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Estudio teorico de los equilibrios en soluciéon de farmacos de la familia de los Oxicams

Resumen

Caracterizar los equilibrios quimicos en solucion es de gran importancia en compuestos
quimicos con actividad bioldgica. Conocer el conjunto completo de equilibrios y especies
quimicas de un farmaco es indispensable, tanto para evaluar su capacidad de atravesar los
tejidos y membranas, como para determinar su estado de ionizacion en la sangre y otros
fluidos corporales. Adicionalmente, la determinacion de los sitios moleculares de
protonacion/desprotonacion de un farmaco puede revelar las regiones de interaccion de éste

con enzimas receptoras.

Es comun la presencia de varios grupos funcionales en los farmacos, lo que dificulta la
caracterizacion de los equilibrios quimicos que pudieran establecerse en solucién. Con
frecuencia, las especies acido-base de los farmacos estdn asociadas a diferentes grupos
funcionales. La identificacion del grupo funcional responsable de un equilibrio quimico
especifico es en general una tarea experimental compleja. Asi mismo, la presencia de varios
grupos funcionales puede dar origen a estructuras tautoméricas, generando ademas de
equilibrios &cido-base, equilibrios de tautomerizacion. En conjunto, estos equilibrios son

denominados micro-equilibrios quimicos o equilibrios microscopicos.

Los métodos experimentales para determinar los valores de las constantes asociadas a
micro-equilibrios son muy escasos Yy estan disefiados con base en diversas suposiciones, lo
que limita su aplicabilidad. El principal inconveniente que enfrentan estos métodos es la
alta velocidad de interconversion entre las especies, dificultando la determinacién aislada
de propiedades para su posterior cuantificacion. En este contexto la quimica tedrica
constituye una alternativa viable en la determinacion de las micro-constantes de
compuestos quimicos, debido a que con esta herramienta es posible obtener propiedades
moleculares para una especie en particular, con precision semejante a los métodos

experimentales [1].

El presente trabajo esta enfocado en la caracterizacion del conjunto completo de
equilibrios quimicos en solucién de 5 farmacos de la familia de los oxicams: isoxicam,

piroxicam, meloxicam, tenoxicam y lornoxicam, mediante métodos de la quimica tedrica.
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En el capitulo uno explicamos, de forma general, la importancia de los oxicams a nivel
farmacoldgico. Asi mismo, exponemos el conjunto de micro-constantes y micro-especies
quimicas previamente reportados para estos farmacos, asi como algunas inconsistencias en
estos reportes. El capitulo dos aborda generalidades de la quimica cuantica, enfocandonos
principalmente en la Teoria de Funcionales de la Densidad. El capitulo tres explica la
metodologia empleada para caracterizar el conjunto completo de micro-especies de cada
uno de los cinco oxicams estudiados, para lo cual, se utilizaron las transiciones electrénicas
obtenidas a partir de la Teoria de Funcionales de la Densidad Dependiente del Tiempo
como propiedad molecular para identificar a cada especie. En el capitulo cuatro realizamos
el célculo de las micro-constantes asociadas a todos los micro-equilibrios &cido-base de los
oxicams, mediante ciclos termodindmicos comlUnmente utilizados en la quimica teorica
para el calculo de pK;'s. Finalmente en el capitulo cinco presentamos un modelo estadistico
para el célculo de las constantes de tautomerizacion, el cual hace uso de desplazamientos
quimicos experimentales, asi como los obtenidos en el marco de la Teoria de Funcionales
de la Densidad. Subsecuentemente realizamos una discusion general de los resultados

obtenidos, para posteriormente dar las conclusiones finales de esta tesis.
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Estudio teorico de los equilibrios en soluciéon de farmacos de la familia de los Oxicams

Abstract

Characterize the chemical equilibria in solution is of great importance in chemical
compounds with biological activity. The Knowledge of the full set of equilibria and
chemical species of a drug is essential, both to evaluate their ability to cross membranes
and tissues, as well as, to determine their state of ionization in the blood and other body
fluids. Additionally, the determination of molecular sites of protonation / deprotonation of

a drug may reveal regions of interaction of this compound with host enzymes.

It is common the presence of various functional groups on drugs, making difficult the
characterization of the chemical equilibria in solution. Often, acid-base species of the drugs
are associated with different functional groups. The identification of functional group
responsible for a specific chemical equilibrium is in general a complex experimental task.
Also, the presence of various functional groups can give rise to tautomeric structures,
generating also tautomerization equilibria. Together these equilibria (acid-base and

tautomeric) are called chemical micro-equilibria or microscopic equilibria.

Available experimental methods for determining the values of the constants associated with
micro-equilibria are scarce and are designed based on several assumptions, which limits its
applicability. The main problem facing these methods is the high rate of interconversion
between species, hindering the determination of properties, for its subsequent
quantification. In this context, theoretical chemistry is a viable alternative in the
determination of micro-chemical constants, because with this tool it is possible to obtain
molecular properties for a particular species, with accuracy similar to the experimental
methods [1].

This work focuses on the characterization of the complete set of chemical equilibria in
solution of five drugs of the oxicams family: isoxicam, piroxicam, meloxicam, tenoxicam
and lornoxicam, by methods of theoretical chemistry. In chapter one, we expose the
importance of oxicams at pharmacological level; also, we present the set of micro-constants
and micro-species previously reported for these drugs as well as some inconsistencies in

these reports. Chapter two deals with generalities of quantum chemistry, focusing primarily
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on the Density Functional Theory. Chapter three explains the methodology used to
characterize the complete set of micro-species of each of the five oxicams under study, for
which, electronic transitions obtained from the Functional Theory of Time-Dependent
Density were used as property to identify molecular species. In chapter four we make the
calculation of the micro-constants associated to all acid-base micro-equilibria of oxicams,
through thermodynamic cycles commonly used in theoretical chemistry for calculating
pKa's. Finally in chapter five we present a statistical model for calculating the
tautomerization constant, which makes use of experimental chemical shifts and those
obtained in the framework of the Density Functional Theory. Subsequently we conducted a
general discussion of the results, later giving the final conclusions of this thesis.
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OBJETIVOS

Caracterizar los micro y macro equilibrios en solucion acuosa de 5 farmacos de la familia
de los oxicams, con el fin de revelar las especies més importantes involucradas, asi como el
valor de las constantes termodinamicas asociadas a dichos equilibrios, mediante la

aplicacion de métodos teoricos.
OBJETIVOS PARTICULARES

- Identificar las especies microscopicas a partir de métodos tedricos en conjunto con

mediciones de espectros de absorcion UV-visible.

- Determinar la estructura de minima energia que reproduce el espectro electrénico de

cada especie microscapica.

- Determinar las micro y macro constantes de los oxicams aplicando ciclos

termodindmicos basados en calculos termoquimicos.

- Determinar las micro y macro constantes de tenoxicam mediante un analisis
estadistico basado en desplazamientos quimicos obtenidos a partir de céalculos

tedricos y a partir de mediciones experimentales
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CAPITULO 1

“Farmacos de la familia de los oxicams”

José Marco Antonio Franco Pérez Pagina 6
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Los oxicams son una familia de potentes farmacos antiinflamatorios, ampliamente
utilizados en padecimientos cronicos como la artritis y en inflamaciones post-operatorias
[2]. Desde el descubrimiento del piroxicam (figura 1.1) en la década de los 80’s [3], se han
disefiado varios derivados (mediante un método denominado sintesis isostérica), los cuales
poseen caracteristicas farmacoldgicas similares al piroxicam, con algunos beneficios
adicionales. A este conjunto de farmacos se les conoce como oxicams y pertenecen al
grupo de Anti-Inflamatorios No Esteroidales (AINES). Un aspecto estructural relevante en
las propiedades farmacoldgicas de los oxicams, corresponde a la existencia de un grupo
enolico acido (C3-C4-017, figura 1.1), cuya funcion es la de sustituir al grupo carboxilato
presente en otros farmacos no esteroidales (como los derivados del &cido acetilsalicilico).
Esta caracteristica se traduce en vidas medias mucho mas largas, pues en contraste con
farmacos que presentan el grupo carboxilato, aquellos con el grupo enol no son
metabolizados rapidamente por el cuerpo debido a su alta lipofilicidad, lo cual incrementa
su tiempo de residencia dentro del organismo. Esto origina que la dosis suministrada en un
tratamiento cronico sea mucho menor a la de otros AINES; lo que origina que los efectos
secundarios como ulceracién gastrointestinal o insuficiencia renal, comunmente
relacionados con otros antiinflamatorios, sean menos frecuentes [4]. En este estudio
consideramos 5 miembros de esta familia de farmacos: isoxicam, piroxicam, meloxicam,
tenoxicam y lornoxicam (figura 1.1). Aunque los 5 oxicams pertenecen a la clase de
antiinflamatorios no esteroidales, tienen indicaciones bastante especificas, asi, mientras el
piroxicam es prescrito como un potente anti-inflamatorio, el lornoxicam es preferentemente

antihiperalgésico y el tenoxicam antiartritico [5,6,7].
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Figura 1.1 Estructura quimica de los oxicams estudiados en el presente proyecto.

1.1 Mecanismo farmacoldgico de accion de los oxicams.

La actividad farmacoldgica de los oxicams consiste principalmente en disminuir los
efectos indeseables de la inflamacién. En la inflamacidn existe una gran dilatacion de los
vasos sanguineos como respuesta a algun tipo de estimulo interno o externo nocivo para el
organismo. En consecuencia, se observa un aumento en el volumen de los vasos sanguineos
debido a que acumulan una gran cantidad de sangre en la zona. La sangre acumulada
contiene tanto los anticuerpos como los metabolitos necesarios para combatir al agente
nocivo, asi como las plaquetas y células necesarias para regenerar los tejidos dafiados. No
obstante, la inflamacion puede llegar a ser un factor agravante para el organismo ya que en
este proceso se liberan radicales libres (como hipoclorito *OCl, hidroxilo *OH o peroxilo
*OOR), los cuales pueden activar nervios y dafiar tejido sano [5,6]. Asi mismo, el
incremento en el volumen de los tejidos aumenta el riesgo de una compresion nerviosa;
todo lo anterior se traduce en un aumento en el dolor, e incluso un dafio mayor en la zona
afectada [7]. En la inflamacion participan una gran cantidad de metabolitos y sustancias
bioquimicas, de los cuales, las que estan principalmente relacionadas con los efectos
nocivos del proceso de inflamacién son: a) Aminas vasoactivas como la histamina, la cual

es uno de los compuestos causantes de la vasodilatacion; b) Metabolitos del &cido
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araquidonico, principalmente las Prostanglandinas E; I, y D, (PGE;, PGl, y PGD;
respectivamente) que producen vasodilatacion y son las principales causantes de la fiebre y
el dolor, por lo que su inhibicidn se traduciria tanto en una disminucion del volumen de los
vasos sanguineos, asi como en un efecto analgésico y antipirético, c) las Citocinas, las

cuales fomentan la sintesis de prostanglandinas [8,9].

De los metabolitos mencionados, los derivados del &cido araquidénico han sido
considerados como los principales causantes de los efectos nocivos de la inflamacion [7].
El &cido araquidodnico, es transformado a la Prostanglandina H, (PGH,) mediante la enzima
ciclooxigenasa. La PGH; a su vez es transformada en otras prostanglandinas, entre ellas la
PGE,, la PGl, yla PGD, [10]. Se ha sugerido que el mecanismo principal de accién de
los oxicams se debe a la inhibicién del sitio activo de la enzima ciclooxigenasa, lo que

interrumpe la sintesis de las tres prostanglandinas mencionadas [11,12].

Ademas de su actividad antiinflamatoria, se ha observado que los oxicams poseen
funcionalidades quimiopreventivas y quimiosupresivas [13,14], asi mismo se ha reportado
que actian como neutralizadores de radicales libres a nivel bioldgico [15,16,17] y como
protectores de la piel ante los rayos UV [18]. Sin embargo, no hay una explicacion

completa respecto a esta multifuncionalidad.

1.2 Equilibrios quimicos en solucién acuosa

Los oxicams, como la mayoria de los compuestos biol6gicamente activos, poseen varios
grupos funcionales; un anillo tiazina, el cual se encuentra sustituido por un grupo
carboxamida en la posicion 3 y un enol en la posicion 4, un anillo periférico izquierdo
benceno (isoxicam, piroxicam y meloxicam), tieno (tenoxicam) o clorotieno (lornoxicam),
un anillo periférico derecho isoxazolil (isoxicam), piridil (piroxicam, tenoxicam y
lornoxicam) o tiazolil (meloxicam), Figura 1.1. De estos, los grupos funcionales implicados
en la reactividad quimica en solucion de estos farmacos son nitrégeno N1’presente en el
anillo piridil (piroxicam, tenoxicam y lornoxicam) o tiazolil (meloxicam) o isoxazolil
(isoxicam), el oxigeno enol (O17) y el nitrégeno carboxamida (N16). Estos tres grupos

funcionales son responsables de su reactividad &cido-base, dando origen a una especie
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cation univalente (H,Ox"), una especie neutra (HOxX) y un anién univalente (Ox). Asi
mismo, estos grupos funcionales estan implicados en la estabilidad tautomérica de los
oxicams en solucién, la cual contempla el equilibrio quimico entre el tautdbmero enol
(protonado en el oxigeno O17 y desprotonado en el nitrogeno N1°) y el tautémero
zwitterion (desprotonado en el oxigeno O17 y protonado en el nitrogeno N1°), ambos
eléctricamente neutros [19,20,21]. En la Figura 1.2 se muestran las micro-especies del
farmaco piroxicam. Para el caso de isoxicam, se ha encontrado evidencia de la presencia de
solo dos de estas especies: la especie neutra enol y el anién, por lo que este oxicam no
presenta especie catidnica ni tautdmero zwitterion (Figura 1.3). Los equilibrios quimicos
relacionados a todas las especies &cido-base y tautoméricas de los oxicams en solucién se

explican a continuacion.

.+ Kgl . Kq2 -
H,Pirox —— HPirox —_— Pirox
=
T © H. N |
O N Ne
Polaridad del medio H
| T°
N

Kali/ d" "0 Zzwitterion Xﬁ” N7
Ie) H. NS
OH O = | 0 N
~ K, AN (@)

D

[
’N N

~Ron o o
AN . _
0" 0 H,Pirox" \ / Pirox
K,12 OH O % | K,22
NS
N

9o
|
N H

2,

O O

Enol
— escala de pH—

Figura 1.2 Micro y macro equilibrios quimicos del piroxicam, un miembro de la familia de los

oxicams.
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OH O =
0 K
N N a+
I 1 +H
N H
O, Enol Isox

Figura 1.3 Equilibrio de disociacion acido-base del farmaco isoxicam

1.2.1 Constantes de equilibrio macroscopicas y macro-especies de los oxicams

Se denomina constante de equilibrio macroscopica (0 macro-constante), a cualquier
constante que describe el equilibrio general entre dos entidades quimicas que se pueden
interconvertir a través de dos 0 mas compuestos intermedios alternativos; es decir pueden
existir al menos tres especies quimicas (de las cuales algunas son compuestos intermedios)
que se interconvierten entre si; la constante de equilibrio macroscépica describe el
equilibrio quimico global de todas estas especies [22]. Se le denomina macroscdpica,
debido a que puede determinarse a partir de propiedades macroscopicas del compuesto en
solucion, por ejemplo movilidad electroforética, potencial electroquimico, etc.; y por tanto,
la informacidn contenida en ella es también macroscopica, i.e., una constante de equilibrio
macroscopica esta asociada a una ecuacion quimica general, la cual no revela los sitios
moleculares de reaccion, aungque puede conocerse la carga y la cantidad de particulas
intercambiadas [22,23]. A cada especie implicada en la ecuacion quimica asociada a la
constante de equilibrio macroscopica se le denomina macro-especie 0 especie
macroscopica. Las ecuaciones quimicas asociadas a los macro-equilibrios quimicos de los

oxicams en solucion son las siguientes:

Hox - Hox + H
2 X (1.1)
HOx Ka2 Ox + H+ (1.2)

siendo Kal y Ka2 las constantes de equilibrio macroscopicas correspondientes al

intercambio de un protdn entre sus tres especies acido-base macroscopicas: H,Ox", HOx y
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Ox". Notese que para cada equilibrio (K,1 por ejemplo), existen varias especies que se
interconvierten entre si (cation, enol y zwitterion, Figura 1.2), no obstante, el equilibrio
global entre estas tres especies esta determinado solo por la macro-constante implicada
(Kal).

1.2.2 Constantes de equilibrio microscépicas y micro-especies de los oxicams.

A cualquier constante que describe el equilibrio de la interconversion de dos entidades
moleculares particulares se le denomina constante microscopica (o0 micro-constante) [22].
Por tanto, existe un equilibrio microscopico asociado a la interconversion entre especies
quimicas de estructura semejante (como isémeros) o incluso entre especies con diferente
multiplicidad [22]. Consecuentemente, la interconversion tautomérica tiene una constante
microscopica asociada. La cantidad de informacion que puede obtenerse a partir de una
constante de equilibrio microscépica es mayor y mucho mas especifica; ademas de la carga
y el nimero de particulas intercambiadas, este tipo de constante relaciona diferentes sitios
de reaccion a nivel molecular. Asi, se consideran explicitamente las estructuras quimicas de
las especies para plantear la ecuacion quimica relacionada a una micro-constante de
equilibrio. A estas especies se les denomina especies microscépicas o micro-especies. Las
constantes K,l11, Ky12, K21, K;22 y K, en la figura 1.2 corresponden a los micro-
equilibrios quimicos presentes en el piroxicam. Las primeras cuatro micro-constantes son
denominadas micro-constantes de acidez debido a que estan asociadas a un micro-
equilibrio acido-base: a la interconversion de la estructura cationica a la especie zwitterion
(Kall) mediante la desprotonacion del nitrogeno piridil N1°; de la interconversion del
catién a la especie enol (K;12) mediante la desprotonacion del oxigeno enol O17; a la
interconversion del tautomero zwitterion a la especie anién (K;21) mediante la
desprotonacién del oxigeno enol O17; a la interconversion de la especie enol al anién
(Ka22) mediante la desprotonacion del nitrogeno piridil N1°. Por tanto, la abundancia
relativa de las micro-especies &cido-base puede manipularse modificando las condiciones
de pH (Figura 1.2). La constante K, también llamada micro-constante de tautomerizacion
estd relacionada a la interconversion de la especie enol a la zwitterion (un equilibrio de

tautomerizacion) y puede manipularse modificando la polaridad del medio (figura 1.2).
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Debido a su alta especificidad, es necesario disponer de propiedades moleculares para
determinar la magnitud delas micro-constantes, generalmente propiedades espectroscopicas
(como desplazamientos quimicos de Resonancia Magnética Nuclear). En este punto es de
mencionar la gran utilidad de los métodos de la quimica tedrica para determinar constantes
microscopicas de equilibrio, dado que esta herramienta nos permite disponer de

propiedades moleculares de entidades quimicas especificas.

1.2.3 Relacion entre los macro y micro equilibrios quimicos.

El micro-equilibrio esta asociado con la inter-conversion quimica entre dos entidades
moleculares particulares del compuesto, mientras que el macro-equilibrio entre el conjunto
de especies presentes a determinadas condiciones experimentales, por tanto, conocer la
contribucion de cada micro-equilibrio (asociado a cada la inter-conversion entre cada una
de las micro-especies presentes) nos permite determinar el macro-equilibrio asociado. Por
ejemplo, en el caso del conjunto de micro-equilibrios de la figura 1.2, debido a la inter-
conversion entre los tautomeros zwitterion y enol del piroxicam; para obtener la constante
de acidez macroscopica K;1, debemos de considerar las ecuaciones de los equilibrios

quimicos &cido-base de cada uno de los tautdmeros (K;11 y K,12):
K, 11= ZWIUE][H K, 12= [EnOI_][H K.1= [Neutr_o][H ]
H,Pirox* H,Pirox* [H,Pirox”|

[Neutro]=[zwitt |+ [Enol |

Puesto que:

Entonces

_<[ZWI1't Enol]}[ ] [Zwitt][H] Enol [H*]

a [H,pirox'| [H,Pirox|" [H pirox”| K,11+K,12 (1.3)
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Por otro lado, ambas especies neutras se disocian a la especie anionica. En este caso,

debemos considerar ambos micro-equilibrios de disociacion (Ka21 y K,;22) para obtener el
macro-equilibrio K;2:

Kazlzm Kazzzm K 2= [Pirox‘IH+]

[Zwitt ] [Enol | ¢ [Neutro]
1 [Neutro] [Zwitt ] [Enol | 1 1

_ . ro] __ S . 14
K.z [Pirox ]~ [Pirox [H*]" [Pirox [H*] " k.21 K, 22 (L9

Finalmente, dado que ambos tautdmeros se interconvierten a las mismas especies ionicas,

es posible relacionar a la micro-constante de tautomerizacion con las micro-constantes de
acidez de cada tautémero.

[Zwitt |H | Pirox™ |H |
K,11 |H,Pirox"| [Zwitt] K K.,22  [Enol]  [zwitt] K
K,12 [Enol]H*| [Enol] K,21 [Pirox |H*| [Enol] *
H,Pirox”* [Zwitt ]
(= Kall K22 (15)
K,12 K,21

a

De acuerdo las ecuaciones 1.3, 1.4 y 1.5, la determinacion de las macro-constantes (K1 y

Ks2) y de alguna de las micro-constantes, es suficiente para determinar el total de los
equilibrios presentes en la figura 1.2 [22, 24].
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1.3 Métodos para la determinacion de las constantes de equilibrio
1.3.1 Métodos para la determinacion de constantes de equilibrio macroscopicas

En la caracterizacion de las constantes macroscépicas se monitorea la variacion de una
propiedad global (macroscopica) del compuesto en solucion, como bandas de absorcion
UV-Visible (valoracion espectrofotométrica), movilidad electroforética (valoracion por
electroforesis capilar de zona), etc., al cambiar determinadas condiciones del medio, como
pH o concentracion. Con esta informacion es posible calcular las poblaciones de las
especies presentes en solucion (y su distribucion en funcion del pH por ejemplo) mediante
un analisis estadistico [25]. Entre mayor sea la cantidad de informacion analizada, méas
precisa es la estimacion. Para el analisis robusto de una gran cantidad de datos se utilizan
programas computacionales como SQUAD [26,27] o HYPQUAD [28,29], los cuales
proporcionan la mejor estimacion estadistica de las constantes de equilibrio de formacion
global de varios tipos de reacciones quimicas, especialmente las que intercambian una

particula, utilizando principalmente matrices de datos espectrofotométricos.

1.3.2 Métodos para la determinacion de las constantes de equilibrio microscopicas

A diferencia de las constantes macroscopicas, la determinacién de las micro-constantes es
generalmente compleja. Esto se debe tanto a su especificidad molecular (se requiere
conocer la estructura y propiedades moleculares especificas de cada micro-especie), como a
las altas velocidades de interconversion entre las especies involucradas en el equilibrio. Por
tanto, existen dos principales aspectos a abordar en la determinacion de los micro-
equilibrios quimicos: 1) disponer de alguna propiedad molecular que permita diferenciar a
las dos micro-especies implicadas en el equilibrio (la propiedad debe ser muy distinta entre
ambas especies); 2) imponer condiciones experimentales en donde sea posible favorecer a
cada una de las micro-especies, con la finalidad de realizar una asignacion no ambigua de la
propiedad mencionada, a cada molécula. A continuacién se describen los métodos
comunmente utilizados en la determinacion de estas constantes, asi como sus estrategias

para abordar dichos inconvenientes:
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1.3.1 Deteccion selectiva.

Si la velocidad de interconversion es muy baja, por debajo de la escala de tiempo de
deteccion de los instrumentos de laboratorio, la identificacion de las propiedades
individuales de las especies y la determinacién de la micro-constante de equilibrio asociada
son generalmente triviales. Sin embargo, la utilidad de esta técnica es muy limitada, ya que
las velocidades de interconversion son por lo general demasiado répidas como para la
deteccion aislada de propiedades [30]. Una variante de esta técnica, es la Resonancia

Magnética Nuclear a bajas temperaturas, la cual se explica a continuacion.

1.3.1.1 Determinacién de la constante de tautomerizacion mediante Resonancia

Magnética Nuclear a bajas temperaturas.

Esta metodologia se aplica generalmente a sistemas isoméricos, como conférmeros o
tautdbmeros. En esta técnica se pretenden detectar los desplazamientos quimicos de las
especies involucradas de forma individual (generalmente *H y/o **C), disminuyendo la
temperatura del sistema, generalmente cerca de los 200 K (dependiendo del sistema
quimico), con la finalidad de reducir la velocidad de interconversion. Una vez conocidos
los desplazamientos de cada especie, es posible determinar la contribucion de cada
tautémero al desplazamiento quimico observado para una mezcla de cualquier proporcion.
Ademas de que esta técnica es muy costosa, su aplicacion depende de la disponibilidad de
un disolvente, en el cual, debido a su polaridad y su temperatura de congelacion, se tenga la
certeza de que alguno de los tautdmeros se encuentra aislado. Los disolventes mas
utilizados debido a su disponibilidad y bajo punto de congelacion son: etanol-dg (159.05
K), metanol-d; (175.35 K), tolueno-dg (178.15 K), acetona-ds (179 K), cloroformo-d
(209.65 K), entre otros. Asi mismo, asegurar que la escala de tiempo de interconversion
tautomérica se ha reducido lo suficiente, (para realizar la asignacién no ambigua de los
desplazamientos quimicos) mediante un experimento RMN a bajas temperaturas, no es una
tarea sencilla, ya que inicialmente no se conocen los desplazamientos quimicos si no de la
mezcla, y generalmente es necesario realizar una gran cantidad de experimentos

modificando tanto la polaridad como la temperatura del sistema. [31].
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1.3.2 Determinacion de las micro-constantes de acidez mediante el Método deductivo.

Este método consiste en medir la constante de acidez de un derivado del compuesto
problema, el cual tiene al resto de los sitios reactivos de la molécula sustituidos con algdn
grupo funcional no reactivo, generalmente un grupo metilo. El valor de la constante de este
derivado, se considera equivalente a la micro-constante del compuesto problema. Con este
valor y determinando las constantes macroscopicas, es posible revelar el resto de las micro-
constantes. Por ejemplo, para el caso de la figura 1.2, una vez determinado el valor de la
micro-constante K,22 mediante el método deductivo (lo cual implicaria metilar al
Nitrogeno N1°), asi como el de la macro-constante K,2, es posible determinar el valor de
Ka21 mediante la ecuacion 1.2. Posteriormente, K 21 y K, 22 revelan K, mediante la
ecuacion 1.3. Determinando K,1 y resolviendo para K,12 utilizando las ecuaciones 1.3 y
1.5, es posible conocer tanto K;12 como K,11, por lo que el conjunto de micro-constantes
queda determinado. La principal desventaja de este método es que no es facil establecer el
error inherente en el valor de la micro-constante del compuesto problema debido al efecto
del sustituyente, por lo que generalmente este error no se determina y el éxito del método
radica en que el efecto del sustituyente sea despreciable [24,30].

1.3.3 Determinacion espectrofotométrica de la constante de tautomerizacién manipulando

la polaridad del medio.

