomina la especie ionizada.

Para la determinacion del pK, existen diversos métodos, que poseen diferentes ventajas,
desventajas y varian en su rango de concentracién. En la tabla T4.3, se resumen estos métodos

(http://www.uam.es).
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Tabla T4.4. Métodos para la determinacién del pK, (Morales, 1993).

METODO VENTAJAS DESVENTAJAS | CONCENTRACION | TAMARO DE
LA MUESTRA
Potenciométrico Rapido, Muestras 1x10*M 1-5mg
de Sirius conveniente neutras 0
insolubles  no
pueden ser
medibles
Sirius-Yesuda Para especies | Requiere de 30 [5x10*M 5mg
Shedlovsky insolubles mas titulaciones
Potenciométrico Simple, rapido | Indtil para pKy’s | >25x 10* M 50 mg
manual bajos 0
traslapados
Solubilidad Para Lento, poca | <5x10*M 10 mg
compuestos exactitud
muy insolubles
Espectrofotometria | Para  especies | Lenta 25x10°M 6 mg
uv muy poco
solubles 0
escasos

El método espectrofotométrico ofrece la ventaja de ser empleada para especies de muy baja

solubilidad. Se describe a continuacion la espectrofotometria.

4.5 ESPECTROFOTOMETRIA

La espectrofotometria es el conjunto de procedimientos que utilizan luz para medir

concentraciones quimicas. Para comprender mejor a la espectrofotometria, es conveniente

explicar la naturaleza de la luz.
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4.5.1 PROPIEDADES DE LA LUZ

La luz puede describirse en términos de particulas y ondas. Como ondas, las de la luz constan de
campos eléctricos y magnéticos, que oscilan en planos perpendiculares entre si. EI campo
eléctrico se encuentra en el plano xy, y el campo magnético en el plano xz (fig. F4.8). La
longitud de onda, 4, es la distancia entre las crestas de dos ondas. La frecuencia, v, es el
namero de oscilaciones completas de una onda en un segundo. La unidad de frecuencia es el

inverso de los segundos, s, y la oscilacion por segundo se denomina hertzio (Hz).

Fig. F4.8. Onda electromagnética. En azul, se muestra el campo eléctrico -plano xy-, y en rojo, aparece el
campo magnético -plano xz- (Harris, 2007).

Por ser onda, la luz visible es solo una fraccion de todo el espectro electromagnético, que se
muestra en la figura F4.9.

Espectro visible por el hombre (Luz)

| 400 nm | 450 nm | 500 nm | 550 nm 600 nm 650 nm [ 700 nm 750 nm

Rayos

1
y UHF Onda media Fracuencia
cosmicas

WVHFE  Onda corta Onda larga extremadamente

baja
Radio

Rayos Rayos X Tuv- Infrarrojo Radar
s | ayos uy-

Microandas

1 fm 1pm 1A 1nm 1pm 1mm 1cm 1im 1km 1Mm

Lﬁﬂgihld -15 -14 -13 -12 -11 -10 -2 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 o 1 2 3 4 5 & 7
o 107 107 1077 107 207 10 107 10° 107 10° 10F 107 107 10?7 w' w0 w' w? w? 1w w 1w 1w
Erequencia (H2) 1077 107 1077 107 10" 10" 107 10 10" 10" 10" 107 10" 10" w" 1w* w w® 1w 1w* 1w 1w?

(1 Zetta-Hz) {1 Exa-Hz} (1 Pata-Hz) (1 Tera-Hz) (1 Glga-Hz) {1 Mega-Hz) (1 Kile-Hzy

Fig. F4.9. Espectro electromagnético. La region visible abarca desde los 380 nm hasta los 780 nm. La luz
UV abarca desde 15 nm hasta los 400 nm (http://agaudi.files.wordpress.com/).

La frecuencia y la longitud de onda se relacionan por la siguiente ecuacion:
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donde c es la velocidad de la luz (2.998 x 10® m/s en el vacio). En un medio distinto del vacio,
la velocidad de la luz es c/n, donde n es el indice de refraccion de ese medio.

Para longitudes de onda en el visible la mayoria de las sustancias tienen n > 1, de modo que la
luz visible se propaga mas lentamente a través de la materia que en el vacio. Cuando la luz
atraviesa dos medios con diferentes indices de refraccién, la frecuencia permanece constante,
pero varia la longitud de onda.

La luz puede ser concebida como particulas, llamadas fotones, que transportan energia E dada
por:

donde h es la constante de Planck (= 6.62618 x 107** J s). La ecuacion anterior indica que la
energia es proporcional a la frecuencia. Combinando las ecuaciones (E4.3) y (E4.4), se tiene:

E = hc/A = heii - (E4.5)

donde & se llama numero de onda. La unidad Sl del nimero de onda es el inverso del metro,
m*. La unidad mas corriente del nimero de onda en la literatura es cm ™. La luz visible, que es
la forma de radiacion electromagnética que vemos, representa sélo una pequefa fraccion del

espectro electromagnético.

4.5.2 ABSORCION DE LUZ

Cuando una molécula absorbe un foton, su energia aumenta. Se dice que la molécula ha pasado
a un estado excitado. Si una molécula emite un foton, su energia disminuye. El estado de
minima energia de una molécula se llama estado fundamental.

Cuando una muestra absorbe luz, la potencia radiante del haz de luz disminuye. La potencia
radiante, P, es la energia por segundo y por unidad de area del haz de luz. La luz se hace pasar a
través de un monocromador para seleccionar una longitud de onda. La luz monocromatica, con
una potencia radiante Py, incide en una muestra de longitud b. La potencia radiante del haz que
emerge por el lado opuesto de la muestra es P.

La transmitancia, T, es la fraccion de la luz incidente que pasa a través de la muestra:

T = PP ---- (E4.6)
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Por lo tanto, T puede valer de 0 a 1. La absorbancia se define como

A = —log (P/Po) = —log T ----- (E4.7)

La absorbancia es importante porque es directamente proporcional a la concentracion, c, de la

especie que absorbe la luz en la muestra.

A =¢gbc ----- (E4.8)

La ecuacion (E4.8) se llama la ley de Lambert-Beer o simplemente Ley de Beer. La
absorbancia es adimensional. La concentracion de la muestra, ¢, normalmente viene dada en
unidades de mol/L (M). El paso éptico, b, normalmente se expresa en centimetros. La cantidad ¢
se llama absortividad molar y tiene unidades de M™* cm™, y asi el producto ebc es
adimensional. La absortividad molar es la caracteristica de una sustancia que nos dice cuanta luz
absorbe a una longitud de onda determinada. Tanto A como & dependen de la longitud de onda
de la luz. Un espectro de absorcion es una grafica que muestra como varia A (0 ¢) al variar la
longitud de onda.

La parte de una molécula responsable de la absorcion de la luz se Ilama cromé6foro. Toda
sustancia que absorbe luz visible aparece coloreada cuando transmite o refleja la luz (la luz
blanca contiene todos los colores del espectro visible).

La ley de Beer afirma que la absorbancia es proporcional a la concentracion de la especie
absorbente. Esta ley se aplica a la radiacion monocromatica y es valida exactamente para
disoluciones diluidas (<0.01 M) de la mayoria de las sustancias. En disoluciones concentradas,
las moléculas de soluto interaccionan entre si debido a su proximidad. Cuando las moléculas del
soluto se acercan unas a otras, sus propiedades cambian algo. A concentraciones muy altas, los
solutos se convierten practicamente en disolventes. Las propiedades de una molécula no son
exactamente las mismas en diferentes disolventes. Los solutos de una disolucién que no

absorben también pueden interaccionar con las especies absorbentes y alterar la absortividad.

4.5.3 EL ESPECTROFOTOMETRO

La luz procedente de una fuente continua pasa a través de un monocromador, que selecciona
una banda estrecha de longitudes de onda del haz incidente. Esta luz “monocromatica” atraviesa

una muestra de paso 6ptico b, y mide la potencia radiante de la luz que emerge.
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En espectroscopia visible y UV se coloca normalmente una muestra liquida en una celda
llamada cubeta, que tiene paredes planas de silice fundida (SiO,). El vidrio es adecuado para
espectroscopia visible pero no para UV, porque absorbe radiacién UV.

Existen 2 tipos de espectrofotometros: los de haz simple y los de doble haz. Un instrumento de
haz simple analiza un Unico haz de luz. En este caso no se mide directamente la potencia
radiante incidente P,. En realidad, se mide la potencia radiante de la luz que pasa a través de una
cubeta de referencia que contiene el disolvente puro, y que se define como Pg. Luego se retira
esta cubeta y se reemplaza por otra idéntica que contiene la muestra. La potencia radiante de la
luz que llega al detector después de pasar por la muestra es la cantidad P. Conociendo P y P, se
puede determinar T o A. La cubeta de referencia, que contiene el disolvente puro (o el blanco),
compensa la reflexion, dispersion y absorcion debida a la cubeta y al disolvente.

En un espectrofotometro de doble haz, la luz pasa alternadamente por la cubeta de la muestra y
de la referencia, dirigida por un motor que gira un espejo, que de esta manera entra y sale del
paso de la luz. Cuando el cortador no desvia el haz, la luz pasa a través de la muestra, y el
detector mide la potencia radiante denominada P. Cuando el cortador desvia el haz a través de la
cubeta de referencia, el detector mide P,. El haz se corta varias veces por segundo, y el circulo
compara automaticamente P y Py, dando asi la transmitancia y la absorbancia. En la figura

F4.10 se representan los espectrofotdmetros de uno y doble haz.

- u v Ly DETECTOR
i Y — o 1
o I 531G SU N
1
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-
; T
ESPEJD
CANAL DE
REFERENCIA
b.O=log %
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Fig. F4.10. Espectrofotometros A) de simple haz, y B) de doble haz (http://www.uned.es/).
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En espectrofotometria, se escoge la longitud de onda de maxima absorbancia por dos razones:
(1) la curva es relativamente aplanada alrededor del maximo, de manera que apenas varia la
absorbancia si deriva un poco el monocromador, o si varia algo la anchura de banda escogida.
La ley de Beer se cumple mejor cuando la absorbancia es casi constante a lo largo de la banda
escogida de longitudes de onda. (2) La sensibilidad del analisis es maxima en el méaximo de
absorbancia (es decir, se consigue la maxima respuesta para una concentracion dada de analito).
Para determinar un compuesto por espectrofotometria debe absorber luz, y la absorcion debe
poder distinguirse de la debida a otras sustancias que pueda haber en la muestra. La mayoria de
los compuestos absorben radiacion ultravioleta, y en andlisis se utiliza normalmente el espectro

visible. Si no hay especies interferentes, puede utilizarse la absorbancia ultravioleta.
4.5.4 ; QUE PASA CUANDO UNA MOLECULA ABSORBE LUZ?

Cuando una molécula absorbe un fotén pasa a un estado excitado de mayor energia. Y al revés,
cuando una molécula emite un fotdn, disminuye su energia en un valor igual a la energia del
foton.

Los orbitales moleculares describen la distribucion de electrones en una molécula, del mismo
modo que los orbitales atdmicos describen la distribucién de electrones en un atomo.

En toda transicion electronica se produce un salto de un electrén de un orbital a otro, con el
consiguiente aumento o disminucion de la energia de la molécula. Existen dos posibles
transiciones, dependiendo de los nimeros cuanticos de espin del estado excitado. Los estados de
espines opuestos se llaman estados singuletes. Si los espines son paralelos, los estados
excitados se llaman estados tripletes. Se llaman estado singulete y triplete porque un estado
triplete se desdobla en tres niveles de energia proximos en un campo magnético, mientras que
un estado singulete no se desdobla.

Los estados excitados singulete y triplete de minima energia se llaman S, y T, respectivamente.
En general, un estado T; tiene menos energia que un estado S;.

El espaciado entre niveles energéticos rotacionales de una molécula es menor que el de los
niveles vibracionales.

En general, cuando una molécula absorbe luz de suficiente energia para provocar una transicion
electrdnica, ocurren también transiciones vibracionales y rotacionales, es decir, se producen
cambios en los estados vibracionales y rotacionales. Las bandas de absorcion electrénica, de
ordinario, son muy anchas, porque son posibles muchos niveles vibracionales y rotacionales

distintos, proximos en energia. Una molécula puede absorber fotones dentro de una amplia
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gama de energia, y en todos los casos pasar del estado electrénico fundamental a un

determinado estado excitado electronico.

4.5.5 { QUE LE OCURRE A LA ENERGIA ABSORBIDA?

Supongamos que la absorcion hace que una molécula pase desde el estado electronico
fundamental, Sy, a un estado vibracional y rotacional excitado del estado electrénico excitado
S;. Normalmente, el primer proceso después de esta absorcion es una relajacion vibracional
hasta el estado vibracional mas bajo del estado S;. En esta transicion no radiante, Ry, la energia
vibracional se comunica a otras moléculas (por ejemplo, al disolvente) mediante colisiones. El
resultado neto es convertir parte de la energia del foton absorbido en calor, que se transmite por
todo el entorno.

En el nivel S; pueden ocurrir varias cosas. La molécula podria pasar al estado vibracional mas
excitado de Sy de la misma energia que S;. Esto se llama conversion interna (IC, internal
conversion). Desde este estado excitado, la molécula podria volver de nuevo a su estado
vibracional fundamental, transfiriendo su energia a moléculas vecinas a través de colisiones.
Este proceso no radiante se denomina por R,. Si una molécula sigue el paso A-R;-IC-R,, toda
energia del foton se habra convertido en calor.

Alternativamente, la molécula podria pasar de S; a un estado excitado vibracional de T;. Este
proceso se llama cruce dentro del sistema (ISC, intersystem crossong). Después de una
relajacion vibracional no radiante Rs, la molécula se encuentra en el nivel vibracional mas bajo
de T,. Desde aqui, la molécula puede experimentar un segundo cruce dentro del sistema a S,
seguido por una relajacion no radiante R,. Todos los procesos mencionados hasta ahora
convierten simplemente luz en calor.

En cambio, desde S; o T,, una molécula podria relajarse a Sy emitiendo un fotén. La transicién
radiante S; — Sp se llama fluorescencia, y la transicion radiante T; — S,, fosforescencia. Las
transiciones de fluorescencia y de fosforescencia pueden terminar en cualquier estado
vibracional de Sy, no necesariamente en el estado fundamental. Las velocidades relativas de la
conversion interna, del cruce del sistema, de la fluorescencia y de la fosforescencia dependen de
la molécula del disolvente y de las condiciones de temperatura y presion. La energia de
fosforescencia es menor que la de fluorescencia, y por lo tanto la fosforescencia se presenta a
longitudes de ondas mayores que la fluorescencia.

La fluorescencia y la fosforescencia son relativamente raras. Por lo general, las moléculas

decaen del estado excitado por transiciones no radiantes. El tiempo de vida de las fluorescencia
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siempre es muy corta (10 ® a 10™* s). El tiempo de vida de la fosforescencia es mucho mayor
(10 a 10? s). Esto significa que la fosforescencia es alin mas rara que la fluorescencia, porque
una molécula en el estado T; tiene mas probabilidades de experimentar cruce dentro del sistema

a Sy antes de que se produzca fosforescencia (Harris, 2007; Skoog, 2005).

46 METODOS PARA LA DETERMINACION DE

CONSTANTES DE EQUILIBRIO

Las constantes de equilibrio termodinamicas indican la cuantitatividad de una reaccion
guimica a condiciones estandar. No para todos los equilibrios quimicos que se estudian
se encuentran reportadas estas constantes

Para poder realizar la determinacion experimental de constantes de equilibrio por medio
de la espectrofotometria UV/visible, el sistema se debe encontrar en estado de equilibrio
(o al menos en estado estacionario) y se debe tener una estimacioén previa de la cantidad
de equilibrios quimicos independientes en el mismo. Ademas, se debe cumplir las leyes
ideales de absorcién, lo que implica la verificacion de la ley de Beer (por cada especie
que absorbe radiacidn electromagnética) y la ley de aditividad de las absorbancias.
Utilizando la informacion espectrofotométrica y los métodos graficos, es posible
estimar experimentalmente los valores de las constantes de equilibrio a las condiciones
de trabajo impuestas en el sistema (condiciones condicionales). Existen varios métodos

para la estimacion de las constantes de equilibrio:

a) Relaciones Molares. Este metodo consiste en determinar valores de absorbancia a una
longitud de onda para diferentes sistemas donde la fraccion molar de todos los
componentes menos uno se mantiene constante mientras que la de éste ultimo se hace
variar.

b) Variaciones Continuas. Este método consiste en determinar valores de absorbancia a
una longitud de onda para diferentes sistemas donde la suma de las concentraciones de
los componentes se mantiene constante, por lo que sus fracciones molares varian de 0 a
1.0.
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c) Métodos de Bjerrum, Leden y Froneaus. En estos métodos se aprovecha la forma
matematica polinomial de funciones tales como el coeficiente de complejacion y el
namero promedio de ligantes, con la concentracion del metal o el ligante. Se buscan las
regiones y representaciones de estas funciones en las que es posible hacer una
aproximacion lineal. La grafica de estas rectas por intervalos perite conocer los valores
de las constantes de equilibrio y el nimero de ligantes de las especies predominantes
que se encuentran relacionadas con los parametros de las ecuaciones de las diferentes
rectas.

Los métodos graficos anteriores son importantes, ya que en un tiempo solamente se
podian estimar las constantes de equilibrio por medio de ellos; sin embargo presentan
una serie de limitaciones, entre las que destacan: que exista un solo equilibrio quimico
representativo en el sistema, que la estequiometria de la reaccion no sea muy
complicada y que la reaccion sea cuantitativa.

Con el auge de la computacion se crearon una serie de programas computacionales para
el refinamiento de constantes de equilibrio en sistemas multirreaccionantes y
multicomponentes. Estos programas varian de acuerdo al algoritmo matematico que
emplean y a la informacion experimental que se utiliza. La tabla T4.4 muestra algunos

programas, el algoritmo que emplean y los datos que requieren para el calculo.

Tabla T4.5. Programas computacionales y sus algoritmos para el calculo de constantes de estabilidad.

PROGRAMA ALGORITMO DATOS
SQUAD GAUSS-NEWTON ABSORBANCIAS
DALSFEK MARQUARDT ABSORBANCIAS
F.E.M.
SUSPEQUA GAUSS-NEWTON ABSORBANCIAS
F.E.M.
MIQUV GAUSS-NEWTON F.E.M.
MINICUAD GAUSS-NEWTON F.E.M.

La ventaja de los métodos computacionales sobre los graficos, es que permiten el

estudio de sistemas complicados (multirreaccionantes y multicomponentes).
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En el caso de SQUAD, para un mejor uso del mismo es necesario conocer el numero de
especies quimicas que absorben radiacién electromagnética en un sistema, para asi
poder proponer -mas facilmente- el nimero de equilibrios quimicos independientes en

el mismo. Esta informacion puede obtenerse a partir del programa TRIANG.

4.6.1 SQUAD

SQUAD es un programa computacional creado por Legget escrito en lenguaje
FORTRAN. Esté 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
diferente composicion quimica del sistema.

El modelo quimico propuesto puede ser dependiente o independiente del pH. El modelo

quimico propuesto puede tener especies del tipo:

Mm M|’ HJ L| Lq,
m,1,j,1,q=>0

El refinamiento de las constantes de equilibrio se realiza por medio de una
minimizacién de la suma de los residuos de absorbancia cuadraticos -por minimos

cuadrados no lineales- empleando el algoritmo de Gauss-Newton.
U=Y01' Yo (Aik' — Ai")? -~ (E4.9)

I: todas las soluciones

NW: todas las longitudes de onda

Aix": absorbancia calculada por SQUAD en la i-ésima solucién a la k-ésima longitud de
onda.

A «F: absorbancia experimental en la i-ésima solucién a la k-ésima longitud de onda.
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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
concentracion 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 son los siguientes:

1.- Parametro de correlacion (matriz)

2.- La desviacion estandar sobre los datos de absorbancia (ogats), Y de las constantes
(Tctes)-

3.- La desviacion estandar por espectro (gespectro)-

4.- La desviacion estandar sobre los coeficientes de absortividad molar (ocoer).

El parametro de correlacion indica si existe una distribucion conjunta de Y y las Xj, y
puede valer de 0 a +1. Un coeficiente igual a 1, no siempre significa un buen juego de
constantes refinadas.

El valor agats €S Un indicativo de la validez del modelo quimico propuesto. Se deben
encontrar las desviaciones estandar entre +0.0001 a +0.0004.

Para oces, Se aceptan valores del orden de 1%. En el caso de oespectro Y Ocoet, €StOS
dependen de las desviaciones estandar en los datos de absorbancia y de las constantes.
El andlisis estadistico que presenta SQUAD, asi como los intervalos que propone,
depende en gran medida de la precision del espectrofotometro empleado, de la cantidad

de datos alimentados y de la complejidad quimica del sistema bajo estudio.
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4.6.1.1 Significado del parametro gamma

Para una celda la ecuacién de Nerst es

EOJE°DE;ORT |n§j va.:"ﬁ ----- (E4.10)

donde:

Ej: potencial de union liquida

E?: fuerza electromotriz estandar

a;: actividad de la i-ésima especie

[Ti: signo de producto sobre el contador i

vi: coeficientes estequiométrico de la especie i-esima

En soluciones infinitamente diluidas, E; vale cero y la actividad es aproximadamente
igual a la concentracién. Por lo tanto, se puede reescribir la ecuacion de Nerst en
términos de concentracion y eliminar el potencial de union liquida.

En soluciones que se encuentran lejos de las condiciones ideales en donde la fuerza
ionica se impone con un electrolito, E;j no es despreciable y las actividades no se pueden
aproximar por concentraciones.

Las constantes de equilibrio que se determinan para estos sistemas alejados de la
idealidad, generalmente estan expresadas en términos de concentraciones de todas las
especies y de ay. A estas constantes de equilibrio se les llama cominmente constantes
de Bronsted. Para ello, se ha encontrado una relaciébn empirica que relaciona
linealmente el valor de pH medido con —log [H*] cuando la fuerza iénica esta impuesta.
El pardmetro gamma es un factor que permite conocer [H'] a partir del pH medido, pero
que depende de la naturaleza y concentracién del electrolito utilizado para imponer la

fuerza ionica y del electrodo de referencia empleado.
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4.6.2 TRIANG

TRIANG es un programa computacional escrito en lenguaje FORTRAN. Se emplea
para estimar el nimero 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 F4.11.

MATRIZ P MATRIZ E
(ABSORBANCIAS) (ERROR)
S— N

PIVOTEODEPYE

(ELEMENTO MAYOR EN LA POSICION 1,1)

MATRIZP’ MATRIZE’
(TRIANGULARIZACION) (PONDERACION DEL ERROR)
SN— B

COMPARACION DE LOS ELEMENTOS DE LA DIAGONAL
Fig. F4.11. Algoritmo que usa el programa TRIANG.

TRIANG calcula los elementos de una matriz de error, considerando el valor de AT, la
ecuacion del error en absorbancia y la teoria de propagacién del error.

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

El nimero de especies que absorben en el sistema se estima como la suma de los

elementos P’;; diferentes de cero.
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El error en las lecturas de transmitancia (AT) es igual a:
AT = [(Errorz)intrumental + (errorz)volumétrico]1/2 """ (E4-11)

El error instrumental es igual al error que se comete en las lecturas de absorbancia y es
funcién directa del espectrofotometro empleado.

El error volumétrico estd asociado fundamentalmente al material utilizado en el
experimento para la manipulacion y medicion de liquidos.

Por lo tanto es importante estimar ¢l valor de AT para obtener una mejor informacion de
TRIANG.

Para datos espectrofotométricos obtenidos experimentalmente el valor de AT debe
encontrarse en el intervalo 0.003 < AT <0.010. El nimero de especies que se obtienen a

través del programa TRIANG es muy sensible al valor de AT (Morales, 1993).
4.6.2.1 Archivo de entrada

La figura 1.12 es un esquema de las partes que constituyen el archivo de entrada.

NUMERO DE LONGITUD DE ONDA

l

NUMERO DE SOLUCIONES} PRIMERA PARTE
3

MATRIZ DE ABSORBANCIAS | [ \

/ SEGUNDA PARTE
Fig. F4.12. Esquema de las partes del archivo de entrada del programa TRIANG.

A
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4.7 QUIMICA COMPUTACIONAL

La quimica computacional (también llamada modelaje molecular) es un conjunto de técnicas
para investigar problemas en quimica a través de una computadora. Lo que generalmente se

investiga con ella es:

Optimizacion de geometrias. Es decir, calculo de longitudes de enlace, angulos, y diedros.
Energias de moléculas y estados de transicién. Indica si un isémero esta favorecido en el
equilibrio, y (a partir de estados de transicion y energias de reactivos) cuan rapido sucedera una
reaccion.

Reactividad quimica. Conociendo dénde estan concentrados los electrones (sitios nucleofilicos)
y a donde quieren ir (sitios electrofilicos), permite predecir donde sera atacada una molécula por
diversos tipos de reactivos.