Este método trata de aprovechar la diferencia en la polaridad de los tautomeros
involucrados en el equilibrio, para separarlos manipulando la polaridad del medio. En
primera instancia, se toma el espectro UV-visible del compuesto, en mezclas de proporcién
variable de agua y algun disolvente organico. Posteriormente, extrapolando a concentracion
cero de disolvente organico, la constante de tautomerizacion en agua puede ser
determinada. Sin embargo, no hay garantia de que el coeficiente de absortividad molar de
un tautomero en particular, medido en algin disolvente organico, sea el mismo
(permanezca constante) que en agua o en las mezclas de disolventes, ya que generalmente,
el cambio de polaridad se traduce en un desplazamiento del méximo de absorcion hacia el

rojo si la transicion es de tipo #-7*, 0 hacia el azul si la transicion es de tipo n-z* [32].
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Adicionalmente, para poder aplicar este método se requiere una longitud de onda apropiada
a la cual exista una diferencia suficiente entre los coeficientes de absortividad molar de los
tautdbmeros. Asi mismo, no es posible garantizar una relacion lineal entre la proporcion

tautomerica y la cantidad de disolvente organico [24,30].

Las implicaciones inherentes a cada una de las técnicas mencionadas para la determinacion
de la constante de tautomerizacion limitan su aplicabilidad e incluso su confiabilidad, por lo

que su aplicacion requiere de extremo cuidado.

1.4 Estudios previos de las macro y micro constantes de los oxicams.

En la literatura pueden encontrarse varios reportes de las constantes macroscépicas de los 5
oxicams estudiados, utilizando diferentes técnicas como la espectrofotometria UV-Visible y
Electroforesis Capilar de Zona (ECZ) [33,34,35]. En la Tabla 1.1 se muestran estos valores.
Puede observarse que para algunas de estas constantes, existen diferencias notables entre
los valores reportados; por ejemplo, en el pK;1 del piroxicam (0.26) y tenoxicam (0.27), asi
como para el pKs2 de lornoxicam (0.46); dichas diferencias han sido atribuidas a las
distintas condiciones impuestas en los diferentes estudios.
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Tabla 1.1 Valores de las constantes macroscopicas de acidez de los 5 oxicams considerados,

reportados por varios autores en agua.

pKal pKa2 Técnica  Condiciones relevantes  Ref.
------ 3.93 UV-vis Temperatura impuesta (33]

Isoxicam de 25 °C, 1.5x10™M

------ 3.80(0.07)  UV-vis 1.5x10% M

5% (v/v) de acetona [34]
1.86 5.46 UV-vis Temperatura impuesta [33]

Piroxicam de 25 °C, 1.5x10*M
2.12 5.31 (0.03) ECZ 5% (v/v) de acetona [34]

1.5x10% M

----- 4.08 UV-vis Temperatura impuesta [33]

de 25 °C, 1.5x10™*M
Meloxicam 1.09 4.18 UV-vis 2.4x10° M [35]
----- 4.17 (0.11) ECZ 1.5x102 M [34]

5% (v/v) de acetona
1.07 5.34 UV-vis Temperatura impuesta [33]

Tenoxicam de 25 °C, 1.5x10™M
1.34(0.07)  5.26 (0.03)  UV-vis 1.5x10* M [34]
0.85 (0.06) 5.59 UV-vis Temperatura impuesta [33]

Lornoxicam de 25 °C, 1.5x10™*M
0.86 (0.11)  5.13 (0.03) ECZ 1.5x102 M 3

5% (v/v) de acetona

Entre paréntesis se muestran los valores de desviacion estandar

En la Tabla 1.2 se muestran los valores reportados para las micro constantes de algunos de
estos oxicams. Para calcular las micro constantes de acidez del piroxicam, Tackacs-Novak

et al. [24] prepararon el derivado o-metil piroxicam (el cual se encuentra metilado en el
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oxigeno O17 de la estructura del piroxicam, formando un grupo éter) y determinaron el
valor de 2.72 para el Unico pK, que presenta dicho derivado (correspondiente a la
desprotonacion del nitrégeno piridil, figura 1.4). Asumiendo que el efecto de la metilacion
en el derivado sobre el equilibrio acido-base K,12 del piroxicam (figura 1.2) es
despreciable, ellos asignaron el valor de 2.72 al pK, asociado a dicho equilibrio (del
piroxicam). Con este valor para el pK,12, mediante la determinacion de la macro constante
Kaly el empleo de la ecuacion 1.3, obtuvieron la constante de acidez K,11 de piroxicam,

para posteriormente revelar su constante de tautomerizacion K, utilizando la ecuacion 1.5.

Ci Q) (i
N A
VY e Y Y Y
/N\ H H /N\ H
O//\\o O//\\O

Figura 1.4. Equilibrio 4cido-base del o-metilpiroxicam, un derivado del piroxicam.

En otro estudio Tsai et al. [33] sugieren que tanto meloxicam como isoxicam poseen sélo
un equilibrio de disociacién (ver figura 1.3). Dado que el valor de pK, que ellos determinan
para isoxicam (3.93) es muy similar al de meloxicam (4.18), ellos sugieren que el micro-
equilibrio K,22 de piroxicam debe ser muy similar al de isoxicam y meloxicam (entre 4.18
y 3.93). De hecho ellos le asignaron un valor de 4.0 al pK,22 de piroxicam. Sin embargo,
no dan alguna explicacion adicional que apoye esta suposicion, la cual es bastante
discutible, especialmente debido a que otros autores han sugerido un segundo equilibrio
acido-base para meloxicam [35].

Para determinar los valores de las micro constantes de tenoxicam y lornoxicam Tsai et al.
[33] consideraron que la diferencia pK;22-pK,11 calculada para piroxicam, es la misma
tanto en tenoxicam como en lornoxicam (tanto el equilibrio K;11 como el K;22 implican la
desprotonacion del oxigeno enol O17 de estos farmacos, figura 1.2). Sin embargo, ellos no
aportan evidencias o explicacion que apoye esta suposicion. Mediante este analisis, con las
constantes macroscopicas K;11 y K,22, asi como con las ecuaciones 1.3, 1.4 y 1.5, los

autores estimaron el resto de las micro-constantes de tenoxicam y lornoxicam.
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Para revelar el conjunto de micro-constantes de tenoxicam, Kdéczian y su grupo de
investigacion [36] prepararon varios derivados de este farmaco, los cuales se encontraban
sustituidos en el nitrégeno piridil, o poseian otro grupo funcional (distinto al piridil) en el
anillo periférico derecho de la estructura de tenoxicam. Midiendo el pK, de estos derivados,
estudiaron el efecto del sustituyente en la constante de acidez del oxigeno endlico (017),
con la finalidad de encontrar el derivado que mejor mimetizara al anillo piridil original,
presente en la estructura de tenoxicam, pero que no contenga un sitio acido-base reactivo
que interfiriera con la determinacion de la constante de acidez del grupo enol.
Determinando dicha constante y utilizando las ecuaciones 1.3, 1.4 y 1.5, los autores
dedujeron el resto de las micro-constantes para este farmaco.

Tabla 1.2 Valores reportados de las micro constantes de los 5 oxicams bajo estudio.

pKall pK;12 pKa21 pKa22 logK; Ref
. 1.929 2.729 5.40% 4.609 0.8? [24]
Piroxicam

1.88" 3.32" 5.44") 4.00" 1.44" [33]
Tenoxicam 1.07" 3.24" 5.34" 3.17% 2.17% [33]

1.09% 3.709 5.32° 2.719 1.629 [36]
Lornoxicam  0.85” 3.49" 5.59" 2.95” 2.64" [33]

No encontramos valores reportados para las micro-constantes K,11, K12, K21, K22 y K,
de meloxicam, dado que se ha sugerido que meloxicam, al igual que isoxicam, presenta
solo un equilibrio acido base (Figura 1.3). No obstante, Luger et al. [35] sugiere que
meloxicam si presenta las 4 micro-especies mostradas en la Figura 1.2, aunque no reporta el
valor de sus micro-constantes. Hasta donde sabemos, la controversia respecto al nimero de
especies y micro-equilibrios quimicos que presenta el meloxicam es un tema de discusion

actual.

Asi mismo, pueden observarse diferencias notables en los valores reportados para las

micro-constantes de piroxicam y tenoxicam, especialmente para el pK,12, el pK,22 vy el
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logK, de piroxicam (con una diferencia de 0.6 en los tres casos) y para el pK,12 (0.46), el
pKa22 (0.46) y el logK; (0.55) de tenoxicam.

La falta de datos y la discrepancia en algunos de los valores, tanto de las micro como de las
macro-constantes de los oxicams en estudio, no ha permitido una caracterizacion completa
de los equilibrios quimicos en solucién de esta familia de farmacos. Esto se debe
principalmente a las dificultades inherentes en los metodos disponibles para la
determinacion de las constantes microscopicas. En este contexto, la quimica teorica
constituye una alternativa viable en el calculo de las micro-constantes debido a que con esta
herramienta es posible obtener energias libres de disociacién en solucion con un buen nivel
de precision para un gran nimero de sistemas [37, 38, 39], pero ademéas debido a que
mediante los protocolos de la quimica tedrica es posible calcular propiedades moleculares
(cuya determinacion experimental es complicada), las cuales son necesarias para calcular el
valor de las micro-constantes. En la presente tesis de doctorado explotamos estas dos
posibilidades con la finalidad de caracterizar totalmente a los micro y macro equilibrios en
solucién que presenta la familia de los oxicams. En primera instancia utilizamos las
energias de transicion electronica obtenidas a partir de la Teoria de Funcionales de la
Densidad Dependiente del Tiempo (TD-DFT, por sus siglas en ingles), como la propiedad
molecular con la cual identificamos el nimero y tipo de micro-especies que presenta cada
oxicam (especiacion) [40]. A continuacion, realizamos célculos termoquimicos a primeros
principios para obtener las energias libres de desprotonacion asociadas a los micro-
equilibrios acido-base mostrados en la figura 1.2, para posteriormente, apoyandonos en
ciclos termodinamicos, obtener los valores de las micro y macro constantes de acidez en
solucion [41]. Finalmente, utilizamos los desplazamientos quimicos de Resonancia
Magnética Nuclear obtenidos a partir de métodos tedricos, combinados con
determinaciones experimentales, para determinar la constante de tautomerizacion del

farmaco tenoxicam, mediante un andlisis estadistico multivariable [42].
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CAPITULO 2

“Fundamentos tedricos de los métodos de la quimica

cuantica”
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En este capitulo presentamos los fundamentos tedricos de los métodos de la quimica tedrica
utilizados en el célculo de las propiedades de estructura electronica, empleadas para la
identificacion de cada una de las micro-especies de los 5 oxicams estudiados, asi como en
la determinacion de los valores de sus micro y macro constantes asociadas. A modo de
introduccién abordamos aspectos generales de la teoria cuantica, asi como del método
Hartree-Fock para posteriormente abordar la Teoria de Funcionales de la Densidad, cuyo

formalismo fue ampliamente utilizado en la presente tesis.

2.1 La Mecénica Cuantica

La mecénica cuantica surgi6 debido a la necesidad de formular una nueva teoria que lograra
explicar los fendmenos observados a nivel atdbmico, que no podian explicarse mediante los
principios en los que se estructura la mecanica clasica. Ejemplos de estos fendmenos son la
naturaleza discreta de la energia, la dualidad onda-materia y la incertidumbre entre
posicion y momento. Una contribucién muy importante para la fusién definitiva que
cuantifica estas ideas, fue realizada por el cientifico austro-hingaro Erwin Schrddinger
mediante la ecuacién de onda de los cuerpos, en la cual se encuentra la informacion
asociada tanto al comportamiento ondulatorio de las particulas, como a la probabilidad
relacionada a su ubicacion dentro de cierto elemento de volumen. En la derivacion
independiente del tiempo de esta ecuacion de onda, el formalismo cuantico se convierte en
un problema de valores propios. Esta formulacion es aplicable para sistemas con
potenciales no evolutivos en el tiempo, por tanto, es aplicable para &omos y moléculas en
ausencia de campos electromagnéticos externos y se le conoce como ecuacion de

Schrddinger independiente del tiempo [43]:
H(X, X, ... X, )‘P(Xl, Xy Xy )= E‘P(Xl, Xy X)) (2.1.1)

donde la funcién de onda W es dependiente de las 3 coordenadas espaciales mas la de

espin (coordenada X ) de las N particulas en el a&tomo o en la molécula y E es la energia

del sistema. El operador Hamiltoniano (H ), actuando sobre la funcién de onda W esta

dado por la siguiente expresion:
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HW(X, X, s Xy )= = EVE(X X, o X )FV(X L X, 0 Xy ) (212)

El primer término de la derecha en la ecuacion 2.1.2 corresponde al operador de la energia
cinética de las particulas del sistema mecanico-cuantico, mientras que el segundo término
es el operador de la energia de interaccion electrostatica entre todas las particulas del
sistema. La funcion de onda W solucion de 2.1.1 es la funcion propia del operador
Hamiltoniano (H ) y E el correspondiente valor propio. Sin embargo, no cualquier funcién
de onda es aceptable como solucion de la ecuacion 2.1.1 Tanto ¥ como sus primeras
derivadas deben de ser continuas, ¥ debe ser cuadraticamente integrable (la integral del
cuadrado de la funcion de onda sobre todo el espacio debe existir), normalizada (la integral
de su moédulo al cuadrado sobre todo el espacio y la coordenada de espin es igual a uno) y
debe de cumplir con las condiciones de frontera del sistema en estudio. Estas funciones son

denominadas “bien comportadas”.

2.1.1 La ecuacion de Schrodinger para muchos cuerpos interactuantes

La funcion de onda para sistemas multielectronicos y moleculares puede, en principio,
obtenerse resolviendo la ecuacion de Schrodinger, formulando los operadores adecuados
para la n-ésima particula del sistema. Por tanto, el Hamiltoniano para moléculas se expresa

de la siguiente forma:

hZ
- 2m, <

eZ
2.2
ii>j i

TSvieyy

2mi i a p>a 'a-p

H = \

a

Z.Z, Z.e
Mo e

2.2,
(2.1.3)

donde Z representa la carga nuclear, los subindices o y B denotan a los nacleos, mientras i y
Jj denotan a los electrones del sistema molecular. Los primeros dos términos de la derecha
corresponden a la energia cinética de los nucleos y la energia cinética de los electrones
respectivamente, mientras que los Gltimos tres términos corresponden a las interacciones

nacleo-nucleo, nucleo-electrén y electrén-electron, en ese orden.
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Debido a la enorme complejidad que representa encontrar una solucién a la ecuacion 2.1.2,

es necesario recurrir a aproximaciones que simplifiquen su tratamiento.

En primera instancia, al ser la masa del nucleo mucho mayor que la de los electrones, su
velocidad es correspondientemente pequefia, por lo que a cada configuracion nuclear le
corresponden varios cambios de configuracién de electrones. Bajo esta consideracion, un
nacleo (fijo) experimenta una nube de carga electrénica, y una configuracion nuclear
particular posee una distribucion de todas las posibles configuraciones de los electrones.
Debido a lo anterior, es posible desacoplar los grados de libertad electrénicos de los
nucleares. Por tanto, una vez que se ha determinado la posicion de cada uno de los nucleos
en la molécula, la distribucion electronica esta determinada s6lo por los grados de libertad
de los electrones. En estos términos, los grados de libertad electrénicos se encuentran
desacoplados de los grados de libertad de los nucleos, por lo que es posible formular un
Hamiltoniano dependiente solo de las coordenadas electrénicas, denominado Hamiltoniano
electronico. Dicho Hamiltoniano no contempla la contribucién de la energia cinética
nuclear, mientras que la interaccion electrostatica nicleo-ndcleo se mantiene constante. Asi
mismo, dado que cualquier constante presente en un operador es aditiva a sus valores
propios, la dependencia de la funcion de onda respecto a la configuracion nuclear es

paramétrica [43]:

h? Ze e’
foe=m 2V 7220 P2y

ii>j liej

I_’leleclPelec = Eelec\Pelec (2-1-4)

mientras que a su funcion propia ¥,y a su energia propia asociada E, . son denominadas

elec
funcién y energia electronicas respectivamente. Al desacoplamiento de los grados de
libertad nucleares de los electronicos, mediante la consideracion de nucleos fijos, se le

conoce como aproximacion de Born-Oppenhaimer [43].
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2.2 Soluciones aproximadas al problema de muchos cuerpos.

Pese a la enorme simplificacion que implica la aproximacion de Born-Oppenheimer, los
sistemas multielectronicos en general no poseen solucién analitica. Esto se debe a que el
operador (1/ri;) del Hamiltoniano (2.1.4) hace insoluble de forma exacta a la ecuacion de
Schrddinger 2.1.2 (no permite la separacion de variables). Este operador contiene los
términos asociados a los acoplamientos electron-electron (términos que corresponden a la

parte insoluble del problema de muchos cuerpos interactuantes).

2.2.1 El principio variacional de la mecénica cuéntica

Se han desarrollado diferentes aproximaciones para obtener soluciones a la ecuacion
electronica 2.1.4. El principio variacional de la mecénica cuantica constituye el pilar de la
gran mayoria de los métodos actualmente usados para el calculo de la energia electronica
[43]. El principio variacional establece que la energia obtenida a partir de cualquier funcion
de onda aproximada (funcion de onda de prueba), utilizada para describir al sistema
multielectronico, tiene como cota inferior a la energia obtenida a partir de la funcion de
onda exacta del sistema (energia exacta E;, ecuacion 2.2.1.1). Por tanto, minimizar la
integral variacional 2.2.1.1 utilizando alguna funcion de onda de prueba, garantiza obtener
una mejor aproximacion a la energia electronica exacta. La funcion de onda de prueba debe
ser bien comportada y debe contener algunos parametros, denominados parametros

variacionales, los cuales son modificados en la minimizacion [44].

ch*Hchr > E, (2.2.1.1)

Mediante el principio variacional de la mecénica cuantica es posible obtener buenas
aproximaciones a la energia, no obstante, la minimizacion de la integral variacional 2.2.1.1
se aproxima mas rapidamente al valor exacto de la energia que a la funcion electronica

exacta del sistema [45].

José Marco Antonio Franco Pérez Pagina 27



Estudio teodrico de los equilibrios en solucion de farmacos de la famihia de los Oxicams

2.2.2 El método Hartree-Fock

El método Hartree-Fock corresponde a uno de los primeros modelos de cuasi-particulas (o
teoria de campo medio) desarrollado para obtener una solucion aproximada a la ecuacion
electronica 2.1.4. En lugar de considerar el potencial (ezlri.,-) del Hamiltoniano 2.1.4,
asociado a la interaccion (acoplamiento) electronica, en el método de Hartree tomamos un
potencial efectivo de un cuerpo, de esta forma el problema insoluble de muchos cuerpos
acoplados se resuelve como el problema de varios cuerpos individuales cuya interaccion
esta representada por dicho potencial efectivo y es propio para cada particula del sistema.
En este contexto, se genera un conjunto de Hamiltonianos separables de una particula
(electron) y la funcion de onda del sistema se representa como un producto de las funciones

de onda de los N electrones:

N

A=Y (f 07 )=26

P(X X 5 X )= Ny (X, g, (X, )oonn sy (X ) (2.2.2.2)

donde los G, son los Hamiltonianos de una particula, R es un operador monoelectronico

que contiene a todos los términos dependientes de las coordenadas de un solo electrén

(energia cinética de los electrones y potenciales electron-ndcleo), v es el potencial

efectivo, 'Y es la funcién de onda de muchos cuerpos y las ¢, son las funciones de onda

individuales de los N cuerpos (funciones monoelectronicas), las cuales dependen de las 3

coordenadas espaciales mas la del espin (X i) de su electron correspondiente.

En similitud con la aproximacion de Born-Oppenhaimer, la idea central de la teoria de
Hartree es tratar el acoplamiento entre particulas, en este caso entre los electrones. En lugar
de considerar la interaccion electron-electron de forma explicita, se asume que cada
electron interacciona con la distribucién de carga del resto de los electrones del sistema.
Primero se obtiene la distribucion de carga digamos del electron uno (mediante su funcion
de onda monoelectronica) y posteriormente se obtiene el potencial (efectivo) de interaccion

de esta distribucion con alguno de los electrones del sistema, digamos el electrén dos:
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P = j%dv1 (2.2.2.3)

donde v¥ es el potencial efectivo de la interaccion, e la carga del electrén dos, ri, la

distancia media entre ambos electrones y ¢, es la funcién monoelectrdnica (orbital) del

electron 1.

Para el caso en donde un electron (i) se mueve en el campo de muchos electrones, su

potencial efectivo es entonces:

N 2
e|g;
v =Y jrijjdvj (2.2.2.4)

j#i
donde la suma corre sobre los N electrones del sistema (excepto el electron en cuestion).

Es importante mencionar que la funcion de onda de muchos cuerpos expresada como un
producto de funciones de un cuerpo del tipo 2.2.2.2, no contiene los grados de libertad de
espin de los electrones. Para obtener funciones de onda dependientes de las coordenadas de
espin de cada electron, es necesario sustituir los orbitales monoelectronicos por espin-
orbitales, los cuales ademas de depender de las coordenadas espaciales, dependen de la
coordenada de espin. Dado que dos particulas no pueden poseer todos sus ndmeros
cuénticos iguales, una funcién de onda expresada como un producto de espin-orbitales de
un cuerpo, debe contener todas las posibles permutaciones por pares (debido a que los
posibles valores propios de espin para los electrones son dos; o y B), considerando que cada
permutacion cambia el signo del producto de funciones (propiedad de antisimetria). En este
sentido, la funcién de onda de muchos cuerpos se expresa como una combinacién de todos
los productos de espin-orbitales, resultantes de todas las permutaciones por pares. Es
posible representar a la combinacion de productos de espin-orbitales mediante un

Determinante de Slater:

>
N
=

Zi(xl) Zj(
K% -y 20 1

Zi(XN) Zj(.XN) Zk(;zN)

>
N
N—
N
=

. —_
N
N—

(2.2.2.5)
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Construir un potencial efectivo mediante una funcion de onda del tipo 2.2.2.5 implica que
los electrones no se mueven de forma independiente en dicho potencial (modelo de
Hartree), sino que deben adoptar solo aquellas configuraciones que satisfagan las

propiedades de antisimetria requeridas.

El método de Hartree-Fock utiliza una funcion de onda expresada como un determinante
de Slater (satisface las condiciones de antisimetria) para construir el potencial efectivo de
una particula, asi como para obtener una aproximacioén a la funcién de onda y energia del

sistema multielectrénico.

En primera instancia se aplica la integral variacional 2.2.1.1 a la ecuacion 2.2.2.5 (ver

referencia [43] para los detalles del desarrollo):

£, = [ Yo Ao = X[ (X (K, ) (X X,

+;Tzfz?(>?m)zi(>?m) [1 71X )z, (X,) dX 0%,

B | st e, @22

m-n

En 2.2.2.6 se observa que la energia Ep tiene una dependencia funcional con los espin-

orbitales de un cuerpo:

Eve =Eie [{Zu }] (2.2.2.7)

Dado que el potencial efectivo se construye a partir de los espin-orbitales de los electrones,
optimizar estos espin-orbitales garantiza obtener el potencial que mejor representa (dentro
del modelo Hartree-Fock) al acoplamiento electrén-electrén. Lo anterior se traduce en una
mejor aproximacién a la funcién de onda y energia electronica del sistema (ya que los
operadores restantes en el Hamiltoniano electrénico coinciden con todos los asociados a un

sistema de electrones libres, es decir sin interaccion). Para optimizar las funciones
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monoelectrénicas (y obtener el mejor potencial efectivo) se minimiza la energia de Hartree-

Fock 2.2.2.76, respecto a los espin-orbitales {, } llamados orbitales de Hartree-Fock.

min E, [{7]] (2.2.2.8)

Puesto que estos orbitales deben de cumplir la condicion de ortonormalidad:
j 7 X,)dr=6, (2.2.2.9)

la minimizacion en 2.2.2.8 esta sujeta a N(N-1)/2 restricciones 2.2.2.9, lo que genera la

misma cantidad de 4; multiplicadores de Lagrange. Para llevar a cabo esta minimizacion,

construimos el siguiente funcional auxiliar:

L[z f]=Eoliz ] 2,1, {JZ X,)dr-5,| (2.2.2.10)

Que constituye el problema variacional de la teoria de Hartree-Fock. La solucion a este

problema es:

airil_, (2.2.2.11)
i

Introduciendo 2.2.2.6 en 2.2.2.10 y derivando de acuerdo a 2.2.2.11 tenemos:

R0 (X0 2002 ), ) | 2 ()

Y [aX dx, (X, ) _0
i N . 1
Bt a2 ) - F a0 0)
(2.2.2.12)
Definiendo al operador coulémbico jj y al de de intercambio KJ- X
. 1
D)= [0y ] 2] )
. 1
R, ()X )= [ 85,210, X,) | 2y ) 22213

José Marco Antonio Franco Pérez Pagina 31



Estudio teodrico de los equilibrios en solucion de farmacos de la famihia de los Oxicams

La ecuacion 2.2.2.12 puede expresarse como:

30t (a1 (0.5 500,000 R )~ 2 21K, <0

(2.2.2.14)

Ya que las {é,zi } son arbitrarias e independientes, a partir de 2.2.2.14 se obtiene que:
LCREEERRICRIFERE S
] 1]
(%408 (R (X )= Yhut(%) (2.2.2.15)

Donde v es el potencial efectivo del modelo Hartree-Fock. Ademés de la interaccion

electrostatica, este potencial contiene un término asociado al intercambio entre electrones

(ver ecuacidn 2.2.2.14), el cual no esté presente en el potencial de Hartree 2.2.2.3.

El término entre corchetes de la ecuacién 2.2.2.15 es conocido como el operador de Fock

f(X ). Empleando esta definicion, la ecuacion 2.2.2.15 se expresa de la siguiente forma:
f(X o )n(Xo)=> 4, 2,(X ) (2.2.2.16)
i

Considerando que los términos 4, ; en 2.2.2.16 son reales, existe una matriz unitaria Unica

U con la cual es posible diagonalizar a la matriz 4, U"AU=E, asi como obtener los orbitales
U y=¢, con los cuales la matriz E es diagonal. Aplicando esta transformacién a la ecuacién
2.2.2.16 tenemos:

fX oo (X o) =e01(X,)

[o (X )F (X o (X BX =, (2.2.2.17)

Los ¢, orbitales corresponden a los orbitales canonicos de Hartree-Fock. Los elementos &;

de la matriz diagonalizada E, corresponden a la energia del i-esimo orbital candnico.
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Sumando sobre todas las energias de los orbitales canonicos y comparando con 2.2.2.5, la

energia de una funcion de onda electrénica es:
1
EHF = Zgi - EZZI{@l (X m)[‘jj (X m)_ Kj (X m)}pi (X m)}dX m (22218)
i i j

El conjunto de las i ecuaciones 2.2.2.17 se encuentran fuertemente acopladas y se

resuelven mediante el método iterativo del Campo Autoconsistente (SCF por sus siglas en

ingles).
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2.2.3 La Teoria de Funcionales de la Densidad (TFD)

Al igual que la Teoria de Hartree-Fock, la Teoria de Funcionales de la Densidad
corresponde a un modelo de cuasi-particulas que estudia de forma colectiva el
comportamiento de muchos cuerpos. Sin embargo, a diferencia del método de Hartree-
Fock, el potencial efectivo en la TFD es Unico para todas las particulas del sistema y no
especifico para cada una de ellas. La TFD nos permite remplazar a la complicada funcién
de onda dependiente de las coordenadas de cada uno de los electrones, por la mucho méas
sencilla densidad electrénica, que es dependiente solo de las tres coordenadas espaciales. Es
posible obtener la energia electrénica utilizando a la densidad (electronica), ya que ésta
determina directamente el nimero de electrones asi como el potencial generado por la
interaccion de los electrones con los nucleos del sistema (potencial externo) y éstos son
suficientes tanto para formular el Hamiltoniano molecular, asi como para conocer la
funcién de onda y todas las propiedades del sistema. El pilar de la TFD esta constituido por

los teoremas de Hohenberg y Kohn [46]:

Primer teorema de la TFD: El potencial externo v(r) (término asociado a la interaccién de
los electrones con los nlcleos) esta determinado univocamente por la densidad electrénica
(més una constante aditiva trivial). Por lo tanto, la densidad electronica determina la

funcién de onda y todas las propiedades del sistema.