Espectros IR, UV y RMN. Pueden calcularse, y si la molécula es desconocida, obtenerlos como
se esperaria que fueran.

La interaccion de un sustrato con una enzima. Observando como se ajusta una molécula en el
sitio activo de una enzima, permite mejorar el disefio de mejores farmacos.

Propiedades fisicas de las sustancias. Dependen de las propiedades individuales de las
moléculas y de como éstas interactian en el seno del material. Por ejemplo, la resistencia y el
punto de fusiéon de un polimero (por ejemplo, un plastico) dependen de qué tan bien las
moléculas se mantienen juntas y de la magnitud de las fuerzas entre ellas. Esto tiene aplicacion
en el campo de la ciencia de los materiales.

Frecuencias vibracionales: Calcular las frecuencias vibracionales de las moléculas resultantes
de movimientos interatémicos dentro de la molécula. Las frecuencias dependen de la segunda
derivada de la energia con respecto a la estructura atdmica, y los calculos de frecuencia pueden
ademés predecir otras propiedades que dependen de la segunda derivada. Los calculos de
frecuencia no son posibles o practicos para todos los métodos de quimica computacional
(Lewars, 2003).

Al estudiar los aspectos anteriores, los quimicos computacionales tienen una seleccion de
métodos a su disposicion. Las principales herramientas disponibles pertenecen a 5 amplias

clases, y son:
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Mecéanica molecular. Se basa en el modelo de una molécula como una coleccion de bolas
(atomos) mantenidas juntas por resortes (enlaces). Si se conocen las longitudes normales de los
resortes y los angulos entre ellos, y cudnta energia se necesita para estirar y curvear los resortes,
podemos calcular la energia de una coleccién dada de bolas y resortes, esto es, de una molécula
dada; cambiando la geometria hasta la energia mas baja permite realizar una optimizacién de la
geometria, o sea, calcular una geometria de la molécula. Una caracteristica de la mecéanica
molecular es su rapidez.

Célculos con métodos ab initio (del latin, y significa “a partir de los primeros principios”). Estan
basados en la ecuacion de Schrodinger, que describe el comportamiento de los electrones. Los
métodos ab initio resuelven la ecuacion de Schrodinger para una molécula y proporciona la
energia de una molécula y su funcién de onda. La funcién de onda es una funciéon matematica
usada para calcular la distribucion electrénica, a partir de la cual pueden deducirse
caracteristicas de la molécula, por ejemplo, qué tan polar es la molécula, y qué partes de ella son
propensas a ser atacadas por nucledfilos o electrofilos. Este tipo de calculos son relativamente
lentos.

Calculos semiempiricos. A lo igual que los métodos ab initio, se basan en la ecuacion de
Schrédinger. Sin embargo, se hacen muchas aproximaciones para resolverla, para no resolver
integrales complicadas involucradas en los métodos ab initio; en lugar de ello, el programa
construye un tipo de biblioteca de integrales que ha sido compilado y halla el mejor ajuste de
alguna entidad calculada, como una geometria o energia (calor de formacién), a los valores
experimentales. El ajuste de los valores experimentales en un procedimiento matematico para
obtener los valores mejor calculados se denomina parametrizacién. Es la mezcla de teoria y
experimentos que hacen al método “semiempirico”: se basa en la ecuacion de Schrodinger, pero
parametrizada con valores experimentales. Los calculos semiempiricos son méas lentos que la
mecanica molecular pero mas rapidos que los métodos ab initio.

Célculos del funcional de la densidad (con frecuencia llamados Teoria del Funcional de la
Densidad -DFT-). Del mismo modo que los métodos ab initio y los calculos semiempiricos, se
basan en la ecuacion de Schrédinger. Sin embargo, a diferencia de los otros dos métodos, DFT
no calcula una funcién de onda, sino mas bien deriva la distribucion electrénica (funcion de
densidad electronica) de forma directa. Un funcional es una entidad matematica que toma como
argumento una funcién y produce otra funcion. Los célculos DFT son mas rapidos que los

métodos ab initio, pero mas lentos que los calculos semiempiricos.
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Calculos de la dinamica molecular. Aplican las leyes del movimiento a las moléculas. Asi,
puede simularse el movimiento de una enzima conforme cambia de forma al unirse a un

sustrato, o el movimiento de un enjambre de agua alrededor de una molécula de soluto.

Las moléculas de gran tamafio pueden ser estudiadas solamente con mecéanica molecular,
porgue otros métodos (métodos mecanico cuanticos, basados en la ecuacion de Schrédinger:
SE, ab initio y DFT) serian muy tardados. Las moléculas nuevas, con estructuras inusuales, son
mejor investigadas con metodos ab initio o posiblemente con célculos DFT, ya que la
parametrizacion inherente en los métodos MM o SE no los hace confiables para moléculas que
son muy diferentes de aquellas usadas en la parametrizacion. EI método elegido depende en
gran medida del problema en particular.

4.7.1 CONCEPTO DE SUPERFICIE DE ENERGIA POTENCIAL
(PES)

Considere una molécula diatomica AB. En algunos casos una molécula se comporta como bolas
(4tomos) unidas por resortes (enlaces quimicos). Tomando un modelo macroscépico de bolas y
resortes de la molécula diatbmica en su geometria normal (la geometria de equilibrio),
agarrando los “atomos” y modificando el modelo estirando o comprimiendo los “enlaces”, se
incrementaré la energia potencial del modelo molecular. El resorte estirado o comprimido posee
energia, por definicidn, ya que es aplicada una fuerza a través de una distancia para deformarlo.
Ya que el modelo es inmévil mientras se mantienen en la nueva geometria, esta energia no es
cinética sino potencial (“dependiente de la posicion”). La grafica de energia potencial contra
longitud de enlace es un ejemplo de una PES.

Las moléculas se comportan de manera similar, pero difieren del modelo macroscépico de dos

formas:

Vibran incesantemente alrededor de la longitud de enlace de equilibrio, de tal forma que
siempre posee energia cinética (T) y/o energia potencial (V): conforme la longitud de enlace
pasa a través de la longitud de equilibrio, V = 0, mientras que en el limite de la amplitud
vibracional, T = 0; en todas las otras posiciones tanto T como V son diferentes de cero. EI hecho
de que una molécula no esta en realidad estacionaria con energia cinética de cero (siempre tiene
un punto de energia cero (ZPE)), es mostrado en diagramas de energia potencial/longitud de

enlace dibujando una serie de lineas arriba del minimo de la curva, para indicar la posible
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cantidad de energia vibracional que la molécula puede tener (los niveles vibracionales que
puede ocupar). Una molécula nunca esta en el minimo de la curva, sino que mas bien ocupa
niveles vibracionales, y en un grupo de moléculas los niveles estan poblados de acuerdo a su
espaciado y la temperatura.

Cerca de la longitud de enlace de equilibrio g. la curva de energia potencial/longitud de enlace
para un modelo macroscépico de bolas y resortes o de una molécula real se describe bastante
bien por medio de una ecuacion cuadrética, la del oscilador arménico simple (E = [(q — ge)°k]/2,
donde k es la constante de fuerza del resorte). Sin embargo, la energia potencial se desvia de la
curva cuadratica (q%) conforme q se aleja de .

Una molécula diatébmica AB tiene solo un pardmetro de geometria que puede variarse, la
longitud de enlace qas. En el la PES de dicha molécula (que es una linea), la geometria de
minima energia potencial es el punto en el que dE/dq = 0.

Para una molécula con mas de un parametro de geometria, por ejemplo el agua, la geometria se
define por medio de dos longitudes de enlace y un angulo de enlace. Suponiendo que ambas
longitudes de enlace son iguales (simetria C,,), entonces la PES para esta molécula triatomica es
una grafica de E vs dos parametros geomeétricos, q; = la longitud de enlace O-H, y q, = el
angulo de enlace H-O-H. En la PES del agua, la geometria de menor energia esta definida por
el punto P, que corresponde a los valores de equilibrio de q; y g,; en este punto dE/dq; =
dE/dq, = 0.

Las superficies de energia potencial son importantes porque permiten visualizar y comprender la
relacién entre energia potencial y geometria molecular, asi como a comprender como los
programas de quimica computacional localizan y caracterizan estructuras de interés. Entre las
principales tareas de la quimica computacional estan la determinacion de la estructura y la
energia de las moléculas y de los estados de transicion involucrados en reacciones quimicas.

En una PES, un punto estacionario es aquel donde la superficie es llana, es decir, paralela al eje
horizontal correspondiente a un parametro de geometria (0 al plano correspondiente a dos
parametros de geometria). Un marmol colocado en el punto estacionario permanecera
balanceado; es decir, estacionario (en principio; para un estado de transicion el balanceo deberia
estar exquisito). En cualquier otro punto de la superficie de potencial el marmol caera hacia una
regién de menor energia potencial.

Matematicamente, un punto estacionario es uno en el cual la primera derivada de la energia

potencial respecto a cada parametro de geometria es cero:
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OE/0q, = OE/6q, = = 0

Los puntos estacionarios que corresponden a moléculas reales con tiempos de vida finitos (en
comparacion con los estados de transicion, que solo existen por un instante), son minimos, o de
energia minima: cada uno ocupa el punto de menor energia en su region en la PES y cualquier
cambio en la geometria incrementa la energia.

Para una molécula que presenta dos minimos y un estado de transicion que los une, se denomina
coordenada intrinseca de reaccion (ICR, por sus siglas en inglés) a la ruta de menor energia que
une ambos minimos, y es la ruta que deberia seguir una molécula para ir de un minimo a otro
para obtener suficiente energia para vencer la barrera energética, pasar a través del estado de
transicion y alcanzar el otro minimo.

El estado de transicion que une los dos minimos representa un maximo a lo largo de la direccion
de la ICR, pero a lo largo de las otras direcciones es un minimo. Esto es una caracteristica de
una superficie en forma de silla, y el estado de transicion se denomina punto de silla. EI punto
de silla permanece en el centro de la region en forma de silla'y es, a lo igual que un minimo, un
punto estacionario, ya que la PES en dicho punto es paralela al plano definido por los ejes de los
parametros de geometria. Matematicamente, los minimos y los puntos de silla difieren en que,
aunque ambos son puntos estacionarios (su primera derivada es cero), un minimo es un minimo
en todas las direcciones, pero un punto de silla es un maximo a lo largo de la ICR y un minimo
en cualquier otra direccidn.

El pardmetro geométrico correspondiente a la coordenada de reaccién usualmente esta
compuesto de varios parametros (longitudes de enlace, angulos y diedros), aunque para algunas
reacciones uno o dos pueden predominar.

Un punto de silla, el punto en un PES donde la segunda derivada de la energia con respecto a
una y solo una coordenada geométrica (posiblemente una coordenada compuesta) es negativa,
corresponde a un estado de transicion. Algunas PES’s tienen puntos donde la segunda derivada
de la energia con respecto a mas de una coordenada es negativa; éstos son los llamados puntos
de silla de orden superior o cumbres; por ejemplo, un punto de silla de orden superior es un
punto en el PES que es un maximo a lo largo de dos rutas que conectan puntos estacionarios.

La quimica es esencialmente el estudio de puntos estacionarios sobre una PES: al estudiar
moléculas mas o0 menos estables hay un enfoque en los minimos, y al investigar el paso de

moléculas de un minimo pasando por un estado de transicion para llegar a otro minimo.
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4.7.2 OPTIMIZACION DE ENERGIA

La caracterizacion (ubicacion o localizacion) de un punto estacionario en una PES, esto es, la
demostracion de que el punto en cuestion existe y el calculo de su geometria y energia, es una
optimizacion de energia. El punto estacionario de interés podria ser un minimo, un estado de
transicion, u ocasionalmente, un punto de silla de orden superior. La localizacién de un minimo
con frecuencia se denomina minimizacién de energia o simplemente minimizacion, y la
localizacion de un estado de transicion es cominmente referida como una optimizacion de un
estado de transicion. Las optimizaciones de geometria son realizadas comenzando con una
estructura de entrada que se supone parecida (muy cercana a la mejor) al punto estacionario
deseado y se introduce esta estructura plausible a un algoritmo computacional que cambia
sistematicamente la geometria hasta hallar un punto estacionario. La curvatura de la PES en el
punto estacionario, es decir, la segunda derivada de la energia con respecto a los parametros de
geometria puede determinarse para caracterizar la estructura como un minimo o como algin
tipo de punto de silla. La estructura optimizada que se obtiene es aquella mas cercana en
geometria sobre una PES a la estructura de entrada.