Segundo teorema de la TFD: La densidad electronica de un estado fundamental no
degenerado puede ser calculada en principio, de forma exacta, determinando aquella

densidad que minimiza el funcional de la energia del estado fundamental.

El segundo teorema nos proporciona el principio variacional para la TFD, el cual requiere
de una expresion del funcional de la energia del estado fundamental. Para establecer dicho

funcional, es conveniente trabajar con la matriz de densidad reducida de primer orden

P ) =N W%, XXy YK XX 50X )X X .., X DS,

(2.2.3.1)

La diagonal o(r,) de dicha matriz nos proporciona la probabilidad de encontrar a un

electrén con espin a (N=N,) o con espin B (N=Ng) en la region entre x; y x;+dx;
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independiente de la localizacion de los demaés electrones y de su valor de espin. De igual
forma debemos establecer la matriz de densidad reducida de segundo orden:

y(r,rr,r,)= N(’\;_l)J“P(xl,xz,..xN Y (X, X, , .. Xy )dX,dX, ....dx, ds,ds , ds,ds ,
(2.2.3.2)

cuya diagonal p(r,,r,) nos da la probabilidad de encontrar a un electrén en la region entre

X1 Y X1+dx y a otro en la regidn entre x, y xo+dx, por pares de electrones a a, a /3, B B, 3 .

Las trazas (suma de los elementos diagonales) de las dos matrices nos proporcionan el
namero total de electrones y el numero total de pares de electrones respectivamente. La
matriz de densidad reducida de segundo orden puede interpretarse como una probabilidad
condicional, la de encontrar un electron entre X, y Xxo+dx, cuando ya se ha encontrado a

otro electrdn entre x; y X;+dx;. Por tanto puede expresarse mediante:

P )= p(E)P(5 )+ P8 (TR T, )

(2.2.3.3)
El primer término de la derecha corresponde a la probabilidad si ambos eventos (los de
encontrar a los dos electrones) fueran independientes, mientras que el segundo corresponde
a la probabilidad condicional de un evento respecto al otro (la probabilidad de encontrar a
un electron en cualquier otro lugar del espacio a excepcién del lugar ya ocupado por el otro
electron). El factor de %2 corresponde al promedio en el nimero de eventos (2 electrones).
Por tanto, la funcién I'(r,,r,) es la que correlaciona ambos eventos y es conocida como
funcion de correlacion de pares (electronicos). El producto po(r,,)(r,,r,) nos indica la

region de exclusién del electron uno debida a la presencia del electron dos: Este término es

conocido como hueco de intercambio y correlacion:

Pre (1,1, ) = p(1r, )I(1, 1) (2.2.3.4)

El hueco de intercambio y correlacién describe precisamente la region alrededor del
electron en la que la presencia de otro esta excluida en cierto grado. Para el nivel HF por
ejemplo, el hueco p* = 0, debido a que el hueco de coulomb (interaccion de dos electrones

José Marco Antonio Franco Pérez Pagina 35



Estudio teodrico de los equilibrios en solucion de farmacos de la famihia de los Oxicams

con diferente espin) es nulo en esta teoria, mientras que el hueco p“ si esta descrito
adecuadamente debido a que las propiedades de antisimetria se satisfacen mediante una

funcién de onda expresada como un determinante de Slater.

Con la aproximacion Born-Oppenheimer, para una configuracion dada de nucleos, el valor

esperado del Hamiltoniano molecular es:

(¥H[¥)= Z<‘P\T\‘1’>+ZZ<‘P\7\‘P>+ZZ<‘P\—\‘P> (2.2.35)

i jei

Las integrales monoelectronicas pueden expresarse en términos de la matriz de densidad
reducida de primer orden, mientras que las integrales bielectronicas se relacionan con la

matriz de densidad reducida de segundo orden de acuerdo con las siguientes expresiones:
<\P ‘61‘ lP>: Iel( Ly )e(r,r dn

(Y[G,|¥) ”G (r,r,)p(r,r,)drdr,

(2.2.3.6)

Utilizando 2.2.3.4 y 2.2.3.6 se obtiene la siguiente expresion para el funcional de la energia:

E[p]= (=192 +v,)p(r,.1;, )dr, + 1 ”p( )'O(r)drdr

1, ),dr,

+1 [l )drlj")m(r s (2.2.3.7)

donde v(r,) es el funcional correspondiente a la interaccion de los nicleos con los

electrones (cominmente llamado potencial externo). Definiendo

r,r, ),dr
V, %J‘pxc(l > ), dr, (2.2.38)

U

el funcional de la energia se expresa como:
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=—1[VZp(r, ' )dr + | v(r)p(r )dr+4 —'O( )'O(rZ)drdr
Elp]==119:p(n.1 )dn + [v(r)p(r )dr+ £ [

+1 j j (1, \V, dr.dr, (2.2.3.9)

Para dicho funcional, la expresion exacta tanto de la energia cinética (primer término de la

derecha), como del término Vy; no son conocidas.

Si definimos al funcional universal de Hohenberg y Kohn F, [p] como:
Fclol= =2 [92000 5 )dn + 3 [ PP g 2] o v ar
h-n

Fuclol=TloL+ ol 5[ [ o Mot (2.2.3.10)
El funcional de la energia puede expresarse:
Elp]=Fuc [o]+ [v(r)p(r, )dr, (2.2.3.11)

De acuerdo con el segundo teorema de la TFD, la densidad de este funcional se obtiene

mediante la siguiente minimizacion:
Eo[p]=min, . (Fuc[o]+ [v(r)p(r )dr, (2.23.12)

bajo la restriccién (la densidad electrdnica es definida positiva y su integral sobre todo el

espacio es igual al nimero de electrones);

Jotrydr=n (2.2.3.13)
Para dicha minimizacion, construimos el siguiente funcional auxiliar:
Lp]= Eo[P]—ﬂU,O( r)dr— NJ (2.2.3.14)

Con p como el multiplicador de Lagrange asociado a la condicion de minimizacion

2.2.3.13. La condicion de minimo en 2.2.3.14 se cumple con:
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ol _,

op (2.2.3.15)

La solucidn a este problema variacional es [46]:

_L[p]zu(r)+a:HK[p]

H () op(r) (2.2.3.16)

Donde « es conocido como el potencial quimico electrénico. Si se conociera el funcional
Fox [p] (lo que implicaria conocer una expresion exacta para la energia cinética y para las

interacciones electrén-electrén) dicha minimizacion nos proporcionaria la densidad exacta
del estado fundamental. La ecuacion 2.2.3.16 es la ecuacion de trabajo bésica en la teoria

de funcionales de la densidad, tal y como veremos en el método Kohn-Sham.

2.2.3.1 El método de Kohn-Sham

Este método tiene como objetivo realizar la busqueda variacional del minimo de E/p/ en el
espacio de orbitales de un cuerpo. En primera instancia, se considera un sistema de N
electrones no interactutantes entre si, pero que si interacttan con los nicleos presentes en el
sistema. Por tanto, la energia cinética de este sistema puede calcularse de forma exacta
utilizando una densidad electrénica obtenida a partir de una funcion de onda expresada
como un determinante de Slater. Bajo estas condiciones, la energia cinética exacta puede

obtenerse mediante [47,46]:

18,
T, [P]=I‘Pos {—zzvi }Posdf (2.2.3.17)

La idea principal en Kohn-Sham es establecer el problema de interés (aquel que si

contempla la interaccién electron-electron) de tal forma que la Ts[p] en 2.2.3.17 sea un

componente de su energia cinética exacta T[p] Bajo esta consideracion, el funcional

universal 2.2.3.10 tiene la siguiente expresion:

Feslp]=T.[o]+AT[p]+ AV, [p]+[p] (2.2.3.18)
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con

AT[p]=T|p]-T.[o]

AV, [p]=V..[o]-1[] ”(:1)_”r(rZ)dr1dr2 (2.2.3.19)

=V, p]-J[p]

donde V,, [p] es el funcional exacto de la interaccion electron-electron. Especificando a la

energia de intercambio y correlacion como:

E.[p]=AT[p]+av,[o] (2.2.3.20)
definimos al funcional universal de Kohn-Sham:

Feslpl=T.[p]+3lol+ Eclp] (2.2.3.21)

para obtener el funcional de la energia:

E, = Fus[]+ [v(r)p(r, )dr,

(2.2.3.22)
cuyo problema variacional es:
Eo=min,_, <FKS [p]+ _[V( r)e(r )dr1> (2.2.3.23)
donde se ha usado 2.2.3.12. Aprovechando la solucién 2.2.3.16 obtenemos:
pEL 1y, Fl
€
p(r) op(r) (2.2.3.24)
El potencial efectivo de Kohn-Sham o, (r)tiene la siguiente expresion [47]:
oE
e () =u(r) Do), Eelr]
ap(r) op(r) (2.2.3.25)

Definiendo al potencial de intercambio y correlacion como:
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E.lp]
ap(r) (2.2.3.26)

UXC(r):

El potencial efectivo de Kohn-Sham se escribe de la siguiente manera:

v (r)= u(r)+j/;(_r'r') dr'+v,.(r) (2.2.3.27)

Este potencial es unico y todos los electrones del sistema lo experimentan. Por tanto, dado
un potencial efectivo, debemos encontrar aquella densidad que satisface a la ecuacion
2.2.3.24.

Sin embargo, como se ha mencionado, tomar un sistema de referencia del tipo 2.2.3.17
tiene como objetivo realizar la bdsqueda variacional del minimo de E/p/ (de forma
equivalente) en el espacio de orbitales de un cuerpo. En este sentido el funcional de la

energl'a Se expresa como:

Elpl=T.[p]+ o]+ Eclpl+ [v(r)a(r )an

elol= 33 (%) - 1398 %)%, 0ol B fotraptoe
(2.2.3.28)

Y la densidad electrénica es:

7 (X,)

p(r)=ZZs‘,

(2.2.3.29)

Entonces, la mejor densidad electronica sera aquella cuyos orbitales minimicen el funcional
de la energia 2.2.3.28. Dichos orbitales deben de cumplir la restriccion 2.2.28. El problema

variacional bajo estas circunstancias es:

Q[Zi(xm)]: Eo[p]_;‘gi,j{[%*(xm)lj(xm) dT}
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(%),

oY

(2.2.3.30)

Obteniéndose asi [47]:

{_ ;VZ + 0 (T )}Zi(xm)z >eaz(Xn)
5 (2.2.3.31)

Donde v%° (') corresponde al potencial efectivo de la ecuacion 2.2.3.27.

Es posible aplicar una transformacion unitaria a la ecuacion 2.2.3.31, para obtener la

energia de los orbitales candnicos de Kohn Sham:
vt p (X)) = a0 (X )
2 ef Pi\A )= &P\ A (2.2.3.32)

Finalmente, la energia total del sistema se obtiene mediante:

1pp(r)p(r,)
Exs = Zgi _Ejf#dndrz +Ey [p]_J.chp( r)dr
i h—=r (2.2.3.33)
La ecuacion 2.2.3.33, aun contiene un término desconocido: el potencial de intercambio y
correlacion vy.. La forma exacta de dicho potencial es desconocida y constituye el principal
tema de estudio de la TFD moderna. Actualmente, existen varias aproximaciones para

dicho término. Enseguida, se explican algunas de ellas.

2.2.3.2 Aproximaciones locales al potencial de intercambio y correlacion, el método LDA.

En esta aproximacion se parte de la suposicion de que la energia de intercambio y
correlacion depende Unicamente del valor de la densidad electrénica en cada punto del
espacio, a lo que se le denomina localidad. La energia de intercambio y correlacion esta
dada por [46]:

Ex> = [ p(1)E,(p)dr (2.2.3.34)
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La contribucion de la correlacion e intercambio suele tratarse por separado. Para la

contribucidn al intercambio se tiene que:

LDA 3(3 1/2( )1/3

mientras que la energia de correlacion es [46]:

2 J—
EXWN[p]:A{In X Bt DX, {Inx %  2b+2%) 00 Q }}

X(x) Q 2x+b  X(%,)|  X(x) Q 2%+
(2.2.3.36)
Donde x,, by c son parametros, y
X(x)=x*>+bx+c
Q=(4c-b*)"* (2.2.3.37)
X=pl/2

Entonces al sustituir ambas contribuciones a la energia en la ecuacion 2.2.3.34 y derivando

(derivada funcional [46]) a cada uno de los términos de la suma E>* =E-™* + EY"™ se

llega a:

1/3
Vie = —KB jp(r)} +V I (2.2.3.38)
T

VVWN

donde es el potencial de correlacion.

2.2.3.3 Aproximaciones semi-locales al potencial de intercambio y correlacion, el método
GGA.

En la Aproximacion de Gradientes Generalizados (GGA por sus siglas en ingles), la
localidad de la energia de correlacion e intercambio antes supuesta, se pretende corregir
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mediante la introduccién de gradientes que permitan la variacién de la Ey con la posicion
alrededor de la localidad sugerida por LDA, de tal forma que la Ex. en vez de depender de
la densidad electronica en cada punto, depende de dicha densidad alrededor de este punto.

La Ex. GGA se expresa como:
ES%A = j f[p(r),Vp(r)]dr (2.2.3.39)

donde fes una funcion de la densidad electrdnica y de su gradiente. Al igual que en LDA

la correlacion y el intercambio son tratados de forma separada:
Eet = EZN +EZ (2.2.3.40)

Se ha observado que el término de intercambio LDA suele subestimar a la energia en un
15%. Para la energia de intercambio GGA, Becke propuso adicionar un término de

correccion a la Ey LDA:

ESCA — ELPA 4 glotbA (2.2.3.41)
con
NoLDA 1/3 £ NoLDA — ‘Vp‘
EN = [ p P A 00dr X = (2.2.3.42)
donde f """ es una funcién que debe corregir el comportamiento asintético exacto para la

energia de correlacion. Para la Ex Becke obtuvo la energia de intercambio:

E;C=E ™ -b ) .[(p”)4/3x§[1+ 6bx, Inx+(x2 +1);}1

o=a,f

(2.2.3.43)

Donde b=0.0042 se obtuvo mediante el ajuste de energias de intercambio Hartree-Fock.
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La energia de correlacion electronica es en general mas dificil de tratar. Uno de los més
conocidos y utilizados es el funcional de correlacion de Lee Yang Parr (LYP) [47].

2.2.3.4 Los funcionales de la densidad PBEO, B3LYP y O3LYP
La expresion del funcional B3LYP [48] es la siguiente:
ESP[p]=A-EL*+(1-A)-EFf +B-EX*® L C.EY® +(1-C)-EM  (2.2.3.44)

A, B y C son parametros cuyos valores son A=0.80, B=0.72 y C=0.81, obtenidos
empiricamente de modo que los resultados ajusten 56 energias de atomizacion, 42

potenciales de ionizacion, 8 afinidades protonicas, y 10 energias atomicas correspondientes
a elementos de la 1 fila (excluyendo a la del Hidrogeno); E.F es la energia de intercambio

exacto.

El funcional PBEO [49] tiene la siguiente expresion:
EFE[p] =A-EXF +(1- A)-EF*® +EX* (2.2.3.45)

Donde A es una constante la cual se ha demostrado que tiene un valor igual a % (por lo cual
este funcional se considera hibrido, libre de pardmetros). La energia de intercambio PBE

esta dada por:

2
g = DX (2.2.3.46)
1+ ax

Siendo a 'y b dos constantes cuyos valores son 0.00449 y 0.00336 respectivamente y x esta
dada de acuerdo a la ecuacion 2.2.3.43.

El funcional de intercambio y correlacion O3LYP [50] se expresa de la forma:

EXYP[p] =EX™ + A-EIF +C+0.81-ES™ +0.19- EX (2.2.3.47)

Siendo A un parametro de valor 0.1161; el funcional de intercambio E{™" es:
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E™ [pl=-2[p2? <alcx +a, (w2 [+ ) >dr (2.2.3.48)

Donde a; y a; son pardmetros con valores de 0.9262 y 0.8133 respectivamente; x’ esté

dado por la ecuacion 2.2.3.43y C, =(3/4)6/ z)"°.

2.3 Programas computacionales

Todas las propiedades de estructura electronica de todas las especies de los 5 oxicams
estudiados se calcularon mediante los programas computacionales de quimica tedrica
Gaussian 03® [51] y Gaussian 09® [52]
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CAPITULO 3

“Propiedades UV-visible de los oxicams en solucion;
deteccion de las especies microscopicas de los 5

oxicams”
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Antes de determinar la magnitud de las macro y micro-constantes de los cinco oxicams
estudiados, es necesario determinar el nimero (y tipo) de micro-especies quimicas de cada
farmaco, asi como asociar a cada micro-especie con una estructura de minima energia
(obtenida mediante métodos teoricos). Para este fin, planteamos la posibilidad de
caracterizar a las micro-especies de los oxicams, midiendo los espectros de absorcién UV-
visible en medios con diferentes condiciones de pH y polaridad (ver figura 1.2); y
comparando dichos espectros con las energias de transicion electrénica obtenidas a partir de
la Teoria de Funcionales de la Densidad Dependiente del Tiempo (TD-DFT por sus siglas

en inglés).

Los avances recientes realizados en la TD-DFT, han permitido el tratamiento preciso del
espectro electronico de excitacion de una gran variedad de sistemas [53,54,55,56]. Los
métodos TD-DFT proporcionan resultados de calidad similar que aquellos obtenidos
mediante métodos post Hartree-Fock, los cuales son mas sofisticados y demandantes de
recursos computacionales, especialmente con el funcional PBEO [57,58,59]. Con esta
mejora en el desempefio de la TD-DFT, ha sido posible estudiar el efecto de la
isomerizacién en los espectros de absorcion de varios compuestos, por ejemplo algunos
colorantes organicos, asi como algunos nucledésidos de ARN [60,61]. Por tanto,
consideramos que las transiciones electrénicas obtenidas a partir de la TD-DFT son
adecuadas para asignar de manera no ambigua los espectros de absorcion experimentales de

los oxicams estudiados.

Las propiedades de absorcién UV-visible de algunos oxicams (principalmente piroxicam)
han sido estudiadas por diversos grupos de investigacion. La Tabla 3.1 muestra un resumen

de los resultados reportados en estos estudios. El grupo de Andradre [62] asocié el maximo
de absorcion del espectro UV-Visible del piroxicam en dioxano (4™ = 329 nm) con la

especie enol de este farmaco. Banerjee et al. observaron un comportamiento de absorcién
interesante para piroxicam en soluciones de etanol, al cambiar la concentracion y las

condiciones de pH [63,64]. Aumentando la concentracion de 10 uM a 90 UM, observaron

un efecto hipsocrémico (desplazamiento del maximo de absorcién hacia el azul) desde 4™

=362 nm a A" = 330 nm. La valoracién de la solucién 10 uM con agua acidificada
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produjo también un desplazamiento al azul de igual magnitud. Presuntamente, la especie
anionica del piroxicam presente a bajas concentraciones se neutraliza al incrementar el pH
del medio, favoreciendo la forma neutra. En contraparte, la valoracion de la solucion 90
UM con alcali, provoca un desplazamiento hacia el rojo comparable en magnitud con el

desplazamiento hacia al azul previamente descrito. Asi, el piroxicam neutro, presente a
concentraciones mas altas, es desprotonado por efecto de la adicién del alcali y la A™ =
362 nm es atribuida a la especie anidnica. A pesar de que la banda de absorcion a 330 nm,
observada en la solucién 90 uM, se asemeja a la observada en dioxano por Andrade (A" =

329 nm, asociada a la especie enol), Banerjee la asign6 a la especie neutra global
zwitterion/enol [63,64]. Experimentos similares llevados a cabo en etanol para meloxicam
producen resultados andlogos: la especie anionica se encuentra a bajas concentraciones o en
solucién con alcali, mientras que las especies neutras se encuentran favorecidas a

concentraciones mayores o en solucion acidificada [63].

Asi mismo, las propiedades de absorcién UV-Visible de piroxicam han sido reportadas en
solucion acuosa a diferentes condiciones de pH (Tabla 3.1). A valores bajos de pH,
Andrade et al. [65,66] detectaron un espectro que se asemeja al encontrado en dioxano para
este farmaco. Por tanto, concluyen que el tautomero enol es responsable de dicho espectro.
En la region béasica (pH=10.0), el espectro de absorcién muestra dos bandas principales,
claramente asociadas a la especie aniénica, dado que el valor mas alto de pK, de este
farmaco es menor a 6.0 [34]. En otro estudio realizado por Gil et al. [67], se detecta un
maximo de absorcion UV-Visible en 359 nm a un pH de 3.0. Gil asume que la especie
cationica de piroxicam, en vez de la especie neutra propuesta por Andrade, es la
responsable de esta banda. Es importante mencionar que el valor de pK;1 de piroxicam es
de 1.83, por lo que a pH de 3.0 se espera que la especie neutra ocupe practicamente el total

de la poblacion.

Adicionalmente, Andrade y su grupo de investigacion estudiaron experimentalmente la
dependencia de las propiedades espectrofotométricas UV-Visible de piroxicam con la
polaridad del medio [62], utilizando mezclas dioxano/agua en diferentes proporciones.

Comparando los espectros observados en estos medios con los detectados en los disolventes
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puros, concluyen que el espectro de absorcion de piroxicam depende de la capacidad del
disolvente para formar puentes de hidrogeno. De acuerdo a sus resultados, un conférmero

cerrado de piroxicam (enol-cc, Figura 3.1) es el responsable del espectro de absorcidn
observado en medios apréticos de baja polaridad, como dioxano (A™ = 329 nm). En

contraste, una conformacion abierta del tautdbmero enol (enol-ca, esquema 3.1) puede
asociarse a la banda de absorcion observada en disolventes préticos de media y alta
polaridad. De acuerdo a sus resultados, el espectro de absorcion de la conformacion abierta
tiene un maximo de absorcion de 359 nm con otra sefial intensa en 286 nm (registrado en

las soluciones de dioxano/agua). Es de mencionar que este espectro es muy semejante al
identificado en agua alcalina (A"*=356 nm) para la especie aniénica [66]. Finalmente, en

un estudio espectrofotométrico experimental y bajo el marco de la Teoria de Funcionales de
la Densidad Dependiente del Tiempo, Ferreira de Souza et al. reportaron que la
conformacion cerrada de piroxicam es la responsable de las transiciones electronicas

observadas en medios aproticos de baja polaridad como tetracloruro de carbono [21].

Tabla 3.1. Propiedades espectroscopicas reportadas para las especies de piroxicam a diferentes
condiciones experimentales.

Disolvente  Condiciones relevantes Especie Ao (nm)  Ref.
sugerida p

1,4-dioxano Ninguna Enol-cc 329 [62]

Etanol 90uM o acidificado 10uM  Enol/zwitterion 330 [65]

Etanol 10uM o alcalino 90uM? Anioén 362 [64]
H,O pH=10.0% Anion 356 [63,66]

H.0 pH no impuesto® Enol-oc 359 [63]
H.0O pH =1.8-2.5 Enol-cc 330 [63,66]

H,O pH =3.0 Cation 359 [67]

Una segunda banda a 286 nm también es reportada para estas soluciones

Dadas las inconsistencias arriba mencionadas, es evidente que tanto las propiedades de
absorcion UV-visible, asi como la caracterizacion de las micro-especies del piroxicam son
un tema de discusion abierto, mientras que para el resto de los oxicams, no hemos
encontrado reportes enfocados a la caracterizacion espectrofotométrica de sus micro-

especies. Por tanto, es totalmente indispensable realizar un estudio con el cual sea posible
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revelar el conjunto de especies microscépicas de los oxicams contemplados en estudio, para
posteriormente poder determinar los micro-equilibrios asociados a estas especies. Dicho

estudio es el tema central de este capitulo.

Conformacion Abierta Conformacion Cerrada

Figura 3.1 Estructuras moleculares de los conférmeros abierto y cerrado de la especie enol de
piroxicam

3.1Metodologias
3.1.1 Métodos teoricos.

Para cada micro-especie, la estabilidad conformacional relacionada a las rotaciones
presentes en los enlaces C3-C14 y N16-C2’ (figura 3.2-a), asi como el analisis
conformacional de la silla tiazina (S1-C8, figura 3.2b), se llevé a cabo con el funcional
PBEO [68] y la base 6-31+G(d) [69] en fase gas. Seleccionamos las estructuras de menor
energia para cada especie y confirmamos que correspondieran a un minimo en la superficie
de energia potencial (PES) mediante el andlisis de frecuencias vibracionales. A las
estructuras resultantes las reoptimizamos utilizando el mismo nivel de teoria y el modelo
PCM [70] para simular el medio (la cavidad del soluto se construydé mediante el modelo
Campo de Fuerza Universal, UFF por sus siglas en ingles). Las energias de excitacion

verticales (A2 en nm) de los oxicams estudiados fueron calculadas para cada micro-

especie en la conformacion de minima energia encontrada, usando el funcional PBEQ vy el
conjunto base 6-311++G(d,p), asi como el modelo PCM. Consideramos un total de tres

transiciones para cada célculo. Sélo las energias de excitacion teéricas 22" con la fuerza

eor

del oscilador mas grande se compararon con los maximos de absorcion experimentales

AT Con motivos de comparacion, una metodologia muy similar se llevd a cabo

exp
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utilizando el funcional B3LYP [48]; es decir, se obtuvieron las energias de excitacion al
nivel PCM-B3LYP/6-311++G(d,p)//PCM-B3LYP/ 6-31G+(d,p) para la conformacion de
minima energia encontrada en todos los disolventes para cada micro-especie de los 5

oxicams estudiados. Asi mismo, la energia libre en solucién de las especies neutras

* *

(zwitterion y enol) se calcularon mediante G, =G, +AG,,, donde G;as es la energia

soln solv

libre en fase gas a 298.15K obtenida para las geometrias de minima energia optimizadas en

*

fase gas y AG_, es la energia libre de solvatacion de las especies (calculada como la

solv
diferencia en energia entre un célculo de punto simple en ausencia del dieléctrico y otro en
presencia del dieléctrico), obtenida con el modelo PCM (considerando solo las
contribuciones electrostaticas) al nivel B3LYP/6-31+G(d). Las energias libres en solucion
las utilizamos para obtener la distribucién de Maxwell-Boltzman de las especies neutras en
todos los medios considerados, con la finalidad de apoyar las asignaciones de los maximos
de absorcion de las especies neutras de los oxicams bajo estudio. La distribucion de

Maxwell-Boltzman se realiz6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:

—(G;-Gy)/ kT

c = 3.1)

Ty e

Donde k es la constante de boltzman, T la temperatura, c; es el factor de peso,
correspondiente a la poblacion de la especie y G; es la energia libre la i-esima especie en

cada medio.

a) b)

ol5 1

16 CAS N N> oH
skt WS oy S
34 9 10

Figura 3.2 a) Rotaciones exploradas para las especies microscopicas de los oxicams. b)
conformaciones de la media silla tiazina.