La creacion de estructuras de entrada es realizada actualmente con un programa interactivo
manejado por el mouse, tan facil como construir modelos plasticos o dibujar estructuras en
papel. Una alternativa mas obsoleta es especificar la geometria por definir las diversas
longitudes de enlace, angulos y diedros, es decir, usando una matriz Z (coordenadas internas).
Para moverse a lo largo de la PES desde una estructura de entrada hacia el minimo mas cercano
es muy facil hacerlo en una PES unidimensional de una molécula biatémica: simplemente se
cambia la longitud de enlace hasta llegar a la correspondiente a la de mas baja energia. En
cualquier otra superficie, una optimizacion eficiente de la geometria requiere un algoritmo
sofisticado. Para ello, deberia conocerse en qué direccion moverse, y cuan lejos ir en dicha
direccion. Los algoritmos mas utilizados para una optimizacion de geometria usan la primera y
segunda derivadas de la energia con respecto a los parametros de geometria.

Considérese el caso sencillo de una PES unidimensional, para una molécula diatomica. La
estructura de entrada es en el punto pi (Ei, g) y el minimo préximo, correspondiente a la
estructura optimizada por ser buscada, es en el punto po ( Eo, go ). Por supuesto que antes de la
optimizacién los valores de E, y go son desconocidos. Asumiendo que cerca de un minimo la
energia potencial es una funcion cuadrética de g, la cual es una aproximacion bastante buena,

entonces:
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E-Eo=k(q—qp)’ - (E4.12)

En el archivo de entrada:

(dE/dq) i=2k (q— qo) - (E4.13)

En todos los puntos:

d’E / dg? = 2k (=Constante de fuerza) ----- (E4.14)

A partir de las ecuaciones anteriores:

(dE / dq) i = d°E / dg® ( q — qo) - (E4.15)

La ecuacion anterior muestra que si se conoce (dE/dq); , la pendiente o gradiente de la PES en el
punto de estructura de partida, (d°E/dg?), la curvatura de la PES (que para una curva cuadratica
E(q) es independiente de q), y i, la geometria inicial, puede calcularse qo, la geometria
optimizada.

Para PES multidimensionales, o sea para casi todos los casos reales, se requieren algoritmos
mas sofisticados, y se necesitan mas pasos porque la curvatura no es exactamente cuadratica. El
primer paso resulta en un nuevo punto en la PES que es (probablemente) mas cercano al
minimo de lo que fue la estructura inicial. Este nuevo punto sirve como punto inicial para un
segundo paso hacia el minimo, etc. Sin embargo, los métodos de optimizacidén de geometria
méas modernos dependen del célculo de la primera y segunda derivadas de energia en el punto
sobre la PES correspondiente al punto de partida. Ya que la PES no es estrictamente cuadratica,
las segundas derivadas varian de punto a punto y son actualizadas conforme procede la

optimizacion.

4.7.3 PUNTOS ESTACIONARIOS Y VIBRACIONES DE MODO

NORMAL: ZPE

Una vez que se ha encontrado un punto estacionario por optimizacion de geometria, usualmente
se desea verificar si se trata de un minimo, un estado de transicién o una cumbre. Esto se realiza

calculando las frecuencias vibracionales. Tal calculo involucra encontrar las frecuencias de
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modo normal; estas son las vibraciones mas simples de la molécula, las cuales, en combinacion,
pueden considerarse como las responsables de las vibraciones reales y complejas que una
molécula en realidad presenta. En una vibracién de modo normal todos los &tomos se mueven
en fase con la misma frecuencia: todos alcanzan sus desplazamientos maximos y minimos asi
como sus posiciones de equilibrio en el mismo instante. Las otras vibraciones de la molécula
son combinaciones de estas vibraciones simples. Esencialmente, el calculo de modos normales
es un célculo del espectro de infrarrojo, aunque el espectro experimental probablemente

contiene bandas extras de las interacciones entre las vibraciones de modo normal.

Una molécula no lineal con n atomos tiene 3n — 6 modos normales: el movimiento de cada
atomo puede describirse por tres vectores, a lo largo de los ejes cartesianos. Una molécula lineal
tiene 3n — 5 modos normales. Considere una molécula diatdmica A—B; la frecuencia de modo

normal (solo hay uno para una molécula diatdmica, por supuesto) esta dada por:

v = (1/2nc)(k/p)"? ----- (E4.16)

donde:

v = Frecuencia vibracional, en cm

¢ = Velocidad de la Luz.
k = Constante de fuerza para la vibracion
p = Masa reducida de la molécula ( = (ma mg)/(Ma + Mg))

maY Mg son las masas de Ay B.

La constante de fuerza k de un modo vibracional es una medida de la rigidez de la molécula
hacia dicho modo vibracional —cuanto mas dificil es extender o curvear la molécula en la forma
de ese modo, mayor es la constante de fuerza-—.

Las frecuencias vibracionales son calculadas para obtener los espectros de IR, para caracterizar
puntos estacionarios, y para obtener puntos de energia cero. El célculo de frecuencias
significativas es valido solo en un punto estacionario y solo usando el mismo método que el
empleado para optimizar hacia el punto estacionario (por ejemplo, un método ab initio con un

nivel de correlacion y un nivel de teoria).
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4.7.4 METODOS AB INITIO: APROXIMACION DE HARTREE-FOCK

El término ab initio proviene del latin y significa “desde el principio”. Este término se les da a
los calculos que se derivan directamente de los principios tedricos sin incluir datos
experimentales. Las aproximaciones realizadas son aproximaciones matematicas, tales como el
usar una forma funcional mas simple para una funcion o hallar una solucién aproximada a una
ecuacion diferencial.

El célculo ab initio mas comun es el llamado calculo Hartree-Fock (abreviado HF), en el cual la
primera aproximacion es la aproximacion de campo central. Esto significa que la repulsion
Coulémbica electron-electron es tomada en cuenta integrando el término de repulsion. Esto da
el efecto promedio de repulsion, pero no la interaccion explicita de repulsion. Se trata de un
calculo variacional, que significa que las energias aproximadas calculadas son todas mayores o
iguales que la eneria exacta.

Una de las ventajas de este método es que descompone la ecuacion de Schrddinger
polielectronica en varias ecuaciones monoelectronicas. Cada ecuacién monoelectrénica es
resuelta para producir una funcién de onda monoelectrénica, denominada orbital, y una energia,
conocida como energia de orbital. El orbital describe el comportamiento de un electrén en el
campo neto de los demas electrones.

La segunda aproximacion en los calculos HF se debe al hecho de que la funcién de onda debe
describirse con alguna funcién matematica, que se conoce con exactitud para pocos sistemas
monoelectronicos. Las funciones usadas con mas frecuencia son combinaciones lineales de
orbitales de tipo Gaussiano exp (—ar’), abreviada GTO. La funcion de onda esta formada a
partir de combinaciones lineales de orbitales atbmicos o, establecidos mas correctamente, a
partir de combinaciones lineales de funciones base.

Las funciones Gaussianas son multiplicadas por una funcién angular para dar al orbital la
simetria de un s, p, d, etc. Un término angular constante da una simetria s. Términos angulares
de X, y,z dan simetria p. Términos angulares de Xy, Xz, yz, X2 — y2, 4z2 — 2x2 — 2y2 generan
simetria d.

Una de las limitaciones de los calculos HF es que HF toma en cuenta el efecto promedio
de la repulsion de electrones, pero no la interaccion electronica explicita. En la teoria
HF la probabilidad de encontrar un electron en algun lugar alrededor de un atomo esta
determinada por la distancia desde el ndcleo pero no por la distancia a otros electrones.
Esto no es fisicamente cierto, sino que es una consecuencia de la aproximacion del

campo central, que define el método HF
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4.7.5 TEORIA DEL FUNCIONAL DE LA DENSIDAD (DFT)

La teoria del funcional de la densidad (DFT) se basa en la observacion pragmatica que es
computacionalmente menos intensiva que otros métodos con precisién similar. Esta teoria ha
sido desarrollada recientemente que los otros métodos ab initio.

Los métodos DFT se basan en el hecho de que la energia de una molécula puede determinarse a
partir de la densidad electrénica en lugar de partir de una funcién de onda. El teorema original
se aplico solo para encontrar la energia electronica del estado fundamental de una molécula.

La densidad electrdnica se expresa como una combinacion lineal de funciones basicas similares
a las formas matematicas a los orbitales HF. Por tanto se forma un determinante a partir de estas
funciones, llamadas orbitales de Kohn-Sham. La densidad electrénica obtenida de este
determinante de orbitales se emplea para calcular la energia. Los orbitales Kohn-Sham
describen el comportamiento de los electrones en una molécula.

Un funcional de densidad se emplea para obtener la energia de la densidad electronica. Un
funcional es una funcién de una funcién, en este caso, la densidad electrénica. Algunos de estos
funcionales fueron desarrollados a partir de la mecénica cuantica y algunos fueron desarrollados
por funciones de parametrizacion para reproducir mejor los resultados experimentales.

La ventaja de empelar densidad electrénica es que las integrales para la repulsién Coulémbica
necesitan ser hechas solo sobre la densidad electrénica, la cual es una funcién tridimensional,
escalada como Ns.

Los funcionales de la densidad pueden descomponerse en varias clases. La mas simple es el
método Xa.

Un conjunto més complejo de funcionales utiliza la densidad electrénica y sus gradientes. Estos
se llaman métodos corregidos por gradiente. Ademas hay métodos hibridos que combinan
funcionales a partir de otros métodos con piezas de un calculo Hartree-Fock, usualmente las
integrales de intercambio. En general, los calculos corregidos por gradiente o hibridos dan los
resultados mas precisos.

Generalmente, DFT es mas rapida que Hartree-Fock para sistemas con mas de 10-15 atomos
que no sean hidrdgenos, dependiendo de la precision de la integral numérica y del conjunto
basico. Los algoritmos de escalamiento lineal no se hacen ventajosos hasta que el nimero de
atomos pesados excede de 30 o mas, dependiendo de la forma general de la molécula. Los
métodos de escalamiento lineal DFT pueden ser los métodos ab initio mas rapidos para

moléculas largas.
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El primero factor que debe notarse es que la mayoria de los programas disefiados para
operaciones eficientes usan atajos de integrales precisos con calculos ab initio. Esto significa
que las integrales que involucran &tomos distantes no estan incluidos en el calculo si son
estimados por tener una contribucion despreciable a la energia final, usualmente menos de
0.00001 Hartrees o una centésima de la energia de una interaccién de van der Waals.los
métodos de estimacion de multidipolo son validos solo para describir interacciones entre
regiones distantes de la molécula. Lo mismo es verdad para atajos integrales precisos. Los
sistemas lineales pueden modelarse mas eficientemente, pero menos eficientemente a los

sistemas plegados, globulares o planares.
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5. MATERIALES

Se muestra a continuacion la lista de materiales empleados para las valoraciones acido-
base medidas por espectrofotometria UV de meloxicam en agua y en mezcla
H,O:DMSO 9:1.

5.1 MATERIALES

Soporte Universal Matraces volumétricos Pipetas volumeétricas
Celda de vidrio Tanque de nitrégeno Micropipetas
Pinzas con nuez Vasos de precipitados Celdas de cuarzo

5.2 EQUIPO 5.3 REACTIVOS

1 Bafio Termostatado Polyscience 9105 Meloxicam

1 Agitador Magnético Corning PC-353 NaCl

1 pH-metro Metler Toledo MA 235 HCI

1 Electrodo combinado de pH Solucién de NaOH

Metler Toledo INLAB 413 Soluciones Buffer

1 Espectrofotometro Perkin Agua desionizada

Elmer UV/Vis Lambda 18. Dimetilsulfoxido

1 Balanza Analitica Metler Toledo AB204

5.4 EQUIPO DE COMPUTO

Computadora Dell Optiplex GX280 Intel(R) Pentium(R) 4 CPU 2.80GHz 2.79GHz, 248
MB de RAM, 74.4 GB Disco Duro; Microsoft Windows Profesional, Version 2002.

5.9 PROGRAMAS COMPUTACIONALES

a) Gaussian View 3.0 c) SQUAD
b) Gaussian 03W d) TRIANG
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CAPITULOG6

METODOLOGIA
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6. METODOLOGIA

6.1 PARTE EXPERIMENTAL

6.1.1 Espectrofotometria UV.

6.1.1.1 Valoraciones &cido-base en medio acuoso

6.1.1.1.1 Preparacion de soluciones en medio acuoso

Para cada repeticion, fueron preparadas las siguientes soluciones:

Solucién de meloxicam 5.0x10 M. Se colocan 0.0178g de meloxicam en un matraz

aforado de 100 mL, y se adicionan NaOH 12.375 N, se diluyen hasta 100 mL con agua
desionizada (5.0x10™* M). De esta Ultima, se toman 5 mL y se colocan dentro de un
matraz aforado de 50 mL, adicionando también 5 mL de la solucion comercial de NaOH
0.1 N y 0.4384 g de NaCl, que son aforados hasta 50 mL con agua desionizada, para
tener una concentracion de meloxicam de 5.0x10 > M y una fuerza iénica de 0.15 M.

Preparacion de la solucién valorante de HCI 0.01 N. Se toman 10 mL de la solucion

comercial de HCI, colocado en un matraz de 100 mL y se le adiciona 0.8769 g de NaCl,
y diluyéndolos hasta la marca con agua desionizada para tener la concentracion de HCI
de 0.01 N, y una fuerza idnica de 0.15 M.
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6.1.1.1.2 Calibracién de los equipos para su uso con sistemas en medio acuoso

Se calibraron el pH-metro y el espectrofotometro:

Calibracién del pH-metro. Se emplearon tres soluciones buffer de pH 4.0, 6.0 y 10.0

para la calibracion de este instrumento, siguiéndose las indicaciones del manual de

operacion del mismo.

Calibracion del espectrofotémetro. Para las valoraciones acido-base en medio acuoso, se

realizo6 la calibracion del espectrofotometro con agua desionizada (blanco) para marcar
la linea base (autocero), recorriendo un intervalo de 200-600 nm a una velocidad de

barrido de 240 nm/min.

6.1.1.1.3 Preparacion del sistema en medio acuoso

Se tomaron 25 mL de la solucién acuosa de meloxicam 5.0x10> M, y se colocaron en
la celda de vidrio, a una temperatura de 37° C £ 2° C y bajo una atmosfera de nitrégeno
para evitar variaciones en el pH debidas al CO, de la atmdsfera. Se tomo el primer valor
de pH, y se obtuvo su espectro de absorcién, en un intervalo de longitud de onda de 600
nm a 200 nm, a una velocidad de barrido de 240 nm/min. Se realizaron variaciones en el
pH desde la zona basica hasta la acida con la solucion de HCI 0.01 N cada 0.5 unidades
de pH, tomandose el espectro de absorcion del sistema en cada valor de pH. Desde pH
6.000 a 0.4000, se vari6 el pH cada 0.2 unidades y se obtuvo su espectro de absorcion

correspondiente.
6.1.1.1.4 Almacenamiento de los datos
Cada espectro de absorcion fue guardado en el disco del ordenador del

espectrofotometro en formato ASCII (*.asc), para poder decodificarlo desde Excel y

recuperar los valores de absorcién a las diferentes longitudes de onda.
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6.1.1.2 Valoraciones acido-base en mezcla H,O:DMSO 9:1

6.1.1.2.1 Preparacion de soluciones en mezcla H,O:DMSO 9:1

Para cada repeticion, fueron preparadas las siguientes soluciones:

Mezcla H,O DMSO. Se colocaron 9 mL de agua desionizada en un vaso de

precipitados, y se adicion6 1 mL de DMSO y ambos liquidos fueron agitados para tener

una mezcla H,O:DMSO 9:1, que sirvio para la calibracién del espectrofotometro.

Solucién de meloxicam 5.0x10~> M. Se colocaron 0.0178g de meloxicam en un matraz

aforado de 100 mL, y se aforan hasta la marca con DMSO (5.0x10~* M). De esta ltima,
se tomaron 5 mL y se colocaron dentro de un matraz aforado de 50 mL, adicionando
también 5 mL de la solucion comercial de NaOH 0.1 N y 0.4384 g de NaCl, que fueron
aforados hasta 100 mL con agua desionizada, para tener una concentracion de
meloxicam de 5.0x10° M vy una fuerza iénica de 0.15 M en un medio mixto de
H,0:DMSO en proporcion 9:1.

Soluciéon de la solucién valorante de HCI 0.01 N. Se tomaron 10 mL de la solucion

comercial de HCI, que fueron colocados en un matraz de 100 mL y se le adiciona
0.8769 g de NaCl y 10 mL de DMSO, diluyéndolos hasta la marca con agua
desionizada para tener la concentracion de HCI de 0.01 N, y una fuerza idnica de0.15 M
en un medio mixto de H,O:DMSO en proporcion 9:1.

6.1.1.2.2 Calibracién de los equipos para su uso con sistemas en mezcla

Se calibraron el pH-metro y el espectrofotometro:

Calibracién del pH-metro. Se emplearon tres soluciones buffer de pH 4.0, 6.0 y 10.0

para la calibracién de este instrumento, siguiéndose las indicaciones del manual de

operacion del mismo.
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Calibracion del espectrofotémetro. Para las valoraciones éacido-base en mezcla

H,O:DMSO 9:1, se realizé la calibracion del espectrofotometro con la mezcla de
disolventes (blanco) para marcar la linea base (autocero), recorriendo un intervalo de

600-200 nm a una velocidad de barrido de 240 nm/min.

6.1.1.2.3 Preparacion del sistema en mezcla H,O:DMSO 9:1

Se tomaron 25 mL de la solucién de meloxicam 5.0x10° M en mezcla de solventes, y
se colocaron en la celda de vidrio, a una temperatura de 37° C + 2° C y bajo una
atmosfera de nitrogeno para evitar variaciones en el pH debidas al CO, de la atmdsfera.
Se tom¢ el primer valor de pH, y se obtuvo el espectro de absorcion, en un intervalo de
longitud de onda de 600 nm a 200 nm, a una velocidad de barrido de 240 nm/min. Se
realizaron variaciones en el pH desde la zona basica hasta la acida con la solucién de
HCI 0.01 N cada 0.5 unidades de pH, tomandose el espectro de absorcion del sistema en
cada valor de pH. Desde pH 6.000 a 0.4000, se vario el pH cada 0.2 unidades y se

obtuvo el espectro de absorcion correspondiente.

6.1.1.3 Tratamiento de los datos

6.1.1.3.1 Correccion de los datos por dilucién

La presente correccion aplicé a los archivos obtenidos en agua y en mezcla de
disolventes.

Los archivos en formato *.asc fueron abiertos desde Excel de la siguiente manera. Se
ejecuto el programa Excel, y en el menu Inicio se eligio la opcion abrir. Ubicada la
carpeta con los archivos de la forma *.asc, se selecciond cada uno y se selecciond abrir.
En el “Asistente para importar texto”, se selecciono directamente la opcion
“Delimitados, luego “Siguiente” y después, la opcion “Tabulacion, seleccionando la
opcion “Finalizar”.

El archivo obtenido se guardd en formato xlIs. Aparecieron, entre otros detalles

referentes al método, dos columnas: una perteneciente a las longitudes de onda (con una
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diferencia de 1nm entre cada valor) en el intervalo trabajado, y la otra relativa a los
valores de absorbancia para cada longitud de onda.

Los valores de absorbancia fueron corregidos por el efecto de dilucion del meloxicam
durante la valoracién. Cada absorbancia fue multiplicada por un factor de correccion,

calculado con la siguiente formula:

A’ =[(25 + V)A]/25 ----- (E6.1)

donde A4’ es la absorbancia corregida, V es el volumen (en mL) de solucién valorante
adicionada hasta ese instante, y A es la absorbancia sin corregir.

6.1.1.3.2 Construccion de la matriz de absorbancias

La matriz de absorbancias fue construida empleando 3 conjuntos de datos: los valores
de longitud de onda (columna vertical), valores de pH (columna horizontal) y valores de
absorbancia (entre los valores de longitud de onda y pH).

Se realizd una gréafica de Absorbancia vs Longitud de Onda para cada valor de pH. En
base a esta gréfica, la matriz de absorbancias fue reducida eliminando filas y columnas,
de tal manera que los espectros de absorcion se mostraran cada 5 unidades de longitud
de onda, reduciendo el intervalo de longitud de onda de 430 nm a 250 nm. Ademas, se
acot6 la matriz eliminando los valores de pH mas extremos, para tener una matriz de
absorbancias enfocada a los puntos isosbésticos. Reducida la matriz, se ordend de
menor a mayor con respecto a las longitudes de onda, de tal manera que en la parte
superior quedara el valor de 250 nm, y en la inferior el valor de 430 nm.

Terminada la matriz de absorbancias, se copio cada columna de absorbancias para cada
valor de pH, y se pegd en formato especial, eligiendo la opcion “valores” y
“transpuestas, de tal manera que los valores de absorbancia para un valor de pH
determinado, quedaran ordenados en una tabla de 8 columnas por 5 filas, teniendo cada
fila 8 datos y la Gltima fila 5 datos, generando un total de 37 datos de absorbancia por
valor de pH. Lo mismo se realizd con cada valor de pH, y cada tabla transformada de
datos se coloco una debajo de la otra, sin dejar espacios. Finalmente, todos los datos
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fueron homogenizados a 4 decimales para la elaboracion del archivo de entrada de
SQUAD.
En la figura F6.1 se muestra la matriz de absorbancias, y en la Fig. F6.2 se muestra la

manera en que quedan ordenados los datos para SQUAD.

pH1 pH2 pH3
L Al Al Al
o] A2 A2 A2
n o] A3 A3 A3
g n
i d
t a . . .
u An-1 An-1 An-1
d An An An

Fig. F6.1. Absorbancias y longitudes de onda correspondientes.

Al | A2 | A3

An-1| An
Al | A2 | A3

An-1] An
Al | A2 | A3

An-1| An

Fig. F6.2. Formato de la matriz de absorbancias y agrupacion de las absorbancias para
el archivo de entrada de SQUAD.

Para los datos del archivo de entrada de TRIANG, es necesario destacar que el
programa solo admite una matriz del tipo M x N, donde M es el numero de filas y N es
el nimero de columnas.

Se copiaron las columnas de las absorbancias para 25 valores de pH, sleccionando

augellas cuyos valores de pH correspondientes estuvieran alrededor de los valores
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tedricos de pK, de meloxicam (1.09 y 4.18). A tales valores de absorbancia, se les dio

un formato de 3 decimales en general.

6.1.1.3.3 Elaboracion de los archivos de entrada de SQUAD y TRIANG

Los archivos de entrada de SQUAD y TRIANG fueron construidos como se indicé en

los antecedentes.

6.1.1.3.4 Obtencion de los valores de pK, y del nimero de especies que absorben

radiacion electromagnética

En el archivo de salida de SQUAD, se buscaron los valores de las constantes de
estabilidad global de los complejos propuestos. Dado que cada archivo de entrada tenia
varios ciclos iterativos en cada uno de los cuales habia diferentes valores de estas
constantes, el criterio de seleccion de los valores dptimos fue la estadistica; es decir, se
seleccionaron los valores cuya desviacion (U) fuese minima. El valor del primer pK, se

obtuvo con la siguiente formula:

pKa = —(log B2 — log B1) ----- (E6.2)

donde log B1 y log B2 son los valores de la primera y segunda constantes de formacion
global, respectivamente.

Para pKa, se obtuvo como pK,, = —log B;.

Para TRIANG, se emplearon errores en la transmitancia entre 0.0001 y 0.01, con los
cuales se obtuvo el nimero de especies que absorbieron en el sistema. Valores muy
elevados o muy pequefios en el error en la transmitancia generan valores del nimero de

especies que absorben errdneos.
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6.2 PARTE TEORICA

6.2.1 Forma neutra

Para la preparacion de archivos de entrada, se dibujo una estructura del meloxicam
utilizando el programa GaussView 98 (Gaussian 03, 2004). En el mismo, se
identificaron 3 enlaces de libre giro de la molécula: O17-H(017), C3-C4 y N16-C2’
(ver Fig. F6.3), y a partir de ellos, se generaron combinaciones girando 90° para cada

enlace, generandose un total de 64 conférmeros de la forma neutra.

Meloxicam, H omel

Fig. F6.3. Estructura del meloxicam.

Para cada conférmero obtenido, se corrié el célculo para determinar el minimo de
energia al cual caia la estructura inicial. Se utilizé el programa Gaussian 03 (Gaussian
03, 2004) con el funcional B3LYP y la base 6-31G (d, p). Adicional a esto, se corrieron
calculos de frecuencia para asegurar que en realidad la estructura corresponda a un

minimo en la Superficie de Energia Potencial (SEP).
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6.2.2 Formas anionica, cationica y zwitterionica

Dado que el meloxicam, ademas de la forma neutra, puede presentar 3 especies mas en
funcién de su estado de protonacion (anion, cation, y zwitterion), se partio de la forma
neutra de minima energia, generandose diferentes tautdbmeros.

Para los aniones, se removid el hidrégeno del oxigeno 17 (posicion O17) para generar la
primera serie de conformeros, y el hidrogeno del nitrogeno 16 (posicién N16) dando
lugar a la segunda serie.