3.1.2 Procedimiento Experimental.

Los espectros de absorcion UV-Visible y las bandas maximas de absorcion (A7:*) de los

cinco oxicams bajo estudio se registraron a las concentraciones 27 uM y 100 uM. Tal y
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como hemos mencionado, es posible manipular los equilibrios microscépicos de los
oxicams, modificando tanto la polaridad como las condiciones de pH del medio. En este
contexto, para contemplar el efecto de la polaridad del medio, preparamos soluciones a las
concentraciones mencionadas en disolventes con diferente valor de constante dieléctrica
(desde muy baja hasta muy alta), como lo son: 1,4-dioxano (e=2.2), etanol (¢=24.9), agua
desionizada (R=18.2 mQ, €=78.4) y formamida (¢=109.6). Para manipular las condiciones
de pH, mezclamos los disolventes puros con soluciones acuosas a pH impuesto, en donde el
disolvente orgénico fue el componente molar principal. Dichas soluciones se prepararon de
acuerdo a la Tabla 3.2, a las dos concentraciones mencionadas. Las mediciones en
soluciones de formamida acidificada se realizaron en menos de un minuto, con tal de evitar
la hidrdlisis de la formamida, de acuerdo a los resultados de Viar et al. [71]. Todos los
espectros de absorcién se registraron en un espectrofotometro UV-Visible Perking-Elmer
Lambda 35. Se realiz6 la correccidn de la linea base con el correspondiente disolvente (o
mezcla de disolventes) antes de medir cada conjunto de espectros. Todos nuestros
experimentos los realizamos a temperatura ambiente, con tres repeticiones en tres dias

distintos y no se observé variaciones en las bandas.

Tabla 3.2. Medios preparados a diferentes pH “s, de los cinco oxicams estudiados.

Medio Relacion molar  pH de la fraccion acuosa
Etanol/ Agua 6:1 2.5
Etanol/ Agua 6:1 10.0

Agua 0.6

Isoxicam, 2.6%
Piroxicam, 3.7
Meloxicam, 2.6 ¥

Agua Tenoxicam, 3.2%
Lornoxicam, 3.0%
Agua 10.0
Formamida/Agua 4:1 0.6
Formamida/Agua 4:1 10.0

% punto isoeléctrico del farmaco
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3.2 Resultados

3.2.1 Evaluacion del protocolo teorico.

Es importante evaluar el desempefio de los funcionales de la densidad seleccionados para
reproducir los maximos de absorcion registrados experimentalmente. Asi mismo, es
necesario disponer de un nivel de teoria adecuado para realizar la asignacion no ambigua de
dichos espectros. El desempeiio global de los niveles de teoria PBEO/6—
311++G(d,p)//PBE0/6-31+G(d) y  B3LYP/6-311++G(d,p)//B3LYP/6-31+G(d) (39
energias de excitacion en total) se presentan en las figuras 3.3 y 3.4 respectivamente. En
general, el desempefio del funcional PBEO es mejor que el de B3LYP. Se observa un buen

acuerdo entre las ™ calculadas con el funcional PBEO (R? = 0.93), mejor que el

exp

observado con B3LYP ((R? = 0.89). La Desviacion Media Absoluta (DMA) y el Error
Medio Absoluto (EMA) obtenidos con el funcional PBEO fueron 4.5 nm y 7.08 nm
respectivamente, mucho menores que los observados para B3LYP (DMA = 13.23 nm,

EMA = 22.85 nm). Las A" obtenidas con ambos funcionales son generalmente mayores
que las Az correspondientes. Asi mismo, el error mas grande de ambos funcionales se

observa para meloxicam en dioxano (~25 nm para PBEO y ~48 nm para B3LYP). En
general las energias de excitacion tedricas son calculadas con una mejor precision para
isoxicam en todos los medios: DMA=3.7 nm y EMA = 4.0 nm para PBEO; DMA=4.43 nm
y EMA = 4.7 nm para B3LYP.

Para el resto de los oxicams, PBEO y B3LYP tienen errores dentro 10 y 25 nm
respectivamente. En todos los disolventes estudiados se observa que los resultados con el
funcional PBEOQ siempre son mas préximos a los experimentales, que los obtenidos con
B3LYP. Debido a estos resultados, recomendamos usar el funcional PBEQ para el célculo
de las energias de excitacion de moléculas con estructura similar a la de los oxicams. Por
tanto, el siguiente analisis de resultados se realizo con base en las energias de excitacion

tedricas calculadas con el funcional PBEO.
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Figura 3.3 Perfil de correlacion entre las longitudes de onda calculadas al nivel de teoria PBEQ/6—
311++G(d,p)//PBEQ/6-31+G(d) con los maximos de absorcion registrados experimentalmente de
todas las micro-especies de los 5 oxicams estudiados.

excit
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400 A
380
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340 A
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Figura 3.4 Perfil de correlacion entre las longitudes de onda calculadas al nivel de teoria
B3LYP/6-311++G(d,p)//B3LYP/6-31+G(d) con los méaximos de absorcion registrados
experimentalmente de todas las micro-especies de los 5 oxicams estudiados.
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Tabla 3.3. Energias libres en solucidn relativas (4G, en kcal/mol) y distribuciones de Maxwell-
Boltzmann (MB) de las especies neutras de todos los oxicams.

Isoxicam Piroxicam Meloxicam  Tenoxicam Lornoxicam

4G MB 4G MB 4G MB AG MB AG MB
Fase Gas

Enol-cc 0.00 100 000 100 0.00 100 0.00 100 0.00 1.00
Enol-ca 14.00 0.00 1445 0.00 13.70 0.00 1445 0.00 14.53 0.00
Zwitterion - --—-- 866 000 811 000 75 0.00 6.67 0.00

1,4-dioxano
Enol-cc 0.00 100 000 100 0.00 100 0.00 1.00 0.00 1.00
Enol-ca 13.25 0.00 13.73 0.00 13.00 0.00 13.93 0.00 14.04 0.00
Zwitterion ---- 455 000 513 000 322 0.00 4.20 0.00

Etanol
Enol-cc 0.00 100 129 010 000 0.60 269 0.01 340 0.00
Enol-ca 851 0.00 892 000 820 0.00 1253 0.00 9.85 0.00
Zwitterion ---- - 0.00 090 025 040 000 099 0.00 100

Agua

Enol-cc 0.00 100 135 009 027 039 268 001 337 0.00
Enol-ca 842 0.00 971 000 777 0.00 1222 0.00 12.20 0.00
Zwitterion - - 000 091 000 061 000 099 0.00 1.00

Formamida
Enol-cc 0.00 1.00 187 004 049 031 321 0.00 3.87 0.00
Enol-ca 775 0.00 818 0.00 7.40 0.00 927 0.00 931 0.00
Zwitterion ---- -—-- 000 096 0.00 069 000 1.00 0.00 1.00

3.2.2 Comportamiento de absorcion UV-Visible y micro-especies de los oxicams en 1,4-

dioxano.

Debido al valor de la constante dieléctrica del 1,4-dioxano (¢ = 2.2), la poblacién de la
especie enol de todos los oxicams debe estar favorecida en la solucion. De hecho, de
acuerdo al estudio de Andrade [62] el conformero cerrado del enol deberia ser el mas
abundante debido a que el 1,4-dioxano es un disolvente no-prético. En la Tabla 3.3 se
muestra la distribucion de Maxwell-Boltzman calculada para las especies neutras en
dioxano (y en el resto de los medios estudiados). Puede observarse que en este medio se

encuentra totalmente favorecido el tautdbmero enol-cc sobre el zwitterion. Asi mismo, las

José Marco Antonio Franco Pérez Pagina 55



Estudio teodrico de los equilibrios en solucion de farmacos de la famihia de los Oxicams

energias de excitacion tedricas A< de las estructuras de minima energia del enol-cc, se

eor
encuentran muy proximas a los maximos de absorcion experimentales, en un rango de 10
nm (25 nm para meloxicam) y por tanto, las consideramos como las responsables de las
bandas de absorcion observadas en este medio (Tabla 3.4). Los espectros de absorcion
experimentales mostrado en la figura 3.5 para los 5 farmacos bajo estudio, se asignaron a la

especie enol de todos los oxicams.

Tabla 3.4. Espectro de transiciones electrénicas tedrico y experimental en 1,4-dioxano de la especie
enol-cc de los oxicams estudiados.

H exci exci b max
Oxicam  E(eV)' Age' (hm)” E (V)" sy (hm)” 05" (nm)

Isoxicam 3.85 322 3.85 334 321
Piroxicam 3.71 333 3.58 347 327
Meloxicam 3.34 369 3.18 392 344
Tenoxicam 3.53 351 3.34 367 344
Lornoxicam  3.43 362 3.29 377 353

® PCM-PBE0/6-311++G(d,p)//PCM-PBE0/ 6-31G+(d,p)
®) PCM-B3LYP/6-311++G(d,p)//PCM-B3LYP/ 6-31G+(d,p)

[%2]
o)
<20 ¢ / \ — - = Isoxicam
I /' ''''''''' Piroxicam
15 |
') = Tenoxicam
10 F Meloxicam
— — — Lornoxicam
05 |
00 L 2
280 310 340 370 400 430 460 490
A (nm)

Figura 3.5. Espectros de absorcion UV-Visible registrados en la solucién de 1,4-dioxano para los
cinco oxicams bajo estudio.
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3.2.3 Comportamiento de absorcion UV-Visible y micro-especies de los oxicams en etanol.

Un aspecto a resaltar en etanol, es que las posiciones de las bandas de absorcion
experimentales dependen de la concentracion del oxicam, lo que modifica tanto el maximo
de absorcion como la forma de los espectros. Esto sugiere que a medida de que la
concentracion del oxicam cambia, la especie predominante también. Los méaximos de
absorcion de mayor energia se detectaron en las soluciones mas concentradas (pH no
impuesto) de oxicam (100 uM). Un efecto batocromico (AA~27 nm) se observé al disminuir
la concentracion hasta 27 pM. A continuacion, realizamos la asignacion de las bandas
observadas, comparando las transiciones electrénicas teoricas calculadas con los datos
experimentales, De acuerdo a la Tabla 3.5, las transiciones calculadas para la especie enol,
corresponden a las observadas en la solucion mas concentrada (mayor diferencia respecto a
las experimentales de 16 nm), mientras que las predichas para la especie anion de los
oxicams, corresponden a las soluciones diluidas (mayor diferencia respecto a las
experimentales de 11 nm). Adicionalmente, vale la pena mencionar que las longitudes de
onda de los maximos de absorcion de la especie enol-cc detectadas en 1,4-dioxano (Tabla
3.4) son muy semejantes, tanto tedrica como experimentalmente a las observadas en la
solucion concentrada de etanol (Tablas 3.4 y 3.5, Figuras 3.5 y 3.6). Consecuentemente, la
especie enol-cc es la que predomina en la solucién concentrada. Interesantemente, de
acuerdo a la distribucion de Maxwell-Boltzman en etanol (Tabla 3.3), la especie neutra mas
estable en este disolvente es la zwitterion y no el enol-cc, sin embargo la diferencia entre el
méaximo de absorcion experimental con la energia de excitacion tedrica calculada para la
especie zwitterion es mayor (69 para piroxicam, 17 para meloxicam, 30 para tenoxicam y
33 para lornoxicam) que la calculada para la especie enol (4 para piroxicam, 16 para
meloxicam, 10 para tenoxicam y 9 para lornoxicam). Por tanto, se considero a la especie

enol como la predominante en este medio.

Soluciones acidificadas y alcalinizadas de etanol: Cuando la solucion 27 uM en etanol es
acidificada, el maximo de absorcion se desplaza hacia el azul: isoxicam 34 nm, piroxicam
32 nm, meloxicam 17 nm, tenoxicam 24 nm y lornoxicam 25 nm. Este efecto hipsocromico

desplaza los méaximos de absorcion de cada oxicam, hasta el correspondiente observado en
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la solucion concentrada de etanol. Dado que los cambios de pH afectan a las especies
acido-base activas, acidificando la solucién diluida se interconvierte al oxicam desde su
forma anidnica hasta su especie enol. Por otra parte, cuando la solucion concentrada 100
uM es alcalinizada, la banda maxima de absorcion se desplaza hacia el rojo, hasta la banda
observada en la solucion diluida de etanol puro. Por tanto, alcalinizar la solucién cambia a
la micro-especie, de la neutra a la anionica. Adicionalmente, dado que la estructura
molecular del isoxicam sélo permite la protonacion/desprotonacion del oxigeno enol O17
de este farmaco [34], se infiere que para el resto de los oxicams esta presente también este
equilibrio. La dependencia del espectro de absorcién con la concentracion y el pH de las
soluciones de etanol de los cinco oxicams estudiados en etanol, se muestra en la Figura 3.6.

38 isoxicam § piroxicam é tenoxicam
100pM 1.0 100uM 100uM
27uM (acid.) 0.8 27uM (acid.)

27uM (acid.)
15 S 27uM 06 04 \27uM
1.0 0.4
\ 0.2
05 ' 02
0.0 > 0.0 0
270 370 470 270 370 470 270 370 470
A (nm) A (nm) A (nm)
§ meloxicam 0 lornoxicam
o)
2.0 <
100puM

.. \27uM (acid)
1.0 TN

270 370 470 270 370 470
A (nm) A (nm)

Figura 3.6. Espectros de absorcion UV-Visible registrados en las soluciones de etanol
consideradas, para los cinco oxicams estudiados.

Con la finalidad de explorar la existencia de la conformacion abierta de la especie enol en
la solucion diluida, comparamos las transiciones electronicas calculadas para las geometrias
optimizadas en solucion de la conformacion abierta de cada oxicam, con las detectadas

experimentalmente (Tabla 3.5). Para todos los oxicams bajo estudio, el valor de A" del

eor

enol-ca siempre es més cercano al AT2*observado en la solucién concentrada que en la

exp
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diluida (ver Tabla 3.5). Por tanto, es la especie anion y no la especie enol-ca, la responsable
del espectro experimental observado en este medio, tal y como lo sugiri6 Andrade [66].
Nuestros calculos tedricos demuestran que, en general, las conformaciones cerradas son
mas estables por unas 10 kCal/mol respecto a la conformacion abierta. Lo anterior indica

que las conformaciones abiertas son inexistentes bajo estas condiciones.

Tabla 3.5. Transiciones TD-DFT mas intensas calculadas teéricamente y maximos de absorcion
detectados en las soluciones de etanol estudiadas.

_ _ A0 (nm)
Especies E (eV)? E (eV)? A2 (nm)? 229t (nm)” e
100uM  27uM
Isoxicam
Enol-cc 3.87 3.75 320 331 320
Enol-ca 3.88 3.74 319 332
Anion 3.42 3.29 362 377 354
Piroxicam
Zwitterion 3.32 3.12 374 398
Enol-cc 3.72 3.59 333 345 329
Enol-ca 3.72 3.55 333 349
Anion 3.33 3.22 372 385 361
Meloxicam
Zwitterion 3.39 3.25 366 381
Enol-cc 3.38 3.21 365 386 349
Enol-ca 3.30 3.13 375 396
Anion 3.31 3.12 374 390 366
Tenoxicam
Zwitterion 3.26 3.08 381 402
Enol-cc 3.53 3.39 361 362 351
Enol-ca 3.54 3.38 350 367
Anion 3.23 3.09 383 401 375
Lornoxicam
Zwitterion 3.22 3.06 385 406
Enol-cc 3.43 3.29 361 377 352
Enol-ca 3.44 3.29 360 377
Anién 3.15 3.00 394 413 377

? PCM-PBE0/6-311++G(d,p)//PCM-PBE0/ 6-31G+(d,p)
Y PCM-B3LYP/6-311++G(d,p)//PCM-B3LYP/ 6-31G+(d,p)
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3.2.4 Comportamiento de absorcion UV-Visible y micro-especies de los oxicams en

solucién acuosa.

El comportamiento de los oxicams en solucién acuosa ha sido descrito por varios autores,
mediante espectroscopia UV-Visible [24,33,34]. En este medio, los espectros registrados
son independientes de la concentracion (hasta llegar al limite de saturacion), pero muy
sensibles al cambio de pH. Para identificar las especies absorbentes, es conveniente analizar
su comportamiento acido-base. Como se ha mencionado, isoxicam solo posee un valor de
pKa (correspondiente a la desprotonacion del enol) de 3.9, por lo que en solucidn acuosa
solo pueden coexistir el enol y la especie anidnica. A pH “s menores a su pK, (pH =2.6), se
observa un maximo en 320 nm, muy semejante al registrado en la solucién de etanol (con
una diferencia de 2 nm); adicionalmente la transicion electronica calculada para la especie
enol en este medio, es de 322 nm, muy préxima a la experimental. Asi mismo, la
distribucion de Maxwell-Boltzman calculada para isoxicam en agua predice un 100% de la
conformacién cerrada de la especie enol. Lo anterior demuestra que la especie
predominante a valores menores al pK, del isoxicam es precisamente la enol-cc. El
comportamiento de absorcion UV-Visible de los otros cuatro oxicams en su punto
isoeléctrico es interesante. Las poblaciones calculadas mediante la distribucion de
Maxwell-Boltzman para estos cuatro farmacos en agua sugieren que el tautémero
zwitterion es el mas abundante en este medio. Los resultados de la Tabla 3.5 muestran que
las energias de excitacion teoricas calculadas para la especie zwitterion de piroxicam,
tenoxicam y lornoxicam, son mucho mas cercanas que aquellas calculadas para la especie

enol; por ejemplo la 22" del piroxicam zwitterion (371 nm) es mas cercana al maximo de

eor
absorcion ﬂg‘xé;x:361 que el del piroxicam enol 22%=322 nm. Lo anterior refleja que la

constante dieléctrica del agua (¢ =78.4) favorece a la especie zwitterion sobre la enol, esta
ultima mas abundante en 1,4-dioxano (¢ =2.2). Meloxicam es un caso especial, ya que
como se ha mencionado, existe cierta controversia respecto a la existencia tanto del
tautébmero zwitterion como de su especie cationica. Al igual que para piroxicam, tenoxicam
y lornoxicam, la energia de excitacion calculada para la especie zwitterion estd més

proxima al maximo experimental, que aquella calculada para la especie enol; ademas,
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puede observarse que, tanto el maximo de absorcion como la forma del espectro medido en
la solucion de 1,4-dioxano (asignado a la especie enol) son totalmente diferentes a los
observados en la solucion acuosa al punto isoeléctrico del meloxicam (figuras 3.4 y 3.7).
Nuestros resultados indican que en estas condiciones la especie absorbente es el zwitterion
y no el enol de meloxicam. La dependencia del espectro de absorciéon con el pH de los

cinco oxicams estudiados en solucién acuosa, se muestra en la Figura 3.7.
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Figura 3.7. Espectros de absorcién UV-Visible registrados en solucion acuosa a diferentes valores
de pH, para los cinco oxicams estudiados.

Soluciones acuosas acidificadas y alcalinizadas. En general, las energias de excitacion
teoricas calculadas para la especie catidnica de los oxicams (excepto isoxicam) son muy
semejantes al maximo de absorcion detectado experimentalmente a pH =0.6 (Tabla 3.6). De
acuerdo a los valores de pK, reportados para todos los oxicams (Tabla 1.1), la especie
predominante en estas condiciones es la H,OX". Estos datos indican que la especie
absorbente en estas condiciones es el cation de los oxicams, incluso el de meloxicam, el
cual no se ha considerado en estudios previos [33,64,72]. De hecho, una nueva banda de
absorcion experimental detectada en estas condiciones confirma que el meloxicam posee el

mismo comportamiento que piroxicam, tenoxicam y lornoxicam, mostrado en la figura 1.2.
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Por otra parte, estos resultados sugieren que la banda de absorcidn observada por Andrade
y sus colaboradores [66], supuestamente asociada con la forma enol, se debe a la especie
catidnica de piroxicam. En el mismo analisis, el espectro de absorcién reportado por Gil et
al [67] en solucidn acuosa de piroxicam a pH = 3.0, claramente se asemeja al detectado
para la especie zwitterion en este estudio. Tomando en cuenta los valores de pK, de este
farmaco (Tabla 1.1), es evidente que bajo esas condiciones la especie favorecida es la
zwitterion y no el cation. Las energias de excitacion teoricas calculadas (Tabla 3.6) para la
especie zwitterion (371 nm) son mucho mas cercanas al maximo de absorcion reportado
por Gil a pH =3.0 (359 nm), que aquella calculada para el cation (334 nm) de piroxicam.
Por tanto, la forma zwitterion y no la especie catidnica reportada, es la que se encuentra en

solucion, bajo las condiciones impuestas por estos autores [67].

Finalmente, considerando los valores de pK, de los 5 oxicams (Tabla 1.1), al valor de pH
impuesto de 10.0, la especie mas abundante es el anion. Se observa un buen acuerdo entre
los maximos de absorcion registrados a estas condiciones, con las energias de excitacion
teodricas calculadas para la estructura de minima energia de la especie anionica de los
farmacos, confirmando la presencia de la especie anidnica. Cabe mencionar que el espectro
registrado en solucidn acuosa alcalina de los oxicams, se asemeja, en todos los casos, al
detectado en la solucién 27 uM de etanol, corroborando la presencia de la especie anionica

en este disolvente a bajas concentraciones, tal y como se ha discutido.
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Tabla 3.6. Transiciones TD-DFT maés intensas calculadas tedricamente y méximos de
absorcion detectados en soluciones acuosas a distintos valores de pH.

_ , A0 (nm)
Especies E (V) E(eV)? 229 (nm)Y 22 (nm)” P
pH=0.6 pH Isoelec. pH=10.0

Isoxicam

Enol-cc 3.88 3.75 320 331 320 320

Enol-ca 3.88 3.75 319 331

Anion 3.44 3.31 361 375 348
Zwitterion - -

Catién - -

Piroxicam

Enol—cc 3.74 3.59 332 345

Enol-ca 3.72 3.56 333 348

Anion 3.37 3.24 368 383 356
Zwitterion 3.34 3.15 371 393 361

Catién 3.71 3.57 334 348 336

Meloxicam

Enol—cc 3.39 3.22 365 385

Enol-ca 3.32 3.14 373 395

Anion 3.33 3.19 373 389 362
Zwitterion 3.46 3.25 358 381 360

Catién 3.63 3.49 341 355 339

Tenoxicam

Enol—cc 3.54 3.40 350 365

Enol-ca 3.55 3.38 350 366

Anion 3.25 3.11 382 399 368
Zwitterion 3.28 3.11 379 399 376

Cation 3.50 3.34 355 371 354
Lornoxicam

Enol-cc 3.43 3.30 361 376

Enol-ca 3.45 3.30 359 376

Anion 3.16 3.02 392 411 374
Zwitterion 3.23 3.07 384 403 381

Catién 3.38 3.25 367 381 363

¥ PCM-PBE0/6-311++G(d,p)//PCM-PBE(/ 6-31G+(d,p)

Y PCM-B3LYP/6-311++G(d,p)//PCM-B3LYP/ 6-31G+(d,p)
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3.2.5 Comportamiento de absorcion UV-Visible y micro-especies de los oxicams en

formamida.

Los resultados obtenidos en la solucion de formamida indican que la posicion de los
maximos de absorcion correspondientes a los espectros registrados experimentalmente, son
independientes de la concentracion del farmaco. La formamida es un disolvente con un
valor muy alto de constante dieléctrica (¢ =109.6) y favorece la formacion de especies
i6nicas en solucion. Por lo cual, es de esperar que el anion sea la especie méas abundante en
este disolvente. Comparando la longitud de onda calculada teéricamente para la transicion
mas intensa (de la especie anidnica de todos los oxicams), con la determinacion
experimental, se observa un buen acuerdo, con una diferencia maxima de 12 nm (Tabla
3.7).

Soluciones acidificadas y alcalinizadas de formamida. Cuando la solucion de formamida es
acidificada, se observa un efecto hipsocrémico para isoxicam, meloxicam y lornoxicam
(Tabla 3.7). Esta tendencia es reproducida correctamente por las energias de transicion
calculadas tedricamente, asumiendo que en la solucion acidificada la especie mas
abundante es el zwitterion. Siguiendo esta suposicion, las energias de excitacion tedricas
calculadas predicen un efecto batocrémico para piroxicam y tenoxicam, lo cual es
confirmado por los datos extraidos experimentalmente. Si se considerase a la especie enol
para evaluar estos efectos (hipsocrémico o batocromico), los resultados tedricos predecirian
desplazamientos mas grandes que los observados experimentalmente. Adicionalmente,
dado el alto valor de la constante dieléctrica de la formamida, es de esperarse que la especie
neutra abundante sea la zwitterion y no la enol, lo cual es confirmado por la distribucion de
Maxwell-Boltzman calculada para estos farmacos en formamida, la cual sugiere que el

tautébmero zwitterion ocupa practicamente el 100% de la poblacion (Tabla 3.3).
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Figura 3.8. Espectros de absorcion UV-Visible registrados en las soluciones de formamida
consideradas, para los cinco oxicams estudiados.

Las propiedades espectrofotométricas de los 5 oxicams estudiados, obtenidas en formamida

alcalina, son practicamente las mismas que en formamida pura; debido a la adicion de una

solucién acuosa muy concentrada de alcali, se espera que el anion sea la especie

predominante en formamida alcalina. La dependencia del espectro de absorcion con el pH

de las soluciones de formamida de los cinco oxicams estudiados, se muestra en la Figura

3.8 (es importante mencionar que existe cierta incertidumbre en los valores de pH en

formamida, debido al desplazamiento de la escala de pH en este medio respecto al acuoso).
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Tabla 3.7. Transiciones TD-DFT mas intensas calculadas teéricamente y maximos de
absorcion detectados en las soluciones de formamida estudiadas.

H a) b) max a) max b) lQ(?JX (nm)
Especies E (eV) E (eV)” Apx(nm) Ap2 (nm) =06 PH=10.0
Isoxicam
Anion 343 3.30 361 375 363
Zwitterion
Enol-cc  3.87 3.74 321 332 323
Piroxicam
Anion  3.36 3.23 369 383 359
Zwitterion  3.33 3.15 371 394 364
Enol-cc  3.72 3.58 333 346
Meloxicam
Anion  3.32 3.18 374 386 368
Zwitterion  3.39 3.24 366 383 361
Enol-cc  3.38 3.21 366 387
Tenoxicam
Anion  3.24 3.10 383 400 376
Zwitterion  3.26 3.10 380 400 380
Enol-cc  3.52 3.38 352 367
Lornoxicam
Anion  3.16 3.01 392 412 384
Zwitterion  3.22 3.06 385 405 383
Enol-cc  3.42 3.28 362 378

9 PCM-PBE0/6-311++G(d,p)//PCM-PBEOQ/ 6-31G+(d,p)
® PCM-B3LYP/6-311++G(d,p)//PCM-B3LYP/ 6-31G+(d,p)

3.2.6 Especies absorbentes de los cinco oxicams.

Analizando el conjunto completo de resultados teoricos y experimentales obtenidos en este
estudio, se identificaron cuatro especies para piroxicam, tenoxicam, meloxicam y
lornoxicam y s6lo dos para isoxicam. Estos espectros se muestran en la Figura 3.9.
Manipulando las condiciones del medio, las especies responsables de cada espectro de
absorcion fueron aisladas experimentalmente. Mediante nuestro protocolo tedrico,
obtuvimos las energias de excitacion para las estructuras de minima energia en solucién de
cada una de estas especies, obteniendo en general, transiciones comparables con las

mediciones experimentales en cada uno de los medios estudiados. Con estos resultados,
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pudimos asociar cada espectro experimental con una conformacion de minima energia de
cada micro-especie de los 5 oxicams estudiados (Figura 3.10), obtenida mediante el
protocolo tedrico planteado. La importancia de estas conformaciones radica en que estan
directamente asociadas a una propiedad detectada experimentalmente, por lo que su uso
resulta conveniente para llevar a cabo la determinacion de las micro-constantes de acidez
de los farmacos mediante métodos teoricos, objetivo primordial en la presente tesis y es el

tema de estudio en los siguientes dos capitulos.

Piroxicam § Meloxicam

Isoxicam

Abs
Abs

270 320 370 420 470 270 370 470
A (nm) A (nm) A (nm)

2 Tenoxicam 2 Lornoxicam

270 370 470 270 370 470

Figura 3.9. Espectros de absorcion individuales de las especies enol (linea), zwitterion (puntos),
anion (guiones) y cation (guiones y puntos) de los 5 oxicams estudiados, detectados en solucion
acuosa a diferentes valores de pH; sélo el espectro de la especie enol corresponde al observado

en la solucién de 1,4-dioxano.
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Figura 3.10. Conformaciones de minima energia de cada una de las micro-especies de los oxicams,
asociadas a los espectros de absorcion observados en los diferentes medios estudiados; todas las
conformaciones mostradas poseen una estructura plana (las conformaciones de minima energia

de lornoxicam son idénticas que las de tenoxicam, sustituyendo al anillo tieno por el clorotieno
presente en lornoxicam).
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CAPITULO 4

“Calculo de las micro-constantes de acidez de los

oxicams a primeros principios”
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Una vez que hemos identificado el nimero de especies involucradas en los micro-
equilibrios quimicos en solucién de cada oxicam, en esta seccion del proyecto procedimos a
calcular la magnitud de las constantes asociadas a dichos equilibrios, particularmente las

micro-constantes de acidez.

La determinacion experimental de las micro-constantes de acidez es por lo general una
tarea muy dificil, ya que las constantes cinéticas de interconversion entre los tautomeros
presentes (involucrados en las reacciones de protonacion y desprotonacion de la molécula)
son muy grandes, lo que impide detectar las propiedades individuales de las micro-especies.
En este contexto, la quimica teorica representa una alternativa muy conveniente para
obtener dichas constantes, ya que con esta herramienta es posible determinar los sitios de
protonacion, asi como el nimero y la magnitud de las constantes de acidez en solucién que
presentan los compuestos. Sin embargo, la determinacién de la energia libre de una
molécula en solucién mediante métodos tedricos es en general complicada, ya que el
espacio configuracional de la molécula en el medio es muy grande, pudiéndose presentar
interacciones especificas relevantes soluto-disolvente. No obstante, en las ultimas dos
décadas se han disefiado diferentes aproximaciones y metodologias para obtener valores
confiables de la energia libre de la reaccion en solucién, con los cuales pueden obtenerse
valores de pK, dentro de un rango de error de 2 unidades de pK,. Un ejemplo de estas
metodologias la representan los ciclos termodinamicos [73]. En estos ciclos, la energia libre
en solucion de la reaccion se obtiene como contribucion de la energia libre de reaccion en
fase gas, calculada a altos niveles de teoria y de la energia libre de solvatacion de las
especies participantes en la reaccién, esta generalmente obtenida a partir de métodos de
medio continuo. Si la cancelacion de errores es apropiada, los valores de pK, predichos con

este tipo de metodologias pueden ser muy cercanos a los experimentales

4.1 Ciclos termodinamicos para el calculo de los pKj ‘s de los oxicams

Para calcular los valores de pKj, de los cinco oxicams estudiados, hicimos uso de los ciclos

termodinamicos directo y de intercambio protonico (figura 4.1-a y 4.1-b) [73]. Para el ciclo
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termodinamico directo, la energia libre de reaccion en solucion y el pKa estan dados por las

siguientes expresiones:

AGZOIn = AG;as + AG:olv(HJr) + AG:O]V(Ai) - AG:O]V(HA)
PK, (HA) = —>son_
RTll’l(lO) (4.1)

Donde AG’

soln

es la energia libre de reaccion en solucion a condiciones estandar 1 molar y
298.15 K, AG,, es la energia libre de reaccion en fase gas a condiciones estandar de

presion de 1 atmosfera y 298.15 K; y las AG_, corresponde a las energias libres de

\

solvatacion del acido (HA), la base (A) y el proton (H"). Ademas del error inherente al
método de calculo, el ciclo directo presenta dos fuentes importantes de error; la primera
corresponde a la energia libre de solvatacion del protén, para la cual se han reportado
valores experimentales en un rango bastante amplio, de aproximadamente 20kJ/mol (de -
1086.47 kJ/mol a -1105.32 kJ/mol) [74,75,76,77,78]. Por otra parte, los métodos de medio
continuo permiten obtener valores relativamente precisos para las energias libres de
solvatacion de las especies neutras, no obstante pueden obtenerse errores de unos 16 kJ/mol
o incluso mayores para las especies ionicas, lo que constituye la segunda fuente de error del

ciclo termodinamico directo.

Con el fin de reducir las mencionadas fuentes de error, en el ciclo termodinamico de
intercambio proténico se introduce el equilibrio de disociacion en solucion de un
compuesto de referencia (Href) con estructura muy similar al compuesto problema; de esta
forma ya no es necesario considerar a la energia libre en solucion del proton, ademas,
aunque el nimero de especies idnicas se conserva, estas pertenecen a especies con misma
carga (negativa) y estructura muy similar (si el compuesto de referencia es seleccionado
adecuadamente), lo que puede traducirse en una cancelacion sustancial de errores en el
calculo de la energia libre de la reaccién en solucion. Sin embargo, el desempefio de esta
aproximacion depende en gran medida en la eleccion del acido de referencia (lo que
ademas, le da un caracter empirico adicional a este modelo), asi como de la precision de su

pKa experimental. La aplicacion del ciclo termodinamico de intercambio protonico es muy
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conveniente para el célculo de los valores de pK, de familias de compuestos como los
oxicams, ya que estos poseen estructuras quimicas muy similares, lo que permite
seleccionar a alguno de los miembros de la familia como acido de referencia para obtener
los valores de pK, de los otros oxicams. Para el ciclo termodindmico de intercambio

protdnico, la energia libre de reaccion en solucion y el pK, estan dados por:

* * * * *

AGSOln = AG;S + AGSO]V(HRef) + AGSO]V(A_) — AGSO]V(HA) — AGSO]V(Ref_)
K, (HA) = 2G| hx (HRef)
RTIn(10) (4.2)

Ademas de los terminos contemplados en la expresion de la energia libre de la reaccién en
solucion del ciclo directo, la ecuacion 4.2 contiene las energias libres de solvatacion del
acido (HRef) y la base conjugada (Ref ) del compuesto de referencia, pero no la energia
libre del protdn.

a)
AG*soln
HA(aq, IM) —» H'(ag, IM) + Afaqg, 1M

G (HA) AG g(H) AG' (y(A)

AG' g
HAg M) —> H@EgM + A@glM

b)
AG*scoln
HA(ag, IM) +  Ref(aq, IM) ——® HReflag, IM) + Afag, IM)

AG G (HA) | ~AG g(Ref) AG" (HRef) AG (A

s

HA@IM) + Ref@IM) —— HReg M) + Afg IM)

Figura 4.1. Ciclos termodindmicos utilizados para el calculo de las constantes de acidez de los
cinco oxicams estudiados. a) ciclo directo b) ciclo de intercambio proténico.

José Marco Antonio Franco Pérez Pagina 72



Estudio teodrico de los equilibrios en solucion de farmacos de la famihia de los Oxicams

4.2 Metodologias
4.2.1 Métodos teoricos.

Ambos ciclos termodindmicos (directo e intercambio protonico) dependen de la calidad
tanto del calculo de la energia libre de la reaccion de disociacion en fase gas, como de la
energia libre de solvatacion de las especies quimicas participantes en la reaccion. Por tanto,
con la finalidad de disponer de un método adecuado para el célculo de la energia libre en
fase gas, realizamos un calculo de partida en donde determinamos los cuatro pasos de
desprotonacion de un modelo estructural simple de los oxicams (figura 4.2). Este calculo lo
realizamos utilizando el método compuesto G3MP2(+)-cc [79], el cual se ha utilizado para
el célculo de pK;'s de varios tipos de moléculas organicas [1]. Este método compuesto
utiliza geometrias MP2 [80,81,82] con la base 6-31+G(d), incluyendo a todos los
electrones en la perturbacion, a las que se les realiza un calculo de energia electronica al
nivel CCSD(T). A esta energia se le adicionan los siguientes términos: a) de correccion de

la base AE|MP2, | en el cual se toma la diferencia entre la energia calculada al nivel

MP2:/631+G(d) (la misma base que el céalculo CCSD(T) y la calculada mediante
MP2:./MP2lar, en donde no se contemplan los electrones de core en la perturbacién de

segundo orden y la base MP2lar es una versién modificada de la base gaussiana 6-311G(3d
f ,2p). b) la energia vibracional de punto cero E,.., obtenida al nivel HF/6-31+G(d)
escalada a un factor de 0.8929. c) el término de correccion de alto nivel (HLC por sus
siglas en ingles) E[HLC], el cual contiene parametros que minimizan los errores medios

absolutos respecto a los datos del conjunto de prueba G2/97. Por tanto, la energia
G3MP2(+)-cc esta dada de acuerdo a la siguientes expresiones:

E,[G3MP2(+)—cc]= E[CCSD(T )/ 6 —31+G(d )]+ AE|MP2 |+ E[HLC]+ Epe [HF / 6 —31+G(d )]
AE[MP2]= E[MP2/ G3MP2lar |- E[MP2/ 6 -31+G(d )]
E[HLC]=-An, -B(n, -n,) (4.3)

en donde n, y ng son los electrones de valencia con espin a y espin B respectivamente y A 'y
B son parametros determinados al valor de 9.279 y 4.471 mHartrees. Posteriormente
estudiamos el desemperfio de varios funcionales de la densidad, tal y como: B3LYP, BMK
[83], MPWB95 [84], M05-2X [85], B97 [86,87], asi como el método MP2, respecto al
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método compuesto mencionado, en el calculo de la energia en fase gas de los cuatro pasos
de desprotonacion del modelo de oxicam mostrado en la figura 4.2. En estos céalculos, se
optimizaron las geometrias y se obtuvieron las correcciones térmicas al nivel B3LYP/6-
31+G(d) de cada una las especies involucradas en los cuatro pasos de desprotonacion de
este modelo de oxicam; a las geometrias resultantes se les realizd un célculo de energia de
punto simple con cada uno de los funcionales de prueba y la base 6-311+G(3df,2p). Con
estos resultados calculamos las cuatro energias de desprotonacion del modelo de oxicam y

las comparamos con los resultados obtenidos con el método G3MP2(+)-cc.

Finalmente, para calcular los valores de pKj, relacionados a los procesos de desprotonacion
de los 5 oxicams estudiados, realizamos una optimizacién de las geometrias de cada una de
sus especies quimicas (figura 1.2) al nivel B3LYP/6-31+G(d); a este mismo nivel se
obtuvo la correccion térmica a la energia libre en fase gas. Posteriormente obtuvimos la
energia electronica de cada especie utilizando el funcional de mejor desempefio (respecto al
meétodo G3MP2(+)-cc) y la base 6-311+G(3df,2p); enseguida, sumamos la correccion
térmica calculada, para obtener la energia libre en fase gas de cada micro-especie. La
energia libre en solucién la calculamos como la suma de la energia libre en fase gas, con la
energia libre de solvatacion obtenida mediante los diferentes modelos de continuo
polarizable; PCM, CPCM-UAKS [88], SMD [89] asi como el modelo COSMO-RS [90]
(los calculos con el modelo COSMO-RS se realizaron con el programa computacional
ADF); estos calculos se realizaron al nivel B3LYP/6-31+G(d). Por tanto, la energia libre en

solucién se obtuvo mediante G s = G gas + AG o

José Marco Antonio Franco Pérez Pagina 74



Estudio teodrico de los equilibrios en solucion de farmacos de la famihia de los Oxicams

O O
H
SN N/\N+/
| | AEl
C,N\ H

“HY ©
OH O OH O
X N/\|N_|/ N NN
I |+ -H* I | AE,
ICI:,N\ H 9,N\ H
O (@)
CH* OH O
H
~nn_
SeSREG
cN~
Il
(@)
OH O -0
N I/\l/ H* N 'I\I/\,Tl/ AE,
_N H N
¢ ¢
O o]

Figura 4.2. Reacciones de desprotonacion consideradas para el modelo de oxicam estudiado.

4.3 Resultados.

4.3.1 Evaluacion de los funcionales de prueba

Como se muestra en la Tabla 4.1, en general todos los funcionales DFT probados,
presentan un buen desempefio respecto al método compuesto prueba (G3MP2(+)-cc), con
una desviacion media absoluta de aproximadamente 5 kJ/mol. Para todos los funcionales
considerados, los errores mas grandes se observan respecto al calculo de AEs, con la
excepcion de MO05-2X, el cual presenta errores por debajo de 4 kJ/mol. Asi mismo,
considerando el total de energias calculadas, el funcional M05-2X presento el menor valor
de la desviacion media absoluta de forma global (1.9 kJ/mol). Por tanto, consideramos que

este funcional era el adecuado para realizar el calculo de las energias de reaccién en fase
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gas, que conjuntamente con la base 6-311+G(3df,2p) y las correcciones térmicas obtenidas
al nivel B3LYP/6-31+G(d), nos permitieron obtener las energias libres de reaccion

correspondientes.

calculadas con varios funcionales DFT en

Tabla 4.1. Energias de desprotonacion (kJ/mol)

conjuncion con el conjunto base 6-311+G(3df,2p); Desviaciones Medias Absolutas (MAD, en
kJ/mol). Los errores respecto a los calculos obtenidos al nivel G3MP2(+)-cc se muestran entre

paréntesis.
AE; AE, AE; AE, DMA

B971 1063.7 (3.1)  1003.1(7.6) 1071.2 (14.8) 1398.0(3.3) 7.2
B3LYP 1059.5 (-1.1)  996.9 (1.5)  1066.7 (10.3) 13959 (1.1) 35
BMK 1062.3 (1.7)  996.1(0.6) 1071.3(14.9) 1394.7(0.1) 4.3
MPWB95 1062.7 (2.1)  996.3(0.9) 1068.0 (11.6) 1399.9(5.1) 4.9
MO05-2X 1058.4 (-2.2) 993.6 (1.9) 1059.4 (3.0) 1395.2 (0.4) 1.9
MP2 1047.0 (-13.6)  989.2 (6.3)  1044.3 (12.1) 1382.2(12.6) 11.2

G3MP2(+)-cc 1060.6 995.48 1056.4 1394.79

4.3.2 Acidez de los oxicams en fase gas.

Los pasos de desprotonacion (figura 4.2) estudiados para el modelo simplificado de
oxicams, estan convenientemente asociados a la formacion de las especies prototrépicas de
los oxicams mostradas en la figura 1.2. Antes de realizar el estudio de la acidez en solucion
acuosa de los oxicams, estudiamos la relacién entre la estructura quimica de los oxicams
con su acidez intrinseca (en ausencia de disolvente). En la Tabla 4.2 se muestran las
energias de desprotonacién en fase gaseosa de los cinco oxicams estudiados, de acuerdo
con el esquema de reaccion mostrado en la figura 4.2. En general, hay poca variacion en la
acidez entre los cinco oxicams. Lo anterior indica que la modificacion estructural por
ejemplo mediante la sustitucion del anillo benceno de piroxicam por un anillo tieno (dando
tenoxicam) tiene un efecto relativamente pequefio sobre la acidez intrinseca de estos
farmacos. Sin embargo, hay algunas excepciones notables, como las energias AG; y AG, de
lornoxicam en donde la sustitucién del anillo de benceno de piroxicam con un anillo
015 en

aproximadamente 20 kJ/mol. De manera similar, la sustitucion del anillo piridin-2-il de

clorotieno electroatractor, aumenta la acidez del proton endlico del

piroxicam con un anillo de 5-metilisoxazol-3-il (produciendo isoxicam) reduce
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drésticamente la basicidad del atomo de N2’ produciendo un AG; inferior en unos 30
kJ/mol. Esto es presumiblemente debido al efecto electroatractor del oxigeno adyacente
(05’ figura 1.1) y es consistente con los datos experimentales que sugieren que la forma

protonada del isoxicam no predomina en solucion acuosa [33,34].

Tabla 4.2. Energias de desprotonacion en fase gaseosa (kJ mol™) at 298 K asociadas con los cuatro
pasos de desprotonacién de los cinco oxicams estudiados (entre paréntesis, los valores relativos

a piroxicam).
AG; AG, AG; AG,
Isoxicam 979.1 (0.3) 898.9 (-30.6)  959.7 (-6.7)  1308.5(-8.1)
Piroxicam 978.8 (0.0) 929.5 (0.0) 966.4 (0.0) 1316.6 (0.0)
Meloxicam 973.9 (-4.9) 923.2(-6.3)  948.6 (-17.8) 1302.0 (-14.6)
Tenoxicam 971.4 (-7.4) 927.0 (-2.5) 962.1(-4.3)  1307.2(-9.4)

Lornoxicam  963.5(-15.3)  922.3(-7.2)  955.4(-11.0) 1295.0 (-21.6)

4.3.3 Acidez de los oxicams en solucién acuosa.

Las constantes de acidez microscopicas, calculadas mediante el ciclo directo (ecuacion 4.1),
asi como los valores de las constantes macroscopicas de acidez (calculadas usando las
ecuaciones 1.3, 1.4 y 1.5) de los cinco oxicams estudiados, se resumen en la Tabla 4.3. En
general, las micro-constantes calculadas con el modelo CPCM-UAKS reproducen
razonablemente bien a las experimentales, especialmente los valores de pK,l, para los
cuales se observan errores menores a la unidad. Por otro lado, el desempefio de los modelos
SMD y COSMO-RS es menos satisfactorio, en donde las desviaciones en los valores
calculados es de ~ 2 a 4 unidades.
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Tabla 4.3. Constantes microscopicas calculadas con el ciclo directo y los pK,'s macroscépicos
asociados, a 298 K. (Los errores respecto a los datos experimentales se muestran entre
paréntesis).

I\Dﬂiggﬁ,l gn(ig Isoxicam Piroxicam  Meloxicam Tenoxicam Lornoxicam
CPCM 1.77 1.27(-0.65) 1.06 0.81(-0.28)  0.22(0.63)
oK. 11 COSMO-RS -1.57 -1.85(-3.77) -2.36 -2.48(-3.57)  -2.90(3.75)
2> | sMD 0.36 0.33(-1.59) -0.85 -0.81(-1.90)  -1.46(2.31)
Exp. 1.92° 1.09 0.85°
CPCM -2.83 1.37(-1.35) -0.15 1.57(-1.14)  1.42(2.07)
oK,12 COSMO-RS -3.84 1.01(-1.71) -1.58 1.06(-1.65)  0.79(2.7)
a1 sMD -4.12 2.82(0.10) -1.97 2.68(-0.03)  2.56(0.93)
Exp. 2.72° 2.71° 3.49°
CPCM 2.28 6.31(0.91) 3.90 6.01(0.69)  6.01(-0.42)
oK.21 COSMO-RS -1.97 3.59(-1.81) 0.87 3.25(-2.07)  3.41(2.18)
** | sMD 0.69 8.30(2.90) 3.71 8.01(2.69)  7.90(-2.31)
Exp. 5.40° 5.32" 5.59°
CPCM 6.87 6.21(1.61) 5.11 5.25(1.55)  4.81(-1.86)
0K.22 COSMO-RS 0.31 0.73(-3.87) 0.10 -0.29(-3.99)  -0.28(3.23)
*“ 1 sMD 5.17 5.80(1.20) 4.83 452(0.82)  3.88(-1.93)
Exp. 4.60° 3.70° 2.95°
CPCM -4.59 0.10(-0.70) -1.22 0.77(-0.85)  1.20(1.44)
logk COSMO-RS -2.28 2.86(2.06) 0.77 3.54(1.89)  3.69(-1.05)
¢ | SMD -4.48 2.50(1.70) -1.12 3.49(1.87)  4.02(-1.38)
Exp. 0.80° 1.62" 2.64°
CPCM -2.83 1.02(-0.84)  -0.24(-1.33)  0.74(-0.33)  0.19(-0.66)
oK. COSMO-RS -3.84 -1.85(-3.71)  -2.51(-3.60) -2.48(-3.55) -2.90(-3.75)
* | SMD -4.12 0.32(-1.54) -2.03(-3.12) -0.81(-1.88) -1.46(-2.31)
Exp. 1.86° 1.09° 1.07° 0.85°
CPCM 6.87(2.94)  6.56(1.10)  5.20(1.02)  6.08(0.74)  6.04(0.45)
oK.2 COSMO-RS  0.31(-3.6)  3.59(-1.87)  1.02(-3.16)  3.25(-2.09)  3.41(-2.18)
* | SMD 5.17(1.24)  8.30(2.84)  4.89(0.71)  8.01(2.67)  7.90(2.31)
Exp. 3.93° 5.46° 1.06° 5.34° 5.59°

3 Referencia [24]. ® Referencia [36]. ¢ Referencia [33]. ¢ Referencia [35].

En la Tabla 4.4 se muestran las constantes microscopicas de acidez de los cinco oxicams
estudiados, calculadas mediante el ciclo de intercambio protdnico (usando a piroxicam

Ve

como compuesto de referencia), asi como las correspondientes constantes de
tautomerizacion calculadas a partir de estas constantes microscopicas. Puede observarse
que el esquema de intercambio protonico ofrece una gran mejora en los tres modelos de
disolvente, respecto al ciclo directo; particularmente, puede observarse una mejora

sustancial en el calculo de las micro-constantes del tenoxicam, utilizando los modelos
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CPCM y COSMO RS, con los cuales se obtienen los menores Errores Medios Absolutos
(0.34 y 0.38 respectivamente). En contraparte, los valores predichos para las micro-
constantes de meloxicam presentan las desviaciones mas grandes respecto a los valores
experimentales, donde CPCM y COSMO-RS incurren en errores de ~ 2 unidades de pKa2
(Tabla 4.2). Presumiblemente, esta disparidad se debe a que la diferencia estructural entre
meloxicam y piroxicam (sustitucion del anillo de piridinilo para un anillo de 5-
metilisoxazol-3-il) altera el patron de solvatacion y como consecuencia, el uso de
piroxicam como referencia origina que algunos errores no se cancelen adecuadamente.
Adicionalmente, la estructura de la especie zwitterion del meloxicam es diferente a la del
resto de los oxicams, incluyendo a la del piroxicam (Figura 3.5), el cual fue nuestro
compuesto referencia, por lo que no es posible garantizar que el esquema de intercambio
protonico (con cualquiera de los modelos de disolvente) ofrezca alguna mejora en la

precision del célculo del pK, para este oxicam.

Para isoxicam, los dos esquemas (directo e intercambio protdnico) con los tres modelos de
disolvente predicen que la constante de tautomerizacion es de aproximadamente -4 (cf
piroxicam: 2,7), debido a que la basicidad del nitrdgeno en el anillo de 5-metilisoxazol-3-
ilo es mas débil que la del anillo piridil o incluso del tiaozolil (Tabla 4.2). Este resultado es
de resaltarse, ya que esté en total acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio de
absorcion UV-Visible, en donde no fue posible detectar a las especies zwitterion ni cation
del isoxicam. Notese que los célculos realizados con todos los modelos disolventes
predicen que la especie neutra del isoxicam es la forma predominante en solucion (de
acuerdo al valor calculado para la constante de tautomerizacion, Tablas 4.3 y 4.4). Asi
mismo, es de notarse que a diferencia de isoxicam, la constante de tautomerizacion
calculada para meloxicam con el modelo COSMO-RS es mayor a la unidad, debido a que el
nitrégeno tiazolil es mas acido (comparable al de lornoxicam, Tabla 4.2). Este resultado es
también consistente con los resultados observados en el estudio UV-Visible para este
farmaco, en donde se detectaron, ademas del anion y la forma enol, las especie zwitterion y
cation. Este resultado es de gran relevancia, ya que la reactividad prototropica en solucion

del meloxicam es hasta ahora, un tema de controversia sin resolver (ver seccion 1.4).
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Tabla 4.4. Constantes microscépicas calculadas con el ciclo de intercambio proténico y los pKy's
macroscopicos asociados, a 298 K. (Los errores respecto a los datos experimentales se

muestran entre paréntesis).