Para la especie catidnica, se adicion6 el hidrogeno en las siguientes posiciones: N16
(para la primera serie) y nitrégeno N1’ (del anillo de tiazol) para la segunda serie.

En el caso de los zwitteriones, se construyeron 3 series, colocando las cargas positivas y
negativas de la siguiente manera. Para la serie 1, se coloc6 un hidrégeno sobre el
nitrogeno N16 y se retird un hidrégeno del oxigeno O17; en la serie 2, se coloco el
hidrogeno en el nitrogeno tiazdlico N1’ y se retird el hidrogeno del nitrégeno N16;
finalmente, la serie 3 se construyo retirando un hidrégeno del oxigeno O17 y se coloco
un hidrégeno en el nitrégeno N1°.

Para las series de aniones, cationes y zwitteriones, se corrieron los célculos de
optimizacion y frecuencias empleando el mismo nivel de teoria que para la forma

neutra.

6.2.3 Energia libre de solvatacion

Fueron calculadas las energias libres de solvatacién de las formas anionica, cationica y
neutra de meloxicam en agua. El célculo se realiz6 a partir de las formas optimizadas,
excepto para el zwitterion, debido a que éste presentd mayor energia en estado gaseoso.
La energia libre de solvatacion se calculo a 37°C (310.15 K), usando el funcional b3lyp
y la base 6-31G (d, p), empleando ZPVE =1, Hvib = 1y Svib = 1.

Con estas energias, y empleando el valor de AG® = —6.07 kcal/mol para el proton H”, se

calculd la energia libre de cada equilibrio de disociacion del meloxicam.
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/. RESULTADOS

7.1 Parte experimental
7.1.1 Valoraciones acido-base en medio acuoso

En la figura F7.1, se muestra una seleccion de espectros de absorcion de meloxicam, a
una concentracion de 4.9883 x 10 ° M en agua, en un intervalo de pH de 0.089 a 1.902,
y en un intervalo de longitud de onda de 430 nm a 250 nm.

Se presenta un efecto batocrémico, puesto que a medida que el pH aumenta de 0.089 a
1.902, el maximo de absorcion se desplaza desde 340 nm hasta 360 nm. También
pueden observarse dos puntos isosbésticos cerca de 300 nm y 360 nm., que indican la

presencia de al menos un equilibrio acido-base.

Espectros de Meloxicam en agua

1,4
pH
12 4 ‘ 1,902
‘ 1,705
1,504
— 280
1,104
0,889
— ] 643
— 0,491
— 0,283
—0,089

Absorbancia

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
Longitud de onda (nm)

Fig. F7.1. Seleccion de espectros de absorcion de meloxicam en agua, en un intervalo de pH de 0.089 a

1.902, y en un intervalo de longitud de onda de 430 nm a 250 nm.

En la figura F7.2, se muestra una seleccion de los espectros de absorcidén de meloxicam,
a una concentracion de 4.9883 x 10 M en agua, en un intervalo de pH de 2.502 a

5.441, y en un intervalo de longitud de onda de 430 nm a 250 nm.
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Se observa que, a medida que el pH aumenta de 2.502 a 5.441, el maximo de absorcion
se mueve desde 360 nm a 270 nm, presentandose un efecto hipsocrémico. Cerca de 280
nm, se observa un punto isosbestico que evidencia la presencia de al menos un

equilibrio &cido-base.

Espectros de Meloxicam en agua

1,6
pH
1,4 - —5,441
—5,306
1,2 - 5,098
4,903
—4,698
—4,504
—4,308
—4,102
3,904
3,690
3,500
3,107
2,904
2,703
2,502

Absorbancia

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
Longitud de onda (nm)

Figura F7.2. Seleccién de espectros de absorcion de meloxicam en agua, en un intervalo de pH de 2.502 a

5.441, y en un intervalo de longitud de onda de 430 nm a 250 nm.

7.1.2 Valoraciones acido-base en mezcla H,O:DMSO

En la figura F7.3, se muestra una seleccion de los espectros de absorcion de meloxicam
a una concentracion de 5.4418 x 10> M en mezcla de DMSO:H,0 1:9, en un intervalo
de pH de 0.190 a 2.360, y en un intervalo de longitud de onda de 430 nm a 250 nm.

Se observa un efecto batocrémico, dado que a medida que se incrementa el pH desde
0.190 hasta 2.360, el maximo de absorbancia se desplaza desde 340 nm hasta 360 nm.
Hay, ademas, 2 puntos isosbésticos, uno alrededor de 360 nm y otro cerca de 300 nm, y

que indican la presencia de al menos un equilibrio acido-base.
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Espectros de Meloxicam en mezcla

1,6
1,4 ‘ oH

1,2 - } 2,360
1,810
; 1,610
o 1,410
- 1,200
N 1,010
2 06 0,790
I 0,590
0,4 0,400
’ 0,190

0,2

0

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
Longitud de onda (nm)

Figura F7.3. Seleccion de espectros de absorcion de meloxicam en mezcla DMSQO:H,0, en un intervalo
de pH de 0.190 a 2.360, y en un intervalo de longitud de onda de 430 nm hasta 250 nm.

En la figura F7.4, se presenta parte de la familia de espectros de absorcion de
meloxicam, a una concentracion de 5.4418 x 10> M en mezcla de DMSO:H,0 1:9, en
un intervalo de pH de 3.000 a 5.250, y en un intervalo de longitud de onda de 430 nm a
250 nm.

Notese que hay un efecto hipsocrémico, debido a que al aumentar el pH desde 3.000 a
5.250, el méaximo ubicado cerca de 360 nm se desplaza hacia 270 nm, pero el maximo
de 340 nm ya no es visible en esta figura. Puede observarse también un punto

isosbéstico en 280 nm, que indica la presencia de al menos un equilibrio acido-base.
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Espectros de Meloxicam en mezcla

1,6
pH
—5,250

1,4 -

—4,590
—4,200
—3,810

3,600

Absorbancia

—3,380

3,000

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
Longitud de onda (nm)

Figura F7.4. Seleccion de espectros de absorcion de meloxicam en mezcla DMSQO:H,0, en un intervalo
de pH de 3.000 a 5.250, y en un intervalo de longitud de onda de 430 nm a 250 nm.
7.2 Parte tedrica

7.2.1 Optimizacion de la geometria y calculo de frecuencias

En la tabla T7.1, aparecen las energias, en kcal/mol, de las diferentes especies del
meloxicam en estado gaseoso. Se presenta la energia libre de solvatacion para las

formas anidnica, catidnica y neutra.

Tabla T7.1. Energia de los conférmeros del meloxicam.

ESPECIE ENERGIA (kcal/mol) AGogqy (kcal/mol)
Neutra —1.2402 x 10° —6.34
Anion —1.1317 x 10° —46.18
Cation —1.1322 x 10° —42.55

Zwitterion —1.1313 x 10°

Las especies colocadas en la tabla de arriba fueron las que presentaron menor energia de
entre las series corridas para la forma neutra, anidnica, catidnica y zwitterionica. Sin

embargo, solo se muestra cada especie de minima energia.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 PARTE EXPERIMENTAL

De las figuras F7.1 y F7.2, se buscaron los maximos de absorbancia, encontrandose que
éstos fueron a 270 nm, 340 nm y 360 nm. Posteriormente, se realizaron las gréaficas de
absorbancia vs pH para cada longitud de onda mencionada, con el fin de localizar saltos
repentinos en las curvas y poder sospechar de la presencia de equilibrios acido-base.

En la figura F8.1, se muestra la curva de valoracién &cido-base de meloxicam,

presentandose la absorbancia vs pH a diferentes longitudes de onda.

Variacion de la absorbancia con el pH a diferentes
longitudes de onda

1.8000
1.6000
1.4000 -
1.2000 -

1.0000 | m= a 340 nm

Absorbancia
]

0.8000 :-"".’
¢
[ |
0.6000 - -....._..___._,
" I mmwanEn
0.4000 - . 270nm

0.2000 -

0.0000 - T
0.000 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000

pH

Fig. F8.1 Curva de valoracion A vs pH de meloxicam en medio acuoso para diferentes longitudes de

onda. Las flechas indican los saltos en donde se sospecha de valores de pKa.

Para cada trayectoria, se observan 2 saltos que coinciden y que pueden dar una idea del
posible valor de los valores de pKa. En las trayectorias, el primer salto se localiza cerca
de pH = 1.0, y el segundo salto, cerca de pH = 4.0.

Dado que existen 2 saltos, puede sospecharse de la presencia de 2 equilibrios acido

base.
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De las figuras F7.3 y F7.4, se buscaron los maximos de absorbancia, siendo de 270 nm,
340 nm y 360 nm, a lo igual que para la valoracion en medio acuoso. A partir de esta
informacion, se contruyeron las curvas de valoracion de meloxicam en mezcla para 3
diferentes longitudes de onda.

La figura F8.2 representa la curva de valoracion de meloxicam en mezcla DMSO:H,0

1:9, a 3 diferentes longitudes de onda.

Variacion de la absorbancia con el pH a diferentes
longitudes de onda

1.8000
1.6000 m ”
[
1.4000 ”
m 340 nm

1.2000 - e ¢ % 0 400 4,
.g ¢ * [ | B ¢ o

£1.0000 | * * ., 360 nm *e s
2 “Em g, ()

o il ™

& 0.8000 g -
2 H gy ] m
<

0.6000

270 nm

0.4000 -

0.2000 -

0.0000 - ‘ T ‘ T

0.000 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000

pH

Fig. F8.2. Curva de valoraciéon de meloxicam en mezcla, para diferentes longitudes de onda. Las flechas

indican el salto donde se sospecha de la existencia de valores de pKa.

Cabe notar que, a lo igual que en la valoracion en medio acuoso, en las 3 trayectorias se
observan 2 saltos, que indican la existencia de 2 valores de pKa, con lo que se deduce
que existen 2 equilibrios acido-base. Estos saltos se hallan, en las tres trayectorias, cerca
depH=1.0ypH=4.0.

En la tabla T8.1, se observa el nimero de especies de meloxicam que absorben
radiacion electromagnética para las valoraciones &cido-base en medio acuoso. El
intervalo de variacion para el error en la transmitancia, AT, es el recomendado por
Morales (0.0030 a 0.0100), y se emple0 este intervalo para las especies de meloxicam

en mezcla.
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Puede notarse que el nimero de especies que absorben radiacion electromagnética
concuerda con lo que se presenta en la figura F8.1. A través de la curva de valoracion y
con los resultados obtenidos por TRIANG, puede deducirse que existen 3 especies que

estan involucradas en 2 equilibrios &cido-base.

Tabla T8.1. Numero de especies de meloxicam que absorben radiacion electromagnética en agua.

Error (AT) | NUmero de Especies
0.0030 4
0.0040
0.0050
0.0060
0.0070
0.0080
0.0090
0.0100

Wl W W Wl W A~ >

En la tabla T8.2, se muestra el numero de especies que absorben radiacion
electromagnética para las valoraciones acido-base en mezcla. La informacion que arroja
la figura F8.2 indica, junto con los resultados de TRIANG en mezcla, que existen 3
especies que absorben radiacion electromagnética, lo que permite sospechar de 2

equilibrios acido-base y con ello, 2 valores de pKa.

Tabla T8.2. Nimero de especies de meloxicam que absorben radiacion electromagnética en mezcla.

Error (AT)| Numero de Especies
0.0030 3
0.0040
0.0050
0.0060
0.0070
0.0080
0.0090
0.0100

Wl Wl W Wl Wl w w
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Con la informacion obtenida de las curvas de valoracion y de los resultados arrojados
por TRIANG, para las valoraciones en agua y en mezcla, fue propuesto un modelo
quimico de 3 especies para meloxicam, en el que fueron propuestos 2 valores de log f,
donde B es el valor de la constante de formacion global, para el refinamiento de las
constantes de formacion global del meloxicam en medio acuoso y en mezcla.

En la tabla T8.3 se resumen los valores de los logaritmos decimales de las constantes de
formacion global entre el meloxicam y la particula (es decir, protones), tanto en medio
acuoso como en mezcla DMSO:H,0.

Cabe mencionar que, para el refinamiento de las constantes, se realizaron titulaciones
acido-base por triplicado por cada medio; sin embargo, solo se coloca un valor para
cada constante, tomando en cuenta que las que aparecen en la tabla fueron las que

tuvieron menor desviacion.

Tabla T8.3. Constantes de formacion global del meloxicam en los diferentes medios empleados.

MODELO log # (¢) [AGUA] log # (6) [MEZCLA]
HMLX 3.97 (0.0159) 3.83(0.0081)
H,MLX" 4.90 (0.0261) 4.62 (0.0124)

En la tabla T8.4 aparecen los valores de los pK, del meloxicam en dos medios distintos,
obtenidos a partir de las constantes de formacion global, asi como los valores de pKj,

reportados en la literatura.