Modelo de

disolvente Isoxicam Meloxicam Tenoxicam Lornoxicam

CPCM 2.42 1.71 1.46 (0.37) 0.87(-0.02)

oK. 11 COSMO-RS 2.20 1.41 1.29 (0.20) 0.87(-0.02)
a SMD 1.96 0.74 0.78 (-0.31) 0.14(0.71)
Exp. 1.09° 0.85°
CPCM -1.48 1.19 2.92 (0.21) 2.76(0.73)

oK, 12 COSMO-RS -2.13 0.12 2.76 (0.05) 2.49(1)
a SMD -4.22 -2.08 2.57 (-0.14) 2.46(1.03)
Exp. 2.71° 3.49°
CPCM 1.37 2.98 5.10 (-0.22) 5.10(0.49)

oK.21 COSMO-RS -0.16 2.68 5.06 (-0.26) 5.22(0.37)
a SMD -2.21 0.81 5.11 (-0.21) 5.00(0.59)
Exp. 5.32° 5.59°
CPCM 5.26 3.50 3.64 (-0.06) 3.20(-0.25)

oK.22 COSMO-RS 4.18 3.97 3.59 (-0.11) 3.60(-0.65)
a SMD 3.97 3.63 3.32 (-0.38) 2.68(0.27)
Exp. 3.70° 2.95°
CPCM -3.90 -0.52 1.46 (-0.16) 1.89 (0.75)

logk COSMO-RS -4.34 0.29 1.48 (-0.14) 1.62 (1.02)
2 | SMD -6.17 -2.82 1.79 (0.17) 2.32 (0.32)
Exp. 1.62° 2.64°
CPCM -1.48 1.08 (-0.01)  1.44(-0.37) 0.87 (0.02)

oK. COSMO-RS -2.13 0.10 (-0.99) 1.27 (0.20) 0.86 (0.01)
&> | SMD -4.22 -2.08(-3.17)  0.78 (-0.29)  0.13(-0.72)
Exp. 1.09° 1.07¢ 0.85°
CPCM 5.26 (1.33)  3.62(-0.56)  5.12(-0.22)  5.10 (-0.49)

oK.2 COSMO-RS 4.18(0.25)  3.99(-0.19)  5.08(-0.26)  5.23(-0.36)
*= | SMD 3.97(0.04)  3.63(-055)  5.12(-0.22)  5.00 (-0.59)
Exp. 3.93° 4.18° 5.34° 5.59°

2 Referencia [24]. ® Referencia [36]. ¢ Referencia [33]. ¢ Referencia [35].

4.3.4 Célculo de las constantes de acidez de nuevos derivados de los oxicams.

Una ventaja que ofrece el ciclo de intercambio proténico, es que, una vez que se ha
definido adecuadamente al compuesto de referencia, es posible calcular los valores de pK,
de otros compuestos de estructura similar (al de referencia), de los cuales no se tienen los
valores experimentales de sus constantes de acidez. Esta ventaja es de gran utilidad en el

disefio de farmacos, en donde continuamente se proponen nuevos derivados y no siempre se
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encuentran disponibles sus constantes de acidez experimentales. El desarrollo de nuevos
derivados de los oxicams con actividades farmacol6gicas mejoradas es un tema de
investigacion en curso. Por ejemplo, propoxicam Yy algunos de sus derivados (figura 4.3)
han sido recientemente explorados como farmacos antiosteoartriticos, observandose que la
cuaternizacion del grupo terminal amino aparentemente aumenta su afinidad hacia el
cartilago articular [91,92]. Otro derivado relevante es un hibrido de piroxicam y
Rutaecarpina (figura 4.6) donde este ultimo es un alcaloide de quinzolineocarbolina y posee
un amplio espectro de propiedades farmacoldgicas, incluyendo actividades anti-
hipertensivas y citotoxicas [93]. Aplicamos el esquema de intercambio protonico
conjutamente con los modelos del continuo CPCM-UAKS y COSMO-RS para calcular las
micro y macro-constantes de acidez de todos los derivados mostrados en la figura 4.6,
utilizando al piroxicam como compuesto de referencia. Hasta nuestro conocimiento, los
valores de pKa de estos oxicams no han sido determinados experimentalmente, por lo que
los valores aqui calculados, deben compararse directamente con las futuras mediciones

experimentales.

OH O x OH O OH O
S |
XN A N XONTTONT NN N
| | |
.N_ H N H | .N_ H |
O// \\O O// \\o O// \\O
sudoxicam propoxicam Derivados Cuaternarios (DC) de
propoxicam n=1,2
N=
OH HN \
XX
N
d o

Hibrido de piroxicam-rutaecarpina

Figura 4.3. Estructura quimica otros derivados de los oxicams considerados en este estudio.

Las energias de desprotonacion en fase gas (ver esquema de reaccion en la figura 4.2) y los
valores de las micro y macro constantes de acidez de los derivados de los oxicams

mostrados en la figura 4.6, se reportan en la Tabla 4.5. En general, hay un acuerdo
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razonablemente bueno entre los valores de pK, predichos por los dos modelos de
disolvente, donde la diferencia es generalmente dentro de 1 unidad. Curiosamente, aparte
de sudoxicam, los valores predichos para los pK,’s microscopicos de los nuevos derivados,
son considerablemente mas altos que los del piroxicam. Comparando las Tablas 4.2 y 4.5 se
observa que las energias de desprotonacion en fase gas de propoxicam (AG;, AG, y AGy) y
sus derivados cuaternarios, son sustancialmente mayores que el piroxicam en unos 30
kJ/mol o incluso mayores. Esta diferencia se debe en gran medida, a la mayor basicidad del
nitrégeno terminal en relacion con el nitrégeno de piridina (la basicidad en fase gaseosa de
trimetilamina es 918 kJ/mol, mientras que el de piridina es 898 kJ/mol, debido a la

deslocalizacion del par libre en el sistema aromatico piridina [94]).

Para el derivado hibrido de piroxicam-rutaecarpina, a excepcion del equilibrio relacionado
a AGy, presenta una acidez en fase gas muy similar a piroxicam. La débil acidez (por unos
20 kJ/mol) relacionada AG; se debe a la restriccion conformacional impuesta por la fusion
del anillo de piridina, lo que ocasiona que el proton enlazado al nitrégeno de la piridina
estd en estrecha proximidad al protdn del nitrégeno pirrolidina (véase la estructura en la
Figura 5). Respecto a sudoxicam, es sorprendente observar que la sustitucion de un anillo
de 5-metiltiazo-2-il (correspondiente a meloxicam) con un anillo tiazo-2-il, aumenta la
energia de desprotonacion en fase gas, en aproximadamente 10 kJ/mol, aunque esta
diferencia es comparable al efecto de un grupo metilo en la basicidad de piridina (la
basicidad en fase gas de la 4-metilpiridina es diferente en 15 kJ/mol respecto a la de la

piridina sin el grupo metilo [94])

En solucion, los valores de pKa predichos indican que el hibrido de piroxicam-
rutaecarpina, asi como los derivados del propoxicam son en general acidos mas débiles
comparados a los 5 oxicams piroxicam, isoxicam, meloxicam, tenoxicam y lornoxicam;
esta diferencia se debe principalmente a la acidez intrinseca (en fase gas) de todos los
oxicams. Por ejemplo, los valores de pKa de sudoxicam son comparables (por menos de
una unidad de pKa) a los de meloxicam, lo cual es consistente con las diferencias
observadas en fase gas para estos dos farmacos (Tablas 4.2 y 4.5). Asi mismo, los
derivados de propoxicam exhiben valores de pKa mayores que los de piroxicam en 4 0 6

unidades, lo que es consistente con los datos en fase gas. Interesantemente, el pKal
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macroscopico de estos derivados es comparable a piroxicam, a pesar de que su acidez en
fase gas es menor por unos 30kJ/mol. En esta instancia, parece haber un efecto importante
del disolvente, en donde el tautomero zwitterion se encuentra fuertemente solvatado de tal

forma que contrarresta la débil acidez calculada en fase gas.

Tabla 4.5. Energias de desprotonacion en fase gas y acidez acuosa predicha a 298 K para los
derivados de los oxicams mostrados en la figura 4.6.

Sudoxicam Propoxicam DC(n=1) DC(n=2) Hibrido

AG; (kJ mol™) 964.7 1013.5 1033.3 1054.9 995.7
AG, (kJ mol™) 909.5 970.9 920.7
AG, (kJ mol™) 1298.0 1348.7 1306.0
pK,11 (CPCM) 1.10 0.98 5.10 7.44 8.46
pK,11 (COSMO-RS) 1.16 0.84 3.81 5.83 9.28
pK.12 (CPCM) 0.18 10.55 452
pK,12 (COSMO-RS) -0.76 9.03 4.39
pK.21 (CPCM) 2.38 15.17 3.58
pK.21 (COSMO-RS) 1.97 14.30 4.83
pK.22 (CPCM) 3.29 5.60 7.52
pK,22 (COSMO-RS) 3.89 6.11 9.72
pK,1 (CPCM) 0.13 0.98 5.10 7.44 452
pK.1 (COSMORS) -0.77 0.84 3.81 5.83 4.39
pK.2 (CPCM) 3.34 15.17 7.52
pK,2 (COSMORS) 3.90 14.30 9.72

a

La acidez en solucion se calcul6 usando el esquema de intercambio proténico tomando a
piroxicam como &cido de referencia.
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CAPITULO 5

“Determinacion de la constante de tautomerizacion
del tenoxicam mediante un modelo RMN tedrico-

experimental”
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El célculo de la constante de tautomerizacion de los oxicams recibié una atencion especial
en el presente proyecto, ya que desde el punto de vista practico su determinacion permite
revelar el conjunto completo de micro-equilibrios quimicos (ecuaciones 1.3, 1.4 y 1.5]),
una vez que se establezcan los valores de los equilibrios macroscopicos, que como se ha

mencionado, su determinacion es relativamente sencilla.

Sin embargo, no siempre es posible conocer la constante de tautomerizacion y los métodos
disponibles para su determinacion, estan sustentados en diversas asunciones las cuales no

siempre pueden ser validas (ver seccion 1.3.2).

Por tanto, en el presente proyecto de doctorado nos dispusimos a proponer una alternativa
distinta para calcular la constante de tautomerizacion, basandonos en una propiedad
molecular bastante especifica para cada nucleo atdbmico en una molécula (siempre y cuando
este posea un valor de espin adecuado); el desplazamiento quimico de Resonancia

Magnética Nuclear.

La RMN es una técnica versatil que se utiliza para investigar la estructura molecular y
electronica de compuestos quimicos. Un proceso de intercambio quimico que se aproxima
al limite de velocidad en la escala de RMN, puede exhibir sefiales independientes de cada
una de las especies participantes en el equilibrio, siempre y cuando se manipulen de forma
adecuada las condiciones a las que se lleva a cabo este intercambio; por ejemplo, la
polaridad del disolvente, la cual puede mejorar la diferenciacién de la sefial, favoreciendo
el predominio de una especie sobre las demas si estas poseen momentos dipolares bastante
diferenciados. Se ha utilizado la RMN para identificar a las especies tautoméricas de varios
compuestos [95,96]. No obstante, para determinar el equilibrio entre estas especies es
necesario realizar la determinacion no ambigua de los desplazamientos quimicos
individuales de las especies, lo cual, en principio no es posible, si no se conoce la magnitud

del equilibrio en el medio, qué es precisamente la propiedad que se desea determinar.

Los recientes avances en los métodos de quimica tedrica permiten reproducir de forma muy
precisa los desplazamientos quimicos experimentales, especialmente los desplazamientos
de 3C y 'H, los cuales pueden obtenerse mediante niveles de teoria altos 0 métodos de

funcionales de la densidad [97,98,99,100]. Pueden encontrarse estudios recientes en donde
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se reporta una precision de los desplazamientos quimicos *H, calculados a partir de la teoria
de funcionales de la densidad, menores a 1 ppm, mientras que para **C de unas 3-10 ppm,
dependiendo del método y el conjunto de bases [101,102,103]. Aprovechando la precision
de los calculos de desplazamientos quimicos teoricos respecto a los experimentales,
algunos estudios han analizado las mezclas conformacionales y tautoméricas de varios
compuestos, usando esta propiedad [104,105]. No obstante, la posibilidad de cuantificar a
las poblaciones de las especies presentes en una mezcla conformacional o tautomérica
empleando los desplazamientos quimicos calculados tedricamente conjuntamente con los

experimentales, ain no ha sido explorado (hasta nuestro conocimiento).

En el presente proyecto, nos planteamos la posibilidad de determinar las poblaciones y las
constantes tautoméricas de los oxicams, utilizando tanto los desplazamientos quimicos
calculados mediante métodos tedricos, como los detectados experimentalmente en medios
de diferente polaridad. Para este estudio seleccionamos al farmaco tenoxicam, para el cual
se ha sugerido un tautomero ceto adicional a los tautdmeros enol y zwitterion presentes en

el resto de los oxicams (Figura 5.1).

Debido a la distribucion de cargas en la estructura zwitterion de tenoxicam, ésta mostrara
un momento dipolar mayor que las especies ceto y enol. En consecuencia, se espera que el
zwitterion sea el tautobmero mas abundante en disolventes polares. A medida que la
polaridad del medio disminuya, las poblaciones de los tautomeros ceto y enol deben
incrementarse. No obstante, se ha reportado que la estabilidad relativa del tautdmero enol
es mayor a la del tautémero ceto de los oxicams [21], por tanto es de esperarse que la

proporcion del tautdbmero enol siempre sea mayor que la del ceto.
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Figura 5.1. Especies tautoméricas sugeridas para tenoxicam
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5.1 Determinacion de las poblaciones tautoméricas del tenoxicam.

Si las especies en solucion estan relacionadas mediante equilibrios quimicos de intercambio
muy rapido, la respuesta global a una perturbacion externa estara dada por el promedio de
las respuestas individuales de las especies involucradas en los equilibrios, con un peso
idéntico a la fraccién mol de cada especie. Al punto isoeléctrico del tenoxicam (pH en
donde predominan las especies neutras), las especies neutras zwitterion (Z), enol (E) y ceto
(C) predominan en la solucién, y se encuentran en equilibrio quimico entre si. En estas

circunstancias, el desplazamiento quimico detectado para el i-ntcleo (5, ) proviene de la

contribucion de los desplazamientos individuales de cada tautémero (57,55 ,5°),

ponderado por su correspondiente fraccion mol (%, f%,f¢):

(67%C) =267 + 1565 + 1057 6.

Por tanto, si se conocen los desplazamientos quimicos &;° , 5,5 ,5,° de todos los nucleos

de los tautomeros en cierto disolvente, y el desplazamiento quimico correspondiente al
mismo nucleo de la mezcla tautomérica en el mismo disolvente, podriamos usar la ecuacion
5.1 para calcular la fraccion mol de cada tautomero mediante un andlisis multivariable. No
obstante, como se ha mencionado, generalmente no es posible conocer los desplazamientos
quimicos individuales de cada tautobmero. Este inconveniente puede abordarse usando a los
desplazamientos quimicos tedricos como informacion auxiliar, conjuntamente con los
detectados experimentalmente, para obtener las fracciones mol de los tautébmeros. En estos
términos, las fracciones mol solucién a la ecuacion 5.1, seran aquellas para las cuales la

suma de los residuales cuadraticos toma su valor minimo:

o) ~lra 708w rea 4 )
miny’ P

. (5.2)

En 5.2, N es el numero de los nicleos magneticamente activos considerados, P es el
numero de pardmetros incluidos en el ajuste multivariable y B es el pardmetro de
intercepcion. El estimador B tendria un valor igual a cero si los desplazamientos quimicos

experimentales de cada tautdmero se utilizaran en el ajuste. Asi mismo, las fracciones mol
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f2 f5,fC son los coeficientes de ajuste de este analisis estadistico y deben de satisfacer

las condiciones de fraccion mol: f%,f5, f¢>0,f%+fF+fC=1.

5.2 Metodologia
5.2.1 Métodos teodricos.

Para calcular los desplazamientos quimicos de las especies tautoméricas del tenoxicam se
siguid la siguiente metodologia: Se tomaron las geometrias de minima energia
determinadas en el capituld 3 de la presente tesis de los tautomeros enol y zwitterion. Para
encontrar la estructura de minima energia del tautomero ceto, realizamos un analisis
conformacional similar al realizado para los tautdmeros enol y zwitterion en el capitulo 3
(ver figura 3.2) al nivel B3LYP/6-31+G(d); verificamos que la estructura final
correspondiera a un minimo de energia mediante un analisis de frecuencias vibracionales al
mismo nivel de teoria. A las tres estructuras resultantes (una por cada tautémero) se les
realiz6 una nueva optimizacion de geometria al nivel B3LYP/6311++G(d,p) considerando
el efecto del disolvente mediante el modelo PCM. Los disolventes utilizados fueron
dimetilsulfoxido (DMSO) y agua. Adicionalmente consideramos un medio compuesto por
una mezcla equimolar de DMSO/H,0. Para modelar este sistema se tomo el valor de 64.02
para la constante dieléctrica estatica, 4.9 para la constante dieléctrica a frecuencia infinita,
1.098 g/mL para la densidad [106,107] y un volumen molecular de 3.05 A. Con el fin de
evaluar el efecto de la funcional en la poblacion final de cada especie tautomérica,
calculamos las constantes de apantallamiento con los funcionales de la densidad
PW91[108], B3LYP, O3LYP [50], OLYP, OPBE [109,110,111], y OPW9 [111], los cuales
han demostrado presentar la mejor precision en varios estudios comparativos en el calculo
de desplazamientos quimicos [112,113]. En nuestros calculos de las constantes de
apantallamiento utilizamos el conjunto base 6-311 + + G (d, p) y el esquema Gauge
Invariant Atomic Orbital (GIAO) [114,115], asi como el método PCM para modelar el
medio disolvente. Para obtener el desplazamiento quimico, utilizamos las constantes de
apantallamiento del Tetrametilsilano (TMS) como referencia, calculadas al mismo nivel de

teoria.
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5.2.2 Procedimiento experimental.

Los espectros de RMN se midieron a 298 K en un espectrometro Bruker AVANCE 111 500,
11.7 Tesla, a 500 MHz para las sefiales 'H y a 125MHz para las sefiales **C. Los
desplazamientos quimicos 6 (en ppm) se obtuvieron a partir de una referencia de TMS. Los
espectros HSQC y HMBX nos permitieron realizar la asignacion no ambigua de los
desplazamientos **C. De esta forma se obtuvieron los desplazamientos quimicos *H y *C
para una solucién 10°M de tenoxicam. Para los espectros de *H y **C RMN de tenoxicam
en la solucion equimolar deuterada de DMSO-H,0, 50 mg de Tenoxicam se disolvieron en
1 ml de solucion DMSO-d¢/D,0 4:1 (v/v). Alicuotas de soluciones deuteradas de HCI o
NaOH se afiadieron apropiadamente para cambiar el pH del medio, manteniendo la relacion
equimolar entre disolventes. El espectro de *H RMN de Tenoxicam en agua deuterada, se
obtuvo para una solucién 10° M del farmaco en un sistema compuesto por D,O y &cido
percldrico deuterado (pH = 0,56). El pH se incrementd mediante la adicion de una solucion
de deuteroxido de sodio 0,3 M. Debido a la baja solubilidad del Tenoxicam en D,0, no

pudo registrarse su espectro RMN 3C.

5.3 Resultados
5.3.1 Equilibrios de tautomerizacion del tenoxicam en diferentes medios.

Dado que el uso de la ecuacion 5.1 y la minimizacién de acuerdo a la ecuacién 5.2 requiere
la asignacion experimental no ambigua de los desplazamientos quimicos de la especie
neutra de tenoxicam, la Correlacion Bidimensional Multiple Heteronuclear (2D-HMBC por
sus siglas en inglés) fue usada para realizar la asignacion de los desplazamientos **C del
farmaco (Figura 5.2). En la Tabla 5.1 se muestran los desplazamientos experimentales *H y
3C de los nicleos del tenoxicam, obtenidos en los medios deuterados DMSO DMSO/H,0
y H,0. Puede observarse que existen cambios pequefios pero perceptibles en los
desplazamientos quimicos registrados en los diferentes medios. Asi mismo, puede
observarse que no existe tendencia en el cambio de los desplazamientos quimicos conforme
la polaridad del medio cambia, por ejemplo, a medida que la proporcién de agua se

incrementa, el valor del desplazamiento quimico de H5’ también incrementa, desde 7.31 en
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DMSO hasta 7.45 en H,O. En contraste, el valor del desplazamiento de H6 disminuye con

la cantidad de agua, desde 8.03 en DMSO puro, hasta 7.91 en H,O puro. Asi mismo, el

valor de desplazamiento quimico mas alto para H13 (2.89) se observa en la mezcla

equimolar DMSO/H,0.

‘H6' H4' He H3' H7 HS
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Figura 5.2 Gradientes 2D-HMBC para tenoxicam a pH de 3.7 en la mezcla equimolar DMSO/H,0

Dado que de los funcionales considerados para calcular los desplazamientos quimicos del

tenoxicam, con el funcional de la densidad O3LYP se obtuvieron los menores valores de

residuales cuadraticos, el siguiente analisis de resultados lo realizamos con los

desplazamientos quimicos calculados con este funcional. No obstante, conclusiones muy

similares pueden obtenerse a partir de los desplazamientos quimicos calculados con los

otros funcionales (Tablas 5.2, 5.3y 5.4).
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Tabla 5.1. Desplazamientos quimicos experimentales *H y **C del tenoxicam en los tres medios
estudiados (numeracion correspondiente a la figura 5.1).

8'"H (ppm) §"°C (ppm) @
DMSO  Mezcla H,O  DMSO H,0

3 108.93 108.76
4 163.07 164.92
6 8.03 7.95 7.91 132.73 133.44
7 7.46 7.41 7.46 122.87 123.50
8 137.65 138.03
9 141.70 143.30
13 2.9 2.89 2.96 39.17 39.98
14 165.60 166.06
2' 149.50 149.60
3' 7.73 7.65 7.52 116.10 116.75
4' 8.16 8.19 8.3 143.56 145.51
5 7.31 7.34 7.45 118.43 119.16
6' 8.34 8.28 8.26 140.24 139.37

@Debido a la pobre solubilidad del tenoxicam, los desplazamientos °C NMR no se
determinaron en agua.

En el ajuste multivariable (ecuacién 5.2), utilizando los desplazamientos quimicos &*°C,
observamos (Tabla 5.5) que tanto la solucion de DMSO como la mezcla DMSO/H,0 estan
enriquecidas con el tautomero zwitterion (con fracciones mol de 0.61 y 0.73
respectivamente), mientras que el enol es la segunda especie en abundancia relativa (0.39
en DMSO y 0.27 en DMSO/H,0) y el tautomero ceto no esta presente en los dos medios
(ya que el valor estimado para su poblacion fue practicamente cero). Asi mismo, las
relaciones tautoméricas zwitterion/enol con las cuales se obtuvieron los menores valores de
residuales cuadraticos fueron 1.56 en DMSO (mSRC = 3.730) y 2.70 en DMSO/H,0
DMSO (mSRC = 3.894). Es de notarse que, tal y como se esperaba, la poblacion del
tautdbmero zwitterion aumenta a medida que la cantidad de agua en la mezcla aumenta

también.
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Tabla 5.2. Fracciones mol obtenidas para los tautomeros zwitterion y enol mediante ajuste
multivariable usando los desplazamientos quimicos 8*C calculados con diferentes

funcionales en los medios indicados.

DMSO DMSO/ H,0
B3LYP 053,047 (8.712) 0.65,0.35 (8.660)
O3LYP 0.61,0.39(3.730) 0.73,0.27 (3.864)
OLYP 0.60,0.35(4.116)  0.70,0.23 (4.553)
OPBE 0.65, 0.30 (4.328) 0.75, 0.18 (4.563)
OPW91 0.65,0.30 (4.248)  0.75, 0.18 (4.491)
PW91 0.59, 0.49 (4.868) 0.70, 0.17 (5.280)

Tabla 5.3. Fracciones mol obtenidas para los tautdmeros zwitterion y enol mediante ajuste
multivariable usando los desplazamientos quimicos &'H calculados con diferentes

funcionales en los medios indicados.

DMSO

DMSO/ H;0

H,0

B3LYP 0.64, 0.36 (0.008)
O3LYP 0.65, 0.35 (0.012)
OLYP 0.69, 0.31 (0.018)
OPBE 0.67,0.33 (0.022)
OPWO91 0.66, 0.34 (0.012)
PW91 0.68, 0.32 (0.022)

0.72, 0.28 (0.004)
0.74, 0.26 (0.007)
0.77, 0.23 (0.013)
0.75, 0.25 (0.015)
0.75, 0.25 (0.015)
0.76, 0.24 (0.015)

0.90, 0.10 (0.006)
0.93, 0.07 (0.008)
0.95, 0.05 (0.013)
0.93, 0.07 (0.015)
0.94, 0.06 (0.015)
0.94, 0.06 (0.012)

Tabla 5.4. Fracciones mol obtenidas para los tautomeros zwitterion y enol mediante ajuste
multivariable usando los desplazamientos quimicos &'H calculados con diferentes
funcionales en los medios indicados. No se consideré al tautémero ceto en el analisis

multivariable.

B3LYP
O3LYP
OLYP
OPBE
OPW9I1
PWO1

DMSO

DMSO/ H,0

H.0

0.71, 0.29 (0.020)
0.72, 0.28 (0.021)
0.75, 0.25 (0.027)
0.71, 0.29 (0.029)
0.72, 0.28 (0.021)
0.73, 0.27 (0.030)

0.77, 0.23 (0.009)
0.78, 0.21 (0.011)
0.81, 0.19 (0.016)
0.78, 0.22 (0.017)
0.77, 0.23 (0.027)
0.79, 0.21 (0.018)

0.92, 0.08 (0.006)
0.94, 0.06 (0.008)
0.96, 0.04 (0.013)
0.93, 0.07 (0.014)
0.92, 0.08 (0.030)
0.94, 0.06 (0.012)
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Al usar los desplazamientos quimicos 8'H del tenoxicam en el andlisis estadistico
mencionado, se observa que la poblacion de tautdbmero zwitterion se incrementa con la
cantidad de agua en el medio, tal y como se indico en el analisis de los desplazamientos
83C. Sin embargo, contrario a los resultados obtenidos con los desplazamientos §*°C, la
fraccion mas grande obtenida para tenoxicam con &'H, después de la zwitterion, fue la
fraccion ceto. Las relaciones tautoméricas zwitterion/ceto calculadas fueron 1.86, 2.85 y
13.29 en DMSO, DMSO/H,0 y H,O respectivamente. No obstante, es de notarse que
existen el doble de datos en el anlisis estadistico con 8*3C que con &'H (doce y seis
respectivamente). Adicionalmente, hay mas atomos de carbono en el sitio de
tautomerizacion (C3, C4, C14 y todos los carbonos del anillo piridina) que hidrégeno (s6lo
aquellos hidrégenos contenidos en el anillo piridina). Por estas razones, se consideré que
los resultados con los desplazamientos 8*3C son mas significativos que los obtenidos con
los desplazamientos 8'H. Por tanto, consideramos que es la enol y no la ceto, la especie
que coexiste con la zwitterion en los diferentes medios estudiados. Consecuentemente,
realizamos el andlisis multivariable con los desplazamientos quimicos &'H del tenoxicam,
considerando que s6lo tenemos en solucion a los tautomeros zwitterion y enol. Las
relaciones tautoméricas zwitterion/enol obtenidas mediante esta consideracion son 2.57,
3.55y 15.67 en DMSO, DMSO/H,0 y H,0 respectivamente. Estas difieren a lo mucho en
una parte en diez de las obtenidas cuando el andlisis estadistico se realiza con los

desplazamientos 5"C.

Debido a lo anterior, las relaciones tautoméricas en DMSO (1.56) y en DMSO/H,0
(2.70) las tomamos del anélisis estadistico realizado con los desplazamientos §'*C. Dado
que, debido a la poca solubilidad del tenoxicam en agua, no fue posible registrar sus
desplazamientos quimicos &'°C, la relacién tautomérica zwitterion/enol en solucién acuosa
(15.67) se tomd a partir de los resultados obtenidos en el anélisis estadistico usando los

desplazamientos 5'H registrados en este disolvente.
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Tabla 5.5. Fracciones mol estimadas para los tautomeros Zwitterion (Z), Enol (E) y Ceto
(C) del Tenoxicam en los medios estudiados. Estos resultados fueron obtenidos usando
el funcional O3LYP.

DMSO Mezcla Agua
Z E C Z E C Z E C
83C 0.61 039 000 073 0.27 0.00
8'H 0.65 0.00 035 074 000 026 093 000 0.07
S'H®@ 072 028 - 079 021 - 094 006 -

@ Los desplazamientos quimicos del tautdmero ceto no se consideraron en el analisis
multivariable.