Tabla T8.4. Constantes de acidez del meloxicam en los diferentes medios.

MODELO pKi (AGuA) | pKi (MEZCLA) | REFERENCIA (LUGER,
1996)
HMLX | 3.97 (0.0159) | 3.83(0.0081) 4.18
H,MLX® | 0.93(0.0261) | 0.79 (0.0124) 1.09

De la tabla anterior, puede observarse que no hay mucha diferencia entre los valores
encontrados y los reportados.

En la figura F8.3, se muestran los coeficientes de absortividad molar para las diferentes
especies de meloxicam en agua, y la figura F8.4 muestra los coeficientes de

absortividad molar en mezcla.
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Coeficientes de absortividad molar de meloxicam en agua

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
Longitud de onda

Fig. F8.3. Coeficientes de absortividad molar de las diferentes especies de meloxicam en agua.

Coeficientes de absortividad molar de meloxicam en mezcla
4,E+04

2 3,E+04 -

3,E+04 -
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™
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o
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MLX~
5,E+03 -

Coeficiente de absortividad molar (1/cm

0,E+00

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
pH

Fig. F8.4. Coeficientes de absortividad molar de las diferentes especies de meloxicam en mezcla.

En las figuras F8.3 y F8.4, es posible observar 3 trayectorias, lo cual indica que existen

3 especies diferentes en el sistema que absorben. Esto puede correlacionarse con los
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resultados de las tablas T8.1 y T8.2, que indican que en general, son 3 especies
quimicas de meloxicam las que absorben, y lo que las distingue es el nimero de
protones y sus cargas formales.

De las figuras F8.3 y F8.4, puede observarse que las bandas de absorcién de la especie
cationica (H,MLX") son diferentes a las bandas de absorcion de las especies neutra
(MLX) y anionica (HMLX").

A partir de los valores de pKa de meloxicam en agua y en mezcla obtenidos en este
trabajo, se obtuvieron los diagramas de distribucion de especies de meloxicam. Para
ello, se graficaron las fracciones molares de cada especie vs pH, el cual se vario en 0.2

unidades. Para la obtencion de las fracciones, se emplearon las siguientes formulas:

fromers = [HT/([H? + Kar[H'] + KaiKaz)
fumel = Kad[HT/([H? + Kar[H'T + KarKao)
fue- = KatKa2/([H]? + Kar[H'] + KartKa2)

donde f; es la fraccion mol de cada especie de meloxicam.
Las figuras F8.5 y F8.6 son los diagramas de distribucion de especies de meloxicam en

agua y en mezcla, respectivamente.

Diagrama de distribucion de especies de meloxicam en agua

1 - W

0.9
0.8 -
Mel-
0.7 -
0.6 -

0.5 4

Fraccion mol

0% 4 H2Mel+
0.3 -
0.2

0.1

O » —e— —
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
pH

Fig. F8.5. Diagrama de distribucion de las especies de meloxicam en agua.
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Diagrama de distribucion de especies de meloxicam en mezcla

1 W -

Mel-

Fraccion mol

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
pH

Fig. F8.6. Diagrama de distribucion de las especies de meloxicam en mezcla.

De la Fig. F8.5, se observa que las trayectorias azul (H,Mel®) y roja (HMel) se cruzan
cuando pH = 0.93. Esto sucede cuando [H,Mel*] = [HMel], lo cual se verifica cuando
pH = pKai, que es la primera constante de acidez de meloxicam y que corresponde a la
desprotonacién del cation para generar la forma neutra. Por otra parte, las trayectorias
roja (HMel) y verde (Mel) se intersectan cuando pH = 3.97. Esto sucede cuando
[HMel] = [Mel ], lo cual se verifica cuando pH = pKaz, que corresponde a la segunda
constante de acidez de meloxicam, e involucra la desprotonacién de la forma neutra
para generar la anionica.

En la Fig. F8.6, la distribucion de las especies es muy similar que en agua. Las
trayectorias azul (H.Mel®) y roja (HMel) se cruzan cuando pH = 0.78. Esto sucede
cuando [H,Mel'] = [HMel], lo cual se verifica cuando pH = pKaz, que es la primera
constante de acidez de meloxicam y que corresponde a la desprotonacion del cation para
generar la forma neutra. Por otra parte, las trayectorias roja (HMel) y verde (Mel") se
intersectan cuando pH = 3.83. Esto sucede cuando [HMel] = [Mel ], lo cual se verifica
cuando pH = pKaz, que corresponde a la segunda constante de acidez de meloxicam, e

involucra la desprotonacién de la forma neutra para generar la anidnica.
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8.2 PARTE TEORICA

8.2.1 Conférmeros de la forma neutra

Para encontrar el conférmero neutro de mas baja energia, se corrieron calculos para 48
estructuras moleculares. Dichas estructuras se construyeron variando los &ngulos
diedros C12-C9-017-H18, C9-C12-C19-C22 y C19-N20-C23-S24, cada 90°. Se
encontré que dos de ellos evolucionaron a la estructura de minima energia.

La primera estructura de minima energia del meloxicam en su forma neutra y en fase
gaseosa se muestra en la figura F8.7, y se la denominé con el nombre de MeIN1. Se
observa un plano molecular donde se localizan el anillo bencénico y el tiazélico. El
anillo carboxamida presenta la conformacién de media silla, con el grupo metilo
orientado en posicién axial. EI grupo hidroxilo O17-H18 forma un puente de hidrégeno
con el oxigeno 022. Dicho puente de hidrogeno esta caracterizado por una distancia
r(017-H18) = 1.0034 A, y una distancia con el 022 r(H18-022) = 1.6370 A. El angulo
de enlace 3017-H18-022 es de 148.04°.

Fig. F8.7. Estructura de minima energia, en fase gaseosa, para la forma neutra 1 de meloxicam.

El nitrogeno N20 tiene una geometria piramidal, con angulos de ¥C19-N20-C23 =
126.61°, ¥C19-N20-H21 = 117.57°, y ¥C23-N20-H21 = 115.49°. El anillo tiazol tiene

al azufre S24 orientado en la misma direccion del O22.
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El segundo conférmero méas proximo en energia fue denominado como MelN2, y es el
conférmero formado al rotar el anillo de tiazol 180° respecto al conférmero MelN1,
hallandose en una energia de 2.47 kCal/mol sobre la energia del 1, mostrado en la figura
F8.8.

Fig. F8.8. Estructura de baja energia en fase gaseosa, del conférmero 2 de meloxicam. Nétese que, a
diferencia del conférmero 1, el conférmero 2 tiene orientado el anillo de azufre hacia abajo, en la misma

direccion que el nitrégeno N20.

8.2.2 Conférmeros del anion

Respecto al anién del meloxicam, se estudiaron 80 estructuras que provienen de las
variaciones de los angulos diedros C12-C9-017-H18, C9-C12-C19-C22 y C19-N20-
C23-S2. De éstas, 8 convergieron a la estructura de minima energia. Dichos
conférmeros fueron comparados para buscar alguna diferencia estructural, y en dos de
ellos se encontraron.

En la figura F8.9, se muestra la estructura del conférmero MelAl, en fase gaseosa, que

fue la que presentd menor energia.
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Fig. F8.9. Estructura de minima energia del conférmero aniénico 1 de meloxicam, en fase gaseosa.

Se observa que el anillo tiazélico se halla fuera del plano del anillo bencénico,
formando un angulo diedro C5-C4-C3-C25 = 164.11°.

El anillo carboxamida presenta conformacion de media silla, con el grupo metilo
orientado en posicion axial. El nitrdgeno N19 posee una geometria piramidal, con
angulos de 3C18-N19-H20 = 117.57° , ¥C18-N19-C22 = 126.61° y ¥ H20-N19-C22
=115.49°.

El azufre S23 del anillo de tiazol se halla orientado en la misma direccion que el
oxigeno O17. El metilo del C25 del anillo de tiazol se encuentra en el mismo plano que
el anillo tiazolico.

El otro conférmero de minima energia del anion, MelA2, se muestra en la figura F8.10.
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Fig. F8.10. Estructura del anién 2 del meloxicam en fase gaseosa.

Puede observarse que el anillo de tiazol y el anillo de benceno se encuentran en
diferentes planos, formando un angulo diedro S23-C3-C4-N24 = 6.77°. Debido a la
geometria, se forma un puente de hidrégeno entre el H18 y el N20. Las distancias de
este puente son r(017-H18) = 1.0783 A y r(H18-N20) = 1.4484 A, y el 4ngulo YH17-
018-N20 = 158.85°. El anillo de carboxamida tiene una conformacion de media silla,
hallandose el grupo metilo en posicion axial.

Al parecer, el nitrégeno N20 posee hibridacion sp?, por lo que el angulo ¥C19-N20-C22
= 121.68°. El azufre S23 se encuentra orientado en la misma direccidén que el oxigeno
021.

Este conformero presenta una energia relativa de 5.43 kCal/mol, respecto al anién
MelAl.

8.2.3 Conférmeros del cation

Para los cationes (estructura protonada), se corrieron varias estructuras construidas
modificando los angulos diedros C12-C9-017-H18, C12-C19-N20-022 y C19-N20-
C23-N25 cada 90°, ademaés de colocar en 2 posiciones distintas el proton: en N20 y en
N25, generando asi 128 conformeros.

Se muestra en la figura F8.11 la estructura en fase gaseosa del cation 1 del meloxicam.
El anillo bencénico y el tiazélico se hallan en diferentes planos, pero el angulo diedro

entre ellos es muy pequefio, siendo de N20-C3-C4-N25 = 6.18°. El anillo carboxamida
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tiene una configuracion de media silla y el grupo metilo unido a este anillo se halla en

posicion axial.

Fig. F8.11. Estructura del conférmero del cation 1 de minima energia, en fase gaseosa.

Pueden observarse 2 puentes de hidrdgeno: uno entre el grupo hidroxilo O17-H18 con
el oxigeno 022, y el otro entre el oxigeno 022 y el grupo H37-N25.

El puente H18-022 tiene distancias de r(017-H18) = 0.9888 A y r(H18-022) = 1.7619
A, y un angulo 3017-H18-022 = 144.17°.

Por otro lado, el puente entre 022-H37 tiene distancias de r(022-H37) = 1.9006 A y
r(H37-N25) = 1.0252 A, y un angulo ¥022-H37-N25 = 126.67°.

El N20 tiene hibridacién sp? con angulos de ¥C19-N20-C23 = 124.41°, ¥C19-N20-
H21 = 114.08° y ¥H21-N20-C23 = 120.99°.

En N25 hay un hidrégeno que puede ser acido, asi como también uno en el nitrogeno
N20, pues podria haber deslocalizacion electronica entre N20, C23 y N25. La
conjugacion electrénica entre N20, C23 y N25 hace posible la existencia de al menos 2
estructuras de resonancia. Con esto, H21 y H37 pueden ser acidos.

El azufre S24 esta orientado en la misma direccion del H21, aproximadamente 180° con
respecto al oxigeno 022.

En la figura F8.12, se muestra la estructura, en fase gaseosa, del conférmero MelC2.
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Fig. F8.12. Estructura de minima energia del cation 2 de meloxicam en fase gaseosa.

Puede observarse que el anillo tiazolico esta fuera del planto que contiene al anillo
bencénico, formando ambos un &ngulo N25-C3-C4-N20 = 20.28°. El anillo
carboxamida muestra una conformacion de media silla, con el grupo metilo en posicion
axial. Hay un puente de hidrogeno entre el hidrégeno H18 y el oxigeno 022. Las
distancias de dicho enlace son: r(O17-H18) = 0.9850 A y r(H18-022) = 1.8484 A, y el
angulo O17-H18-022 = 141.14°. La distancia entre los &tomos N20 y C19 es r(C19-
N20) = 1.5661 A.

El nitrdgeno N20 esta unido a 2 hidrogenos y 2 carbonos, y presenta una hibridacion
sp®. Sus angulos son: C19-N20-C23 = 114.38° y H21-N20-H37 = 108.10°. El azufre
S24 se halla orientado en la misma direccion que O16. Se nota que hay deslocalizacion
electronica en el sistema 017-C9-C12-C18.

La energia relativa de este conférmero es de 34.03 kCal/mol.