Al comparar los resultados obtenidos a partir de los desplazamientos quimicos calculados
con el funcional O3LYP vy los obtenidos a partir de los desplazamientos quimicos
calculados con los otros funcionales considerados en esta parte del proyecto, observamos
que las constantes de tautomerizacion obtenidas a partir de las fracciones mol calculadas
mediante el andlisis multivariable 5.2, varian muy poco al cambiar el funcional con el cual

se calculen los desplazamientos quimicos de los tautémeros (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Constantes de tautomerizacion obtenidas con los
desplazamientos quimicos calculados con varios funcionales de

la densidad.
Log Kz

DMSO DMSO/H,0 H,0
B3LYP 0.16 0.37 1.06
O3LYP 0.19 0.43 1.19
OLYP 0.18 0.37 1.38
OPBE 0.26 0.48 1.12
OPW91 0.26 0.48 1.06
PW91 0.16 0.37 1.19

5.3.2 Calculo de las constantes microscépicas del tenoxicam en solucion, a partir de su

constante de tautomerizacion.

Como se ha puntualizado en la presente tesis de doctorado, una de las aplicaciones mas

importantes de la constante de tautomerizacion es que conjuntamente con los pKjy’s
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macroscopicos, determinan las anheladas constantes microscopicas de acidez. Las constates
macroscopicas (de acidez) de este farmaco (K.l y Ka2), las determinamos monitoreando la
variacion de los desplazamientos quimicos de tenoxicam al modificar el pH del medio,
tanto en solucion acuosa como en la mezcla equimolar DMSO/H,0. En la figura 5.3 se
muestra la dependencia experimental de los desplazamientos quimicos RMN *H respecto a
la variacion del pH en solucion acuosa para los nucleos de hidrogeno H6, H3’, H4” y HS’
del tenoxicam. La respuesta es la curva tipica sigmoidal que se observa en una valoracion
acido base. Por tanto, usamos los desplazamientos quimicos de los ntcleos H3’, H4* y HS,
medidos a diferentes valores de pH para obtener los valores de las macro-constantes usando
el programa de ajuste estadistico HYPNMR [116]. Los resultados generales se muestran en
la Tabla 5.7. Es de notarse que los resultados de las constantes macroscopicas obtenidos en
este estudio (pK,1=1.36, pK;2=5.46) son comparables con los reportados previamente

mediante otras técnicas experimentales [33].
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Figura 5.3 Cambio de algunos desplazamientos quimicos RMN "H NMR respecto al valor de pH
H6 (®), H3’(®), H4’ (W), H5* (4).

Aprovechando la disponibilidad de las macro-constantes en la mezcla equimolar

DMSO/H,0 reportadas en otro estudio [34], asi como de la constante de tautomerizacion
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aqui calculada, también obtuvimos los valores del conjunto completo de micro-constantes
del tenoxicam en este medio (DMSO/H,0). Las micro-constantes obtenidas en agua las

comparamos con las reportadas por otros autores (Tabla 5.7)

Tabla 5.7. Comparacién de las micro y macro-constantes del tenoxicam en solucion acuosa y en
la mezcla equimolar DMSO-H20 obtenidas en este estudio, con las reportadas por
varios autores.

Solucioén Acuosa Mezcla
Este Este
Ref [34] Ref[33] Ref[41] Ref[36] estudio Ref [34] estudio
pKal 1.34(0.07)*  1.07 1.1 1.08  1.36(0.10)* 1.92(0.15)
pKa2 5.26(0.03)* 5.34 5.12 5.31  5.46(0.04)* 4.42(0.07)
Log K; 2.17 1.46 1.62 1.19 0.10
pKall 1.07 1.12 1.09 1.39 2.18
pKal2 3.24 2.58 2.71 2.58 2.27
pKa2l 5.34 5.1 5.32 5.49 4.68
pKa22 3.17 3.64 3.7 4.29 4.58

% Entre paréntesis la desviacion estandar de los valores obtenidos experimentalmente

Los datos reportados en las referencias [33] y [36] se obtuvieron mediante técnicas
experimentales, haciendo diferentes suposiciones: las constantes de la referencia [33] se
obtuvieron mediante la suposicién de que los efectos electrostaticos que incrementan la
acidez del OH del grupo endlico en piroxicam, son de la misma magnitud que en
tenoxicam, en donde adicionalmente se ha considerado que la K;22 (microscopica) del
piroxicam es de magnitud semejante a la K;2 (macroscépica) del isoxicam y meloxicam
(ver seccion 3.6). En la referencia [36] el valor de K; se obtuvo analizando el efecto de una
gran cantidad de sustituyentes (no susceptibles a desprotonacién) sobre la constante de
acidez K,1 en derivados del tenoxicam, con la finalidad de encontrar al sustituyente que
mejor mimetizara al anillo piridil original, presente en la estructura del farmaco (ver
seccién 3.6). En la tabla 5.7 puede observarse que el valor de logK; aqui obtenido, es muy
similar al de la referencia [36]. Un aspecto de gran importancia en este proyecto, es que la
constante de tautomerizacion de la referencia [41] corresponde a la publicacion realizada
respecto al estudio efectuado en el Capitulo 4 de la presente tesis de doctorado y posee un
valor muy similar al determinado mediante el analisis estadistico propuesto (ver Tabla 5.7),

por lo que se observa una gran consistencia entre los resultados obtenidos con las dos
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metodologias aqui consideradas, las cuales hacen uso de aproximaciones y propiedades

distintas para el calculo de las micro-constantes de los oxicams.
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CAPITULO 6

“Discusion”
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Las propiedades quimicas (como los coeficientes de absorcion UV-Visible y los
desplazamientos quimicos de Resonancia Magnética Nuclear) de los cinco oxicams
considerados en este estudio son muy sensibles al pH y la polaridad del medio. Esta
sensibilidad se debe principalmente a los micro-equilibrios quimicos presentes entre las
diferentes especies prototropicas que poseen estos farmacos. Por tanto, mediante la
manipulacion del pH y el valor de constante dieléctrica del medio, fue posible aislar a
dichas especies y asignarles, de manera no ambigua, una banda de absorcién especifica
para cada una de ellas, apoyandonos en calculos TD-DFT para cada asignacion. Lo anterior
nos permitiod detectar el niUmero de micro-especies quimicas de cada uno de los oxicams,
asi como asociar a cada una de las banda experimental registradas, una estructura de
minima energia para cada micro-especie. Detectamos 4 especies para piroxicam, tenoxicam
meloxicam y lornoxicam; una especie cationica univalente, una especie neutra enol, una
especie neutra zwitterion y una especie anidnica univalente. Para isoxicam solo
encontramos evidencia de la especie enol y anién (univalente). Para ninguno de los oxicams
encontramos evidencia de alguna otra especie 0 estructura (como la conformacién abierta

de piroxicam reportada por algunos autores) adicional a las mencionadas.

Las conformaciones de minima energia encontradas en el estudio de absorcion UV-Visible

se utilizaron para determinar las 5 micro-constantes de los oxicams estudiados:

En primera instancia, determinamos las 4 micro-constantes de acidez mediante los ciclos
termodinamicos directo y de intercambio protdnico. Con el ciclo de intercambio proténico
se obtuvieron en general pK,'s mucho mas préximos a los experimentales, debido a que no
contempla a la especie protén (para la cual hay una gran incertidumbre experimental
respecto a su energia libre de solvatacién) y presumiblemente, debido a una cancelacién
sustancial de errores. De los modelos continuos utilizados, el modelo de disolvente CPCM-
UAKS parece ser el méas conveniente en el célculo de pK,s mediante el ciclo de
intercambio protonico para esta familia de farmacos. La cantidad de micro y macro
equilibrios propuestos en este estudio es consistente con la cantidad de micro-especies
encontradas en el estudio de absorcion UV-Visible. Asi mismo, se obtuvieron valores para
las micro-constantes de cada uno de los oxicams estudiados, comparables con los

reportados en la literatura. Dada la complejidad que implica la determinacién de las micro-
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constantes de acidez, la aplicacion de este tipo de metodologias resulta muy conveniente,
con la limitante de que es necesario disponer de las micro y macro-constantes de un
compuesto de referencia para poder asi calcular las micro-constantes de los otros miembros
de la familia de compuestos, permitiendo incluso, obtener valores de micro-constantes de
acidez confiables para compuestos cuya reactividad &cido-base ain no ha sido explorada
experimentalmente, tal y como se mostr6 en el presente proyecto, con los farmacos

sudoxicam, hibrido de piroxicam-rutaecarpina, propoxicam y sus derivados cuaternarios.

En segunda instancia, con las geometrias de minima energia obtenidas, calculamos la
constante de tautomerizacion de tenoxicam en medios de diferente polaridad mediante un
modelo estadistico de andlisis multivariable, el cual hace uso de los desplazamientos
quimicos detectados experimentalmente, asi como de los obtenidos a partir de la teoria de
funcionales de la densidad. En este estudio encontramos que la especie zwitterion es la méas
abundante en medios polares (H,O) y de media polaridad (DMSO y la mezcla
DMSO/H,0). El tautémero enol coexiste en diferentes proporciones con el zwitterion en
estos medios, pero no encontramos evidencia de la existencia de tautdmero ceto, el cual ha
sido sugerido en otros reportes. Todos estos resultados son totalmente consistentes con los
obtenidos en el estudio de las propiedades de absorcion UV-Visible de los oxicams,
especificamente del tenoxicam, en donde la estructura detectada en medios de alta
polaridad correspondié a la zwitterion, ademas de que no fue necesario considerar un
tautomero ceto, para explicar las bandas de absorcion UV-Visible detectadas para
tenoxicam en los diferentes medios considerados. Por tanto, los resultados obtenidos con el
modelo multivariable propuesto son acordes a lo quimicamente esperado (a medida de que
la polaridad aumenta, aumenta la abundancia relativa de la especie mas polar). Las
constantes de tautomerizacion obtenidas mediante el modelo multivariable propuesto, son
comparables con las reportadas en estudios previos en solucién acuosa. Un aspecto
relevante del modelo utilizado, es que las constantes obtenidas son muy similares
independientemente del funcional utilizado en el calculo de los desplazamientos quimicos

del tenoxicam.

Con base en lo anterior, el modelo de ajuste multivariable propuesto en el presente proyecto

de doctorado, el cual hace uso de los desplazamientos medidos experimentalmente asi
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como de los calculados mediante métodos de la quimica tedrica, parece ser una alternativa
viable para calcular las constantes de tautomerizacion, las cuales son fundamentales para
revelar el total de los micro-equilibrios quimicos presentes en moléculas que presentan
prototropias similares a la de los oxicams, estas moléculas pueden ser incluso otros
farmacos. Este método tiene como Gnicas asunciones las ecuaciones 5.1 y 5.2 (las cuales
son vélidas a concentraciones bajas del farmaco) y aparentemente es casi independiente con
el nivel de teoria con el cual se obtengan los desplazamientos quimicos de las especies
participantes en el equilibrio (Tabla 5.6). Asi mismo, mostramos que una vez determinada
la constante de tautomerizacion (del tenoxicam), la determinacion del resto de las micro-

constantes se convierte en un problema de rutina.

Es de resaltar la similitud que existe entre las constantes microscopicas determinadas
mediante el ciclo termodindmico de intercambio proténico (capitulo 4, Tabla 4.4) y las
calculadas a partir de la constante de tautomerizacion determinada mediante el ajuste
multivariable (capitulo 5, Tabla 5.7), siendo que cada metodologia hace uso de
procedimientos y propiedades totalmente distintas. Estos resultados (los cuales a su vez
estan en buen acuerdo con los reportados en otros estudios experimentales) indican que las
metodologias aqui consideradas son apropiadas para la determinacién de micro-constantes

de equilibrio.

La utilidad de los modelos y procedimientos utilizados en el presente proyecto se hace
evidente, especialmente para el caso de meloxicam, cuya prototropia ha sido un tema de
controversia no resuelto. La manipulacion del medio y el pH nos permitié detectar cuatro
bandas de absorcion distintas, presumiblemente a cuatro especies prototropicas diferentes,
las cuales fueron confirmadas mediante la comparacion de los maximos de absorcion UV-
Visible con las energias de excitacion tedricas calculadas para dichas especies. Empleando
las conformaciones de minima energia para cada especie protropica de meloxicam en el
ciclo termodinamico de intercambio proténico, obtuvimos dos valores de pK, semejantes a
los reportados en la literatura, en los cuales se considera que este farmaco posee un
comportamiento prototropico semejante al mostrado en la figura 1.2. Estas dos evidencias

establecen que el meloxicam posee cuatro micro-especies y 5 micro-equilibrios quimicos.
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Finalmente, reportamos los primeros valores de cada una de las constantes asociadas a estos

micro-equilibrios.
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Conclusiones

En este estudio logramos identificar cada una de las especies prototropicas de los oxicams
involucradas en los micro-equilibrios mostrados en la figura 1.2, mediante un estudio
comparativo de los maximos de absorcion de los oxicams en varios medios, con las
energias de excitacion calculadas en el marco de la TD-DFT. Mediante la aplicacion del
ciclo termodindmico de intercambio proténico calculamos las constantes de acidez,
obteniendo valores semejantes a los reportados en la literatura y corroboramos que las
especies propuestas en el estudio inicial UV-Visible (primera parte del proyecto) son las
involucradas en los micro-equilibrios de los oxicams. Finalmente, propusimos un modelo
NMR tedrico-experimental con el cual fue posible calcular las poblaciones tautoméricas de
tenoxicam, asi como su constante de tautomerizacion en tres medios de diferente polaridad.
Los resultados obtenidos fueron consistentes con la dependencia propuesta en la figura 1.2
del equilibrio de tautomerizacion con la polaridad del medio; a medida que la polaridad del
medio aumenta, la abundancia relativa del tautdbmero zwitterion es mayor. Los resultados
obtenidos para la constante de tautomerizacién en agua son semejantes a los reportados en
estudios previos, asi como al obtenido a partir de las micro-constantes de acidez calculadas
mediante el ciclo de intercambio proténico. Asi mismo, observamos que, mediante el
modelo multivariable utilizado, el valor calculado para el logK, varia muy poco al cambiar
el método de calculo. Mediante la aplicacion de las metodologias aqui propuestas, logramos
revelar el comportamiento prototropico del meloxicam, el cual no habia sido resuelto.
Todos los resultados arriba mencionados, nos permitieron revelar los micro-equilibrios

quimicos en solucion de farmacos de la familia de los oxicams.
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Apéndices
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Apeéndice 1: EI Modelo del Continuo Polarizable

El Modelo Continuo Polarizable es un modelo de solvatacion de un soluto en un disolvente,
formando una solucion extremadamente diluida. En este modelo, el disolvente es
representado por un medio dieléctrico continuo isotropico y uniforme, de constante
dieléctrica €; la molécula del soluto se encuentra dentro de una cavidad la cual esta inmersa

en el medio (disolvente).

Cuando la molécula de soluto es insertada dentro de la cavidad, su distribucion de carga
polariza al medio dieléctrico. Los medio polarizado re-polarizan al soluto, en un complejo
re-arreglo soluto-disolvente, hasta que el equilibrio es alcanzado. En este punto, el proceso
de re-polarizacion ha modificado la distribucion de cargas inicial (en el vacio) de la

molécula del soluto. EI Hamiltoniano electronico efectivo para este sistema es [117]:

fi-) (AL1)

Z ? in in
r:‘f+zze+q) "=H,+d™

i >

Donde ®™ es el potencial de interaccion del soluto con el disolvente. La ecuacion de

Schrodinger asociada a Al.1 es:
H ¥, =E, V¥, (AL.2)

Formalmente, toda la informacion relevante respecto al efecto del disolvente sobre el soluto

se encuentra en la funcion de onda ¥, ; no obstante, tratando al disolvente s6lo como un

medio dieléctrico isotropico lineal, el potencial de interaccion @™ es reducido s6lo a sus
componentes electrostaticas clasicas [117].

La polarizacion del disolvente por el soluto puede expresarse en términos del vector de

polarizacién P(r) para un dieléctrico isotrépico [118]:

P(r)= ‘i‘l;jv%(r) (AL3)
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Donde P(r)es el vector de polarizacion y @, (r) es el potencial electrostatico total, el
cual contiene las contribuciones del potencial electrostatico generado por la distribucion de
cargas de la molécula ®" vy el potencial generado por la polarizacion del medio @7 :

O =" +P° (A1.4)

El potencial electrostatico molecular contiene a su vez, tanto la contribucion de la

distribucion de carga electronica y como de las cargas nucleares:

or =y 24 —jp(x’y’z)dv (AL5)

a rl—a r1—2

donde a denota a los nucleos, i a los electrones del soluto y p(x,y,z) es la densidad de
probabilidad electronica. El potencial generado por la distribucion de cargas del disolvente

®° depende de la forma en que se construya la cavidad. Dos propiedades que debe cumplir
dicha cavidad son: a) debe excluir al disolvente; b) debe reproducir tanto como sea posible,
la forma molecular del soluto. Las cavidades que no respetan esta Gltima condicidn,
generan deformidades en la distribucién de carga del soluto después de la repolarizacién, lo
que se traduce en una mala prediccion de propiedades [117]. Es comdn por tanto, construir
cavidades mediante la superposicion de esferas de Van der Waals de cada uno de los

atomos en la molécula de soluto, multiplicados por un factor de escala (Figura Al).

Figura Al. Cavidad generada para la molécula de hexano mediante la superposicion de esferas de

Van der Waals de sus atomos constituyentes, multiplicadas por un factor de escala de 1.2.
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Una forma de representar el potencial electrostatico debido al medio, una vez generada la
cavidad del disolvente, es mediante el modelo de Cargas Superficiales Aparentes (CSA).
Las cargas se encuentran dispersas en la superficie de la cavidad y generan el potencial

electrostatico [118]:

(DU:IT(_SS)dZS (ALS)
Donde s es la variable de posicion extendida sobre la superficie de la cavidad y o la carga
superficial. En este modelo, una distribucion de carga (aparente) aparece en la superficie
de discontinuidad entre las diferentes regiones del medio dieléctrico (dentro de la cavidad
e=1y fuera de la cavidad e=¢). Dicha distribucion de carga puede expresarse en términos de
la diferencia en los vectores de polarizacion por unidad de volumen dentro de la cavidad
(P1) y fuera de la cavidad (P) [118]:

0= _(Pl - Pz)' Th? (AL.7)

Donde 71, es la normal de la region uno a la dos. Ambos vectores de polarizacion (P1y Py)
pueden obtenerse a partir de 1.3, no obstante, la polarizacion del medio dentro de la cavidad
es nula (dentro de la cavidad el soluto se encuentra al vacio y el disolvente ha quedado
excluido) [117]. Tomando en cuenta esta consideracion en Al.7, e insertando Al.4 en
Al.3, la carga superficial aparente esta dada por la siguiente expresion:

1

O-(S):Z;g :5—18((I)M +CD")

Are on

voM =

(A1.8)

con n como el vector perpendicular a la superficie con direccion fuera de la cavidad.
Finalmente, insertando A1.8 en Al.3 se obtiene la contribucién del disolvente al potencial
de interaccion total. Una forma de simplificar el tratamiento del potencial electrostatico
ALl.6 es dividir la superficie de la cavidad en pequefios elementos de area, los cuales poseen
una carga discreta situada en su centro. Estas cargas son comunmente llamadas tesituras
(Figura A2) [118].
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Figura A2. Cargas discretas esparcidas al exterior de la cavidad generada para la molécula de

hexano.

Entre mayor tesituras se utilicen para representar el medio, se obtendra un mejor potencial
de interaccion. En estos términos el potencial debido a la polarizacion del medio tiene la

siguiente expresion:

D7 =) Q (A1.9)

Donde Qx es la carga de la k-esima tesitura y S es su posicion. Empleando A1.8, la carga

de la tesitura es:
e-1 elec e-1 M c
Q = o AVW™ n == o AKV(CD +0 ) M (A1.10)

En AL1.10, A es el area de la tesitura y 7 es el vector perpendicular a cada elemento de
superficie en los que se ha dividido la cavidad. Los valores de las cargas obtenidos
mediante A1.10 se utilizan para obtener el potencial electrostético del disolvente (A1.9) y

el potencial de interaccion total:

oM =Z<D”(ri )+>.Z,®°(r,) (A1.11)

Las ecuaciones Al.l, A1.9 y ALl.10 se encuentran acopladas y deben de resolverse
mediante el método iterativo autoconsistente (la carga de la tesitura depende del potencial
electrostatico total, el cual depende de la distribucion de cargas del soluto méas la

distribucion de cargas de las tesituras; la distribucion de cargas del soluto se obtiene a partir
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de la funcion de onda de la molécula polarizada por el disolvente). Inicialmente se
considera que el potencial electrostatico total (®*") corresponde al potencial electrostatico

molecular ®" (despreciando la contribucion inicial del potencial de polarizacion del
disolvente) y posteriormente se calcula la carga de la tesitura mediante A1.10 con dicho

potencial. Con esta carga es posible calcular un valor para el potencial de polarizacion del

disolvente ®” mediante A1.9 y posteriormente, un nuevo potencial electrostatico total

(sumandole el de la molécula en el vacio) para calcular una nueva carga Qx y un nuevo

potencial ®°, hasta alcanzar la convergencia en las cargas [117]. Con las nuevas cargas de
las tesituras y con la distribucion de cargas de la molécula se obtiene el potencial de
interaccion total (Al.11), el cual es utilizado para obtener una nueva funcién de onda
molecular, resolviendo el problema de valores propios para el Hamiltoniano Al.1. Con la
nueva funcién de onda se genera un nuevo potencial electrostatico molecular para iniciar
nuevamente el ciclo. Al finalizar la convergencia se obtiene una funcion de onda
electronica que contiene la contribucion electrostatica del efecto del disolvente sobre el

soluto.

El modelo COSMO [119] es muy similar al PCM en el sentido en que construye una
cavidad con la forma molecular del soluto y que sitGa cargas superficiales esparcidas sobre
la superficie de dicha cavidad. No obstante, para determinar la magnitud de la carga de
cada tesitura se considera que dicha carga corresponde a la de un conductor eléctrico y no a

la de un dieléctrico; posteriormente, las cargas se multiplican por la funcion (s-1)/(s —k)

para aproximarlas a las de un dieléctrico. Se ha determinado que la constante k depende de
la forma de la cavidad, asi como de la distribucion de las cargas aparentes en la superficie
de dicha cavidad. Se recomienda k=0.5 para solutos eléctricamente neutros y k=0 para

iones.
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Apéndice 2: La Teoria de Funcionales de la Densidad

Dependiente del Tiempo.

La Teoria de Funcionales de la Densidad Dependiente del Tiempo (TD-DFT) extiende las
ideas basicas de la Teoria de Funcionales de la Densidad en el estado fundamental, al
tratamiento de excitaciones y de los més generales fendmenos dependientes del tiempo. La

variable béasica de la TD-DFT es la densidad electrénica de un cuerpo 7(r,t), dependiente

del espacio y del tiempo. Las ventajas son idénticas respecto al caso independiente del
tiempo: La funcion de onda de muchos cuerpos, dependiente de las 3N coordenadas
electrénicas, es un objeto matematico muy complejo, mientras que la densidad es una
funcioén sélo de las 3 coordenadas espaciales (mas el tiempo). Es posible obtener 7(r,t) a
partir de un sistema ficticio de electrones no interactuantes, el modelo de Kohn-Sham.
Dichos electrones sienten el potencial efectivo de Kohn-Sham dependiente del tiempo. No
obstante, las soluciones de las ecuaciones de Kohn-Sham no se obtienen a partir de un
principio variacional, si no a partir de un punto estacionario determinado por la accion

mecanico-cuantica.

De forma general, un sistema de N electrones obedece la ecuacién de Schrodinger

Independiente del Tiempo
. 0
|a\y(ri,t)=H(ri,t)\P(ri,t) (A2.1)

Donde r;j son los grados de libertad espaciales y de espin de la i-ésima particula del sistema.

El Hamiltoniano electronico H(r,,t) dependiente del tiempo (bajo la aproximacion de

Born Oppenheimer) puede escribirse de la forma:
H(r,t)=T(r)+W(r)+V, . (r t) (A2.2)

El primer término de la derecha corresponde a la energia cinética de los electrones,
mientras que el segundo a las interacciones electron-electrén. Adicionalmente, los
electrones del sistema se encuentran bajo la influencia del potencial dependiente del tiempo

V., (r,t). El Hamiltoniano A2.2 es bastante general, por lo que describe la gran mayoria de
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los fendmenos quimicos, incluyendo &tomos, moléculas y sélidos en campos

electromagnéticos arbitrarios y dependientes del tiempo.

En el caso independiente del tiempo, el estado fundamental de un sistema mecéanico-

cuantico puede determinarse mediante la minimizacion del funcional de la energia:
Elp]= [z (A2.3)

En contraparte, en el caso dependiente del tiempo no existe un principio variacional en
base a la energia total, dado que en este tipo de sistemas, la energia no es una propiedad que
se conserve. En lugar de buscar una solucion en el estado de minima energia, la solucion en
el sistema dependiente del tiempo podra encontrarse en un punto estacionario; dicho punto

estacionario esta dado por la accion mecanico-cuantica [120]:
t, .0
Afg]= [ dt[ gt >{n il )}é(t )dr (A2.4)

La funcion ¢ bajo la cual A[¢]:O corresponde al punto estacionario. Consecuentemente,

es posible encontrar una solucion a la ecuacion de Schrédinger A2.1 mediante la accién
A2.4,

La solucion de un sistema dependiente del tiempo mediante la TD-DFT se obtiene a partir

de una densidad 77(r,t); para lo cual, en analogia a los teoremas de Hohenberg y Kohn, es
necesario establecer un mapeo entre la densidad 7(r,t) y el potencial externo V. (r,t)

(conocer la densidad es suficiente para determinar al potencial externo). No obstante,
cualquier solucion en términos de dicha densidad, debe estar construida a partir de la accién
A2.4. Asi mismo, dado que la forma del funcional relacionado a las interacciones electron-
electron es aln desconocido, es necesario construir un sistema ficticio cuya densidad
reproduzca exactamente la densidad real (en analogia que en el caso fundamental),
estableciendo asi, ecuaciones tipo Kohn-Sham dependientes del tiempo. Estos tres aspectos

son fundamentales para obtener una solucién a partir de la densidad 7(r,t) y estan

asentados en los teoremas de Runge y Gross [121], los cuales son una extension a los

teoremas de Hohenberg y Kohn, para sistemas dependientes del tiempo:
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-Primer teorema de la TD-DFT: Para cualquier potencial de una particula o(r,t), el cual
puede expandirse en series de Taylor alrededor de t=t,, el mapeo o(r,t) — n(r,t)se
encuentra definido resolviendo la ecuacién de Schrédinger dependiente del tiempo, con un
estado inicial #(t,)=¢, y calculando las correspondientes densidades 7(r,t). Este

mapeo puede invertirse hasta una funcién dependiente del tiempo C(t), la cual es

meramente aditiva.

Por tanto, excepto por el requisito de ser expandible en serie de Taylor alrededor de t=t,, no
existe ninguna restriccion respecto a los potenciales externos admisibles. Asi mismo se
establece al problema dependiente del tiempo, como un problema de valores iniciales. El
valor inicial generalmente escogido es la densidad del estado fundamental. Este teorema es
considerado como el teorema fundamental de la TD-DFT, no obstante existen dos teoremas
indispensables para obtener una solucion practica al problema de muchos cuerpos

interactuantes expuestos a un potencial externo dependiente del tiempo [121]:

-Segundo teorema de la TD-DFT: La integral de accion puede ser representada como un

funcional de la densidad A[7].