8.2.4 Conférmeros del Zwitterion

Para el i6n hibrido, se corrieron 96 estructuras, distribuidas en 3 series de conférmeros,
cuya estructura fue obtenida de girar 90° los siguientes angulos diedros: C12-C9-O17-
H36, C12-C9-C18-N19 y C18-N19-C22-N24. Para la colocacion de las cargas, a la
primera serie de conférmeros, se coloco la carga positiva en el nitrogeno amidico y la

negativa en el oxigeno O17; para la segunda serie, la carga positiva en el nitrégeno

Determinacién de las constantes de acidez del farmaco antiinflamatorio Meloxicam Pagina 84



Resultados y Andlisis

tiazolico y la negativa en el nitrogeno amidico; y para la tercera serie, la carga negativa
se posiciond en el oxigeno O17 y la positiva en el nitrégeno tiazolico.
En la figura F8.13, puede observarse la estructura del conférmero MelZ1 de minima

energia en fase gaseosa del i6n hibrido del meloxicam.

\

3
2 g ¢
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\ Y

Fig. F8.13. Estructura del i6n hibrido de meloxicam de minima energia en fase gaseosa.

Puede observarse que el anillo bencénico y el anillo tiazélico no estan en un mismo
plano, formando un angulo diedro C3-C4-021-S23 = 16.03°. Probablemente, existan 2
puentes de hidrégeno: uno entre H18 y 021 y el otro entre 021 y H36.

Para el primero, las distancias son r(017-H18) = 1.0075 A y r(H18-021) = 1.5764 A, y
un angulo de 3017-H18-021 cuyo valor es de 150.64°. Por otro lado, para el puente de
hidrogeno en 021-H36, el angulo ¥021-H36-N24 = 125.85° y las distancias son
r(021-H36) = 1.8689 A y r(H36-N24) = 1.0221 A.

El nitrogeno N20 tiene una carga de —1 y un doble enlace con C22, generandose un
angulo ¥C19-N20-C22 = 118.99°. EIl nitrogeno N24 tiene unido un hidrégeno H36 y
presenta posible resonancia con C22, pues hay un par de dobles enlaces entre 021=C19
y N20=C22, conjugados, entre los que puede haber estabilizacion por efecto de

resonancia.
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El azufre tiazolico S23 se orienta en la misma direccion que N20. El anillo carboxamida
presenta una configuracion de media silla, con el grupo metilo orientado en posicion
axial.

En la figura F8.14, se muestra la segunda estructura de minima energia para el ion

hibrido de meloxicam, en fase gaseosa.

Fig. F8.14. Segunda estructura de minima energia del ion hibrido de meloxicam, en fase gaseosa.

El anillo bencénico y el anillo tiaz6lico no se encuentran en el mismo plano, formando
un angulo diedro C3-C4-017-N24 = 32.54°.

Se puede observar un puente de hidrégeno entre H20 y N19, que se caracteriza por tener
distancias de r(017-H20) = 1.0069 A y r(H20-N19) = 1.6424 A, asi como un &ngulo
3017-H20-N19 = 148.04°.

El anillo carboxamida tiene una conformacion de media silla y el grupo metilo se
encuentra en posicion axial.

Cabe destacar que, en la estructura optimizada, el hidrogeno H20 “salta” desde N19 (en
la estructura de entrada) hacia O17, y el anillo de tiazol queda estabilizado por un doble

enlace entre N19=C22, que evita que gire libremente alrededor de dicho enlace.
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El nitrgeno N19 presenta un doble enlace, y se forma un angulo ¥C18-N19-C22 =
118.79°. El azufre S23 se orienta en la misma direccion que O17.

Se puede observar otro puente de hidrogeno entre H36 y O21, cuyas distancias son
r(021-H36) = 1.8057 A y r(H36-N24) = 1.0284 A, con un &ngulo de 021-H36-N24 =
128.87°.

Tanto el doble enlace N19=C22 como el puente de hidrogeno 021-H36-N24,
estabilizan al anillo de tiazol, evitando que gire libremente alrededor del enlace N19-
C22. Este conférmero tiene una energia relativa de 0.15 kCal/mol.

En la figura F8.15, se aprecia la estructura en fase gaseosa del conférmero 3, MelZ3, de

minima energia del i6n hibrido de meloxicam en fase gaseosa.

Fig. 8.15. Tercera estructura de minima energia del i6n hibrido de meloxicam, en fase gaseosa.

Se observa que el anillo tiazélico y el bencénico son casi perpendiculares, con un
angulo diedro C3-C4-C18-S23 = 88.83°. El anillo carboxamida tiene una conformacion
de media silla 'y su grupo metilo se halla en posicion axial.

Existe un puente de hidrégeno entre H36 y N19, cuyas distancias son r(O17-H36) =
0.9773 A y r(H36-N19) = 1.9670 A, comprendiendo un &ngulo ¥O17-H36-N19 =
137.83°.
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En la estructura de entrada, los hidrogenos H20 y H36 fueron colocados sobre N19,
teniendo una carga de +1 y dejando una carga de —1 sobre O17. Sin embargo, en la
estructura optimizada para MelZ1-003, el hidrogeno H36 se separa de N19 y se une a
017, estabilizando las cargas formales en cada uno de dichos heteroatomos

El nitr6geno N19 presenta una hibridacién sp®, con éangulos de C18-N19-H20 =
1210.16°, C18-N19-C22 = 126.28° y H20-N19-C22 = 110.69°.

El azufre S23 del anillo tiazdlico esta orientado hacia O16.

En el anillo tiazdlico, hay un par de dobles enlaces conjugados, entre los que parece
haber deslocalizacion electronica. Dichos insaturaciones estan ubicados como C22=N24
y C34=C25.

La energia relativa de este conférmero es de 15.62 kCal/mol.

8.2.5 Célculo de las energias de solvatacion

Las energias de solvatacion de las especies anidnica, cationica se emplearon para el
calculo de la energia libre de los equilibrios acido-base de meloxicam, planteados a

continuacion:

HoMel™ < HMel + H" AG° = (—6.34 — 8.07 + 42.55) kCal/mol = 28.14 kCal/mol
HMel < Mel” +H®  AG°=(—46.18 — 8.07 + 6.34) kCal/mol = —47.91 kCal/mol

De acuerdo a las energias anteriores, puede observarse que el primer equilibrio no seria
espontaneo, debido a que AG® > Q. Por otra parte, para el segundo equilibrio, se observa
que hay espontaneidad, dado que AG° < 0.

De la expresion de la constante de equilibrio en términos de la energia libre y la
temperatura, puede calcularse la constante de acidez. Es decir:

AG°=-RTINKy => Kp=gRe

donde R es la constante universal de los gases (= 0.001987 kCal/mol) y T es la

temperatura en K (=310.15 K, en este trabajo).
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Asi pues:

— * — —
KAl — e[ 28.14/(0.001987*310.15)] 45.66 _ 10 18.87

=e
pKAl =18.87

*
KAZ - e[47.91/(0.001987 310.15)] — e5.79E33 — 1033.76

pKA2 =33.76

Como puede observarse, los valores de las constantes de acidez estimados por energia
libre difieren de los calculados por espectrofotometria, debido a que los conférmeros

anion, catién y neutro fueron optimizados en fase gaseosa.
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9. CONCLUSIONES

+ De acuerdo a los resultados arrojados por TRIANG, se encontraron 3 especies de
meloxicam que absorben radiacion electromagnética y que estuvieron involucradas en
los equilibrios acido-base.

+ En medio acuoso, los valores de pKa para meloxicam fueron 0.93 + 0.0261 y 3.97 +
0.0159.

+ Por otro lado, en la mezcla DMSO:H,0 1:9 los valores de las constantes de acidez
fueron 0.79 + 0.0124 y 3.83 + 0.0081.

+ Las constantes de acidez para los medios empleados no difirieron significativamente.

+ Durante el modelaje, se optimizé la geometria para las diferentes especies de
meloxicam (anién, catién, neutro y zwitterion), hallandose que la forma neutra tuvo la
menor energia.

+ Las energias de solvatacion no permitieron predecir las observaciones experimentales,
ya que en el caso del primer equilibrio acido-base del meloxicam la energia AG > 0
indicé un proceso no espontaneo, lo que significa que la primera disociacion no podria
haber sido posible y el primer valor de pKa no podria haberse calculado. Por otro lado,
la energia libre del segundo equilibrio acido-base del farmaco fue menor a cero.

+ El calculo de los valores de pK, estimados a partir de la energia libre de conférmeros en
estado gaseoso fue una razén importante por la que difirieron significativamente de los
encontrados por espectrofotometria.

+ Se encontr6 que la informacion arrojada por las energias de solvatacién no predijo de
algin modo lo observado experimentalmente, ya que la energia libre del primer
equilibrio indicé un proceso no espontaneo, mientras que la del segundo implicé un

proceso espontaneo.
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ANEXO |

Para comprender el mecanismo de accion de la ciclooxigenasa, es necesario recordar algunos
aspectos de cinética enzimatica.
Sea E, S, ES y P la enzima, el sustrato, el complejo enzima-sustrato y el producto,

respectivamente. Esto puede representarse mediante el siguiente esquema:

ky k.
2
+ SZ=ZES—E +
1\ Ki J
Y Y

Unién del sustrato Etapa catalitica

La rapidez inicial, vo, de formacion de producto, es:

Vo = (dP/dt) = ko[ES] - (AL.1)

Suponiendo que k_; >> k, de modo que el primer paso (unién del sustrato S a E) se pueda

considerar como un proceso de equilibrio rapido, la constante de disociacion, Ks, es

Ks = (k-a/ks) = ([EIISD/[ES] - (Al2)

La concentracion total de la enzima en un momento poco después de iniciada la reaccién es

[Eq] = [E] + [ES] - (AL3)
de modo que
Ko = ([E] - [ESD([SV[ED) - (Al.4)
Al despejar [ES] se llega a
[ES] = ([El[SD/(Ks + [S]) - (AL5)

La ecuacion AL.5 se sustituye en la ecuacién Al.1, y se obtiene
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Vo = (dP/dt)o = (Ke[ELo[S])/(Ks + [S]) ~ ----- (AL.6)

Ello indica que la rapidez siempre es proporcional a la concentracion total de la enzima. Cuando
rodas las moléculas de enzima estdn acomplejadas con el sustrato en forma de ES, la rapidez
inicial medida debe tener su valor maximo (Vimax), Y €ntonces

Vinax = ko[E]o ~ ----- (AL.7)

Yy a Viax Se le llama rapidez media. Cuando [S] = Ks, Vo = Va2, por lo que Ks es igual a la
concentracion de S cuando la rapidez inicial es la mirado de su valor maximo.
Ahora bien, poco después de haber mezclado la enzima y el sustrato, la concentracion del

complejo enzima-sustrato alcanza un valor constante, momento en el cual se puede aplicar la

aproximacion de estado estable como sigue:

d[ES)/dt = 0 = K,[E][S] — K 1[ES] — ko[ES]
= ki([E]o — [ESD[S] — (k4 + k)[ES] ~ ----- (A1.8)

Al despejar [ES] se obtiene
[ES] = (Ki[ELo[S])/(Ki[S] + k-1 + ko)~ -=--- (AL.9)

Al sustituir la ecuacion A1.9 en la ecuacién Al.1, se llega a

Vo = (dP/dt)o = Ko[ES] = (kikz[EJo[S])/(Ki[S] + k-1 + ko)

= (k2[EJo[SD/AI(k-1 + k2)/ka] + [S]}
= (ko[ELo[SD/(Km +[S]) - (A1.10)
donde Ky, la constante de Michaelis, se define como
KM = (kfl + k2)/k2 ----- (Alll)

Como Eq = Vina/ks, Se tiene que

Vo= (VmauSI)/(Km + [S]) - (AL12)
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y cuando Vo = Va2, Km = [S].

La constante de Michaelis, Ky, varia mucho de una enzima a otra, y también con distintos
sustratos de la misma enzima, y dicho parametro representa la concentracién del sustrato a la
cual la mitad de los sitios activos de la enzima estan llenos con moléculas de sustrato. Cuanto
mayor es Ky, la unién es mas débil.

El valor de Ky suele indicarse junto con otros parametros cinéticos de reacciones catalizadas
por enzimas, ya que depende de la temperatura, de la naturaleza del sustrato, del pH, de la
fuerza ionica, presencia de activador o inhibidor y de otras condiciones de reaccion. Para la
mayor parte de las enzimas, Ky esta entre 10 * My 10" M.

El valor Vs representa la rapidez méxima alcanzable, esto es, aquella ala cual la concentracion
total de la enzuma esté presente como complejo de enzima sustrato. A partir de Vs Y de [E]o
puede calcularse el valor de k;, (también denominada como Ke,), que es el nimero de recambio o
constante catalitica, y es el nimero de moléculas (0 moles) de sustrato que se convierten en

producto por unidad de tiempo, cuando la enzima esta totalmente saturada con el sustrato.
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