Aly]= B[n]—j;ldtjn(r,t)u(r,t)dr (A2.5)

Donde B[ 7] es el funcional universal de la densidad dependiente del tiempo. A[7] tiene

un punto estacionario en la densidad exacta del sistema, por lo tanto, la densidad exacta

puede determinarse mediante la ecuacion de Euler:

oAln]
i =0 (A2.6)

-Tercer teorema de la TD-DFT: La densidad exacta del sistema dependiente del tiempo

puede obtenerse mediante:

n(r.t)=2 4 (r.ty(r.t) (A2.7)
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donde los orbitales de una particula ¢(r,t) satisfacen la ecuacion de Schrodinger

independiente del tiempo:

[i§t+;vzj¢,—(r,t)=vef [rt.n(r ), (r 1) (A238)

y el potencial efectivo de un cuerpo v, [rt,7(r,t)] esta dado como:

Oy [rt.n(r,0)]=o(r )+ [7(r,tw(r,rdz+o,(r,t) (A2.9)
Con:
_ A
ch(r!t)_ m (A210)

siendow(r,r) el término de interaccion electronica meramente electrostatica, cuyo analogo

en la TFD del estado fundamental es el funcional de interaccion Coulémbica; Ay es el
término de intercambio y correlacion de la accién, cuya expresion es desconocida. El
potencial A2.9 corresponde al potencial efectivo de Kohn-Sham para sistemas dependientes
del tiempo [121].

TD-DFT de Respuesta Lineal

La ecuacion A2.8 es muy compleja de resolver, incluso si el potencial A2.10 fuera
conocido. No obstante, en las circunstancias en donde la perturbacion debida al potencial
externo es pequefia, no es necesario resolver todas las ecuaciones de Kohn-Sham
dependientes del tiempo A2.8. En lugar de ello, es posible utilizar la teoria de
perturbaciones para determinar el comportamiento del sistema. En estos términos se
considera que la densidad cambia de forma lineal con la perturbacion a lo que se determina
respuesta lineal. La TD-DFT de respuesta lineal (LR) es el esquema més utilizado para el
calculo de propiedades Opticas, por ejemplo, las transiciones electronicas relacionadas al

espectro de absorcion UV-Visible de moléculas.
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En primera instancia se supone que a t<tp el potencial dependiente del tiempo es cero, lo

que implica que el potencial externo corresponde Ginicamente al potencial nuclear v, por

lo que el sistema se encuentra en su estado fundamental con densidad 7). Al tiempo to se
activa la perturbacion v,, de tal forma que el potencial externo total es v, = v+, En

estos términos, v, generard un cambio en la densidad inicial. Por tanto (si la perturbacion es

muy pequefia), es posible expandir a la densidad en series perturbativas respecto al
potencial perturbativo:

n(r, =) +79(r,t)+7?(r,t)+... (A2.11)

Donde n(l)(r,t) es la componente de la densidad total 7(r,t) que depende de forma
lineal a 0, n?(r,t) depende cuadraticamente (a »%)), etc. Dado que hemos establecido

que el potencial dependiente del tiempo es muy débil, su perturbacién al estado n(o)(r)

también es débil, por lo que truncaremos a la serie A2.11 sélo al término de primer orden,

Cuya expresion es:
nY(rt)= j Z20r,r t=t )W )ddr (A2.12)

La cantidad y es la funcion de respuesta lineal densidad-densidad, la cual depende del
intervalo t-¢’, siendo t el tiempo de medicion y ¢’ el tiempo en el cual se lleva a cabo la
perturbacién. Adicionalmente, el sistema depende separadamente en el punto r de medicion

y en el punto r’ de perturbacion.

Transformando a la funcion de respuesta lineal del espacio de tiempo al espacio de

frecuencias @ obtenemos:
n(l)(r,t):J.;((r,r' ) (r w)dr (A2.13)

La evaluacion de dicha cantidad mediante teoria de perturbaciones es computacionalmente
muy demandante, no obstante, es posible recurrir a la TD-DFT para simplificar el proceso.

En el régimen de Kohn-Sham, la densidad del sistema de cuerpos interactuantes se obtiene
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a partir de un sistema ficticio de cuerpos sin interaccion. Por tanto, podemos obtener la
respuesta lineal A2.13 para un sistema Kohn-Sham (de electrones que no interacttan):

n(r )= zes(r.F @)W(r o) (A2.14)

La funcién de respuesta en A2.14 corresponde a la de un sistema ficticio de electrones no
interactuantes, la cual, consecuentemente, es mucho més fécil de calcular. Dicha funcion de
respuesta puede expresarse en términos de los orbitales no perturbados de Kohn-Sham
[120]:

;()e; (F g (r o (r)
a)—(gj —gk)+i77

ZKs(r,r',w)i!LrgZ(fk—f,-) (A2.15)
jk

Donde f,, es el nimero de ocupacion de m-esimo orbital en el estado fundamental de

Kohn-Sham.

El potencial v} en A2.14 contiene solo las contribuciones lineales de la dependencia del

potencial efectivo de Kohn-Sham respecto a la perturbacion:

ol =o¥(r 1)+ 0, (r ) +0(r t)

oW(rt)=0%(r t)
ola(r,t)=[7(r tw(r,r )d°r

ov, (r,t - .
o(r t)= jmjﬁ;@(r it )dr (A2.16)
Definiendo el Kernel fy,
ov,.(r,t)

f.(r.tr.t)= (A2.17)

on(r.t)

utilizando A2.17 y A2.14 y transformando al espacio de frecuencias, la perturbacion lineal

de la densidad del sistema de Kohn-Sham es:
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n(rt)= Isz(r,r' L W(r )
+ [z (rox @) w(r P )+ £ (01 o) (r tdr A2.18)

Mediante A2.13 y A2.18, la funcion de respuesta lineal del sistema interactuante en el

régimen de Kohn-Sham es:

Zes(1F @) = 2 (17 ,0)+ A% 2(r X @)W(r i )+ £ (4P @)z (X 7 0 )
(A2.19)

La ecuacion A2.19 es formalmente la representacion exacta de la funcidén de respuesta
lineal en el sentido de que si disponemos del potencial exacto de Kohn-Sham, con la

solucion autoconsistente de A2.19 se obtiene la funcion de respuesta y del sistema

interactuante.

Es conveniente escribir a la funcién de respuesta A2.19 en términos de la representacion de
Lehman [120]:

<j ¥on(r )\Pmdr><j ¥on(r )\Pmdr> <j ¥n(r )\Pmdr><j ¥on(r )‘"Pmdl'>

] — I' -
Zes(r,r o) ULTJZm: w—(E, —E,)+in o—(E, —E,)+in

(A2.20)

en donde ¥, es la funcion del estado fundamental y {\Pm} es el conjunto completo de

estados con energia E,, . La expresion A2.20 para la funcion de respuesta tiene polos en las

frecuencias correspondientes a las excitaciones electronicas del sistema interactuante:

Q=E, -E, (A2.21)

Dado que el potencial externo no tiene polos, esto implica que n(l)(r' ) tiene polos en las

excitaciones electronicas del sistema. En el mismo sentido la densidad de respuesta lineal
del sistema Kohn-Sham tiene polos en las excitaciones del sistema sin interacciones

electron-electron:

Ac=¢g;—¢& (A2.22)
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Debido a esta estructura de polos, es posible realizar una expansion de la funcion de

respuesta en series de Laurent alrededor de las energias de excitacion:

Z(f _f )@,o(”%o(r )Py (1 )(Dko(r)

Zis (1,1 @)=1im
w—(g ek)+|77

n—+0

+ 6rdenes superiores  (A2.23)

Despreciando los términos de orden superior, se obtiene la aproximacion monopolar a las

energias de excitacion (SPA, por sus siglas en ingles) [120]:
Q=As+K(As) (A2.24)

Siendo K(Aeg) una correccion dada por:

K(A2)=2 [ @10 ()@jo (1 oo (1 g (1) [W(r 1 )+ (X, As ) rd®r
(A2.25)

Se ha documentado que mediante la SPA se obtienen energias de excitacion comparables a

las experimentales tanto para atomos como para moléculas.

Espectroscopia electrénica; Fuerza del oscilador

Cuando una transicion electronica ocurre en una molécula, los nacleos son sometidos a un
cambio en la fuerza Coulémbica, como resultado de la redistribucion electronica que
acompafa a la transicion. En consecuencia, los nucleos sufren un cambio en sus modos
vibracionales, por lo que un espectro de absorcidn electronico de una molécula genera un
conjunto caracteristico de niveles de energia vibracionales asociados a cada transicion. Un

estado vibracional y electronico especifico es denominado estado vibronico [122].

Dado que la masa del electron es muy pequefia respecto a la del ndcleo, la transicion
electronica ocurre dentro de un marco de ndcleos fijos. Por tanto, las posiciones nucleares
permanecen inalteradas durante la transicion, pero sufren una redistribucion, una vez que
los electrones adoptan la nueva configuracion. En consecuencia, la molécula posee otra
curva de energia potencial la cual se encuentra en un nivel mas alto en energia, en relacion

al estado no excitado. En estos términos, durante la transicion electronica las distancias
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internucleares permanecen practicamente inalteradas, por lo que en el instante posterior a la
transicién, la molécula no se encuentra en un minimo de su superficie de energia potencial

(del estado excitado). Este tipo de transiciones son denominadas verticales [122].

El principio de Franck-Condon establece que una transicion desde el estado electrénico mas
bajo en su respectivo estado vibracional, ocurre hacia el estado electronico excitado, cuyo

estado vibracional sea el que mas se asemeje al del estado fundamental [123].

La descripcion mecanico-cuantica de la transicion vibrénica se basa en la evaluacion del
momento dipolar de transicion entre el estado vibronico fundamental y un estado vibrénico
mas alto en energia [122,123]. El operador del momento dipolar eléctrico de una molécula

depende de la distribucidn de cargas nucleares y electronicas:

p=—eY 5+ Z,R, = A, + My (A2.26)

Dentro de la aproximacion Born-Oppenhaimer el estado vibronico estd descrito por la

funcion de onda W(r,R)=Y.(r;R)¥, (R) donde r y R denotan las coordenadas
electronicas y nucleares respectivamente, mientras que ‘P, (r;R)es la funcion electronica y

Y (R) la funcion nuclear. La transicion desde un estado electronico ¢ en su estado

vibracional v, hasta el estado electrénico €’ en su estado vibracional v’ es:

[w(r.R)aw (r R)dz = [ [ 2] (r;R)W, (R)(, + 2, ¥, (r;R)¥,' (R)dz,d7,,
J“P(r,R)ﬂ‘I"(r,R)dr:IT:(R)TU'(R)<_[‘P:(r;R),ae‘Pg'(r;R)drg>drN
+j‘P:(R),aN‘PU'(R)<J"P:(r;R)‘I’g'(r;R)drg>drN (A2.27)

Las funciones de onda ¥, (r;R) y W.'(r;R) (del estado vibronico fundamental y del

estado vibronico excitado, respectivamente) son funciones propias del Hamiltoniano
electronico, con diferente valor propio y por tanto, son ortogonales entre si, por tanto, la
segunda integral en A2.27 desaparece. En estas circunstancias el momento dipolar de

transicion se expresa como:
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K725 df=j\11;(R)qg'(R)<j\P;(r; R),ae‘Pg'(r;R)df£>drN (A2.28)

La integral I‘P:(R)‘PU'(R)drN en A2.28 corresponde al traslape entre dos estados

vibronicos particulares. La transicion entre los momentos dipolares de dos estados
vibrdnicos sera mas intensa mientras mayor sea dicho traslape. El cuadrado de la integral

de traslape ente dos estados vibronicos es conocido como factor de Franck-Condon.

Asi mismo, la integral entre corchetes en A2.28 es proporcional a la intensidad de una
transicion electrénica. En términos de estd integral se define a la fuerza del oscilador f,
como la relacion entre la probabilidad para que se lleve a cabo la transicion electronica en
cuestion, respecto a la probabilidad de una transicion de referencia correspondiente a la de
un oscilador isotrépico tridimensional en la que uno de los nimeros cuénticos vibracionales
vy 0 vy 0 vz, cambia de 0 a 1. El oscilador se considera armoénico, con carga y masa igual a la
del electrén y frecuencia vibracional igual a la frecuencia de la transicion electrénica en
cuestion. La fuerza del oscilador tiene la siguiente expresion [123]:

2
A PR GLI AR GLI (A2.29)

3he?

Donde m. es la masa del electron, v la frecuencia asociada a la transicion y h la constante de
Planck. Entre mayor es la fuerza del oscilador asociada a una transicién entre dos niveles

electrénicos, mas intensa esta sera.

Es posible relacionar a la fuerza del oscilador con el coeficiente de absortividad molar A

asociado a alguna transicion electronica especifica [124]:

f= (“E“efojA (A2.30)
€
A

siendo c la velocidad de la luz, & la permisividad eléctrica del vacio y Na el numero de

Avogadro. Asignandole su valor respectivo a cada constante fundamental, la relacion entre

la fuerza del oscilador y el coeficiente de absortividad molar puede expresarse como:

f =6.257x10*° A(m?mol *s™*) (A2.31)
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Apéndice 3: Marco teodrico de los desplazamientos

guimicos de Resonancia Magnética Nuclear.

La Resonancia Magnética Nuclear corresponde a una respuesta de las moléculas (y solidos)
magnéticamente activas; principalmente de aquellas que presentan momento angular de
espin neto diferente de cero. EI momento angular de espin de una particula (cargada) le

confiere un momento magnético.

Por tanto, cuando un ndcleo no posee un numero par tanto de protones como de neutrones,
los espines de las particulas en el nlcleo no se cancelan, por lo que este tendrd& momento

magnético asociado, el cual es proporcional a su momento angular de espin:
p=rM (A3.1)

siendo # el momento magnético, M el momento angular de espin y y,la relacion
giromagnética nuclear, la cual es especifica para cada tipo de nicleo. Dado que los posibles
valores propios del momento angular de espin son M =7zm_ con mg=+1/2 (o)) y ms =-1/2
(@), el momento magnético nuclear esta dado por u =y, im,. Asi mismo, la energia E de
un momento magnético i en un campo magnético externo B es E = 4B [124]; por tanto,

es posible obtener la energia de un estado particular de espin en un campo magnético

mediante:
E =y,im.B; E, =yyhoB E, =y1/B (A3.2)

En ausencia del campo, los estados con diferente espin estan degenerados, pero en
presencia de este, la degeneracion es removida. En estas circunstancias, la brecha de

energia entre los estados de espin es:

AE=E, —E, =(1/2)y,hB—(-1/ 2))y\ 1B = y, 2h B=hv (A3.3)
T
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De donde se obtiene:
V=7 B (A3.4)
27

En A3.4, v es denominada frecuencia de resonancia [125] y determina la energia

electromagnética necesaria para realizar la transicion entre los niveles de espin nucleares.

Un efecto adicional del campo magnético externo, es que este perturba el momento angular
orbital de los electrones, lo que genera una corriente electrénica la cual produce un campo
magnético inducido adicional Bjng (Figura A3.2). Cuando el campo magnético aplicado es

homogéneo y la molécula irradiada se encuentra en libre rotacion (estado gaseoso o

liquido), la relacion del campo aplicado (externo) con el inducido es B, ;, =—oB,,, siendo

o la constante de apantallamiento. Por tanto, el campo que experimenta un nucleo a

nivel local es:
BIoc = _OBapI + Bapl = Bapl(l_o_) (A35)
/\ m\
,,,,,, E—==3 LH

By \—//"m.!m-ni\,\_/

Figura A3.2. Representacion del campo electrénico inducido por la aplicacion de un campo

magnético externo sobre una molécula de etileno.

La frecuencia de resonancia de un nucleo que experimenta el efecto de los campos
magnéticos aplicado e inducido, puede expresarse en términos de la constante de

apantallamiento o:
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Ba
v=re(1-0) (A3.6)

Dado que la relacion giromagnética y, es una constante para cada nucleo y que la magnitud

del campo externo es una propiedad impuesta, sera posible establecer la frecuencia de
resonancia, una vez que la constante de apantallamiento sea determinada. No obstante, para
obtener el valor de dicha constante es necesario conocer la estructura electronica de la
molécula, asi como determinar como el campo magnético aplicado modifica a dicha

estructura.

Adicionalmente, dado que por lo general la estructura electronica de una molécula es no
homogénea, cada ndcleo (sin importar que se trate del mismo elemento), tendra un valor

distinto de constante de apantallamiento, asi como una frecuencia de resonancia especifica:

Ba
Vi =7y 2;' (1-0,) (A3.7)

Para formular los operadores correspondientes a la perturbacion del campo magnético sobre

la estructura electronica de la molécula, es conveniente expresar al campo magnético B,

en términos de su vector potencial A,, [126]
Bt =V % Ag (A3.8)

En primera instancia es necesario considerar que la induccion de un flujo de electrones por
influencia del campo magnético externo implica un cambio en la energia cinética de dichos
electrones. Para representar este efecto, se formula un operador de energia cinética distinto
al de una molécula en ausencia del campo; este operador es denominado operador de

momento cinético [127] y tiene la siguiente expresion:

==Vi+Aq (A3.9)

Considerando el operador de momento cinetico, el Hamiltoniano electronico de una

molécula en un campo magnético es:

José Marco Antonio Franco Pérez Pagina 122



Estudio teodrico de los equilibrios en solucion de farmacos de la famihia de los Oxicams

2

H = ’?Zi+\7 (A3.10)

donde V representa las interacciones electrostaticas electron-electron y electrén-ntcleo.

Asi mismo, dado que la presencia del campo magnético aplicado remueve la degeneracion
de los estados de espin nucleares, el momento magnético asociado al momento angular de
espin de cada uno de los nucleos también induce el flujo de electrones. Por tanto, el vector

potencial A, debe contener ambas contribuciones; A, = A, + Ay, donde A ) es el vector

potencial del campo magnético aplicado (externo) y A, :ZAK es el vector potencial
K

asociado al campo magnético generado por el momento magnético de cada uno de los K
ndcleos (magnéticamente activos) de la molécula. Contemplando estos efectos, el
Hamiltoniano electrénico perturbado por el campo magnético aplicado y el generado por

los momentos magnéticos nucleares es:

H =[;j[p2 + peA+(eA)’ + peA, +e*AA +(eA, )2]+V

H=H, +£peA+£(eA)2 +Z£ peA, +Z:£e2AAK +Z:Z:1(32AKAL
2 2 K 2 K 2 K 2

K#L

H=H,+H,+ I—'IZO+ZI—'|O1K +ZI—'|11K +ZZI—'IO2KL (A3.11)
K K K

K#L

Recurriendo a la teoria de perturbaciones independiente del tiempo para estados no
degenerados se tiene:

E=Ey+E+Ep+ > Ep + D By +> > Epp
K K K

K=#L

P=@Py+Pro TPyt Z(DOJK + Z(ollK + ZZ(DOZKL (A3.12)
K K

K K=L

donde E, es la energia del sistema no perturbado, E,, corresponde a la perturbacion de

primer orden en el campo magnético aplicado y de orden cero en los momentos magnéticos

nucleares, E,, es la perturbacion de segundo orden debida al campo magnético aplicado y

de orden cero debida a los momentos magnéticos nucleares, E,, es el conjunto de
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perturbaciones de primer orden debidas al momento magnético de cada uno de los K
ndcleos, E;, son el conjunto de perturbaciones debidas al campo magnético aplicado vy al
momento magnético de cada uno de los nucleos, y E,, es el conjunto de perturbaciones de

segundo orden debidas al momento magnético de cada uno de los nucleos en la molécula.
La contribucion de las perturbaciones de orden mayor a dos son despreciables [127]. La

energia de cada perturbacion tiene la siguiente expresion:

E, = I¢0Ho¢od7
Eo= I¢0H01¢odf
Ey = I(POH 20Pod7 — Z <J. ¢0H10¢nmd7><j ¢an10q)0dT>

n,m=0,1;Vn+m>0

E01K :j(”onK(PodT

B = J'¢0H11K (Podf_z{ Z <I¢0H10¢nmd7><J‘¢an01K(PodT>}

n,m=0,1;Vn+m>0

EozK :J.(Doﬂoz,( (Dodr_z{ Z Z<J.¢OH01K (and7><v|-¢an01L§DodT>} (A3.13)

n,m=0,1;¥n+m>0 L

Si la molécula no posee electrones desapareados, se demuestra que tanto E,, como E;, son

iguales a cero [127]. En esta situacion, la energia de la molécula en un campo magnético es:
E=E,+E,,+E;+Ej, (A3.14)

Para identificar a cada contribucion de la energia (perturbada), expandimos dicha energia
como una serie de potencias en términos del campo aplicado y de los momentos magnéticos

nucleares (que son los dos tipos de perturbaciones):

1 1
E=E,+ > B.piE20Bapt + D BapErutt + EZ > uEoptty + ... (A3.15)
K K

K#L

en donde:

_d’E(BM) _d’E(B,M) . _d*E(B,M)

= A3.16
dB? " dBdM, % dM, dM, (A3.16)

EZO
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Cada una de estas derivadas parciales esta relacionada con algunas propiedades magnéticas

moleculares, las cuales discutiremos a continuacion.

Propiedades Magnéticas Moleculares.

Existen propiedades relacionadas con la respuesta de una molécula (en este caso
considerando sélo moléculas de capa cerrada) a un campo magnético aplicado. Estas
propiedades estan definidas en términos de las segundas derivadas A3.16, por lo que se les
conoce como propiedades de respuesta de segundo orden. Una de estas propiedades es la

susceptibilidad magnética y la cual representa la facilidad de una molécula para

magnetizarse (inducirle dipolos magnéticos) en presencia de un campo magnético externo,
independientemente si ésta posee dipolos magnéticos permanentes. Otra propiedad de
importancia es la constante de apantallamiento o, de la cual ya hemos discutido.
Finalmente, las constantes de acoplamiento J estan relacionada con el acoplamiento entre
el momento magnético de cada uno de los nucleos de la molécula, generados por la
interaccion de su momento angular de espin con el campo magnético aplicado. Por tanto,
cada propiedad esta relacionada con los distintos acoplamientos (por pares) entre el campo
magnético aplicado, el campo magnético generado por los ndcleos y el momento angular
orbital de los electrones. Para establecer las expresiones relacionadas a cada una de estas
propiedades, es necesario realizar un andlisis de la energia asociada a cada acoplamiento.

El primer acoplamiento a considerar es el relacionado con el momento angular orbital y el
campo magnético aplicado, el cual induce el flujo electrénico. La energia relacionada a la

induccion de un dipolo mediante una induccion magnética B, en donde dicha induccion se
. 1 : - ,
incrementa desde 0 hasta B, es E = —ch-ﬂz; siendo & la magnetizabilidad de la molécula.

Adicionalmente, considerando que la relaciéon entre la induccién magnética y el campo

aplicado es g =B, , con A como la permisividad magnética del medio, la energia de

apl

induccion es:

E= —55/12 BZ, (A3.17)
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Para una molécula en libre rotacion, la permisividad y la magnetizabilidad de la molécula,

dan origen a la susceptibilidad magnética y, en donde si dicha susceptibilidad es lo
suficientemente pequefia ( y <<1), ésta puede obtenerse mediante y =&4,, siendo A, la

permisividad magnética del vacio. Utilizando esta igualdad y la ecuacion A3.17, la energia

de induccion de un campo sobre una molécula puede expresarse como:
1
E= > B /Bapi (A3.18)

El segundo acoplamiento corresponde a la interaccion de los momentos magnéticos
nucleares con el campo total, para lo cual debemos considerar la energia de un dipolo

magnético en un campo: E =—x- B, por tanto, la energia de la interaccion entre los dipolos

magnéticos nucleares y el campo es:

E=—u-B E=-u-B,=—u(1-0)B (A3.19)

apl
en donde hemos utilizado A3.5, siendo o la constante de apantallamiento.

Respecto al acoplamiento ntcleo-ndcleo, el acoplamiento directo D, entre los momentos

magnéticos nucleares desaparece para moléculas en libre rotacion, no obstante, la presencia
de los electrones genera un acoplamiento adicional, denominado acoplamiento indirecto
reducido ndcleo-ndcleo. Este acoplamiento se debe principalmente a que mientras el
momento magnético de espin de un nicleo favorece una orientacién de espin de un electron
en un orbital particular, el otro electrén el cual posee la orientacion opuesta de espin
respecto al primer electron, favorecera cierta orientacion del espin nuclear de algin otro
nacleo cercano. La energia de acoplamiento nucleo-nlcleo de una molécula en libre

rotacion tiene la siguiente expresion.

1 1
E= EIUK (‘] kL T DKL)/“L = E:uK‘JKL/uL (A3.20)

siendo Jx. la constante de acoplamiento indirecto nucleo-nucleo. Sumando las

contribuciones a la energia A3.18, A3.19 y A3.20 tenemos:
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1

1
E = EO + E BaplZBapl - Z Bapl(l_ O-K )/uK + Ez ZIUK ‘] KL:UL (A321)
K K

K#L
Comparando A3.13, A3.16 y A3.21, obtenemos las expresiones para cada una de las

propiedades de respuesta de una molécula en un campo magnético:

= @: J¢0H20¢0d7_ Z <J‘¢0H10¢nmdr><j¢nmﬂlo(p0df>

2
dB n,m=0,1;Vn+m>0

Oy = dszB(dT/il:[) +1= I% HlJK Pz - 2|:n,m—0§n+m>0 <I P H.00d T><J- - o1, Pod z'>:| +1

‘]KL :W:J‘(DOHOZK@O(’T_Z{ Z Z<I¢OH01K¢nmdr><J'(0anOlL¢OdT>}

n,m=01;vn+m>0 L
(A3.22)

Problema de Gauge

Existe un aspecto de gran relevancia a discutir en el calculo de las propiedades de respuesta
mediante las funciones de onda (aproximadas) comUnmente utilizadas en el calculo de
estructura electronica de moléculas. Hemos expresado al Hamiltoniano A3.11 en términos
del vector potencial del campo magnético A, no obstante, es posible obtener una expresién
para dicho Hamiltoniano en términos del campo magnético B asociado a cada vector
potencial. No obstante, la inversa de la ecuacion A3.8 no es Unica, ya que es posible

agregar el gradiente de una funcion escalar arbitraria Vf sin afectar la validez de A3.8
B:Vx(A+an), siendo a una constante también arbitraria (esto se debe a que el
rotacional del gradiente de cualquier funcién escalar es igual a ceroVxVf =0, mientras

que la del vector potencial, que es una funcion vectorial, es diferente de cero VxVA=0).
Una posible expresion para el vector potencial para un campo magnético homogéneo, es
[126]:

José Marco Antonio Franco Pérez Pagina 127



Estudio teodrico de los equilibrios en solucion de farmacos de la famihia de los Oxicams

1
Aapl = E Bapl X (r - R) (A323)

donde R es un punto fijo en el espacio denominado “gauge origin” (indicador del origen),
con el cual, el vector potencial es arbitrario solo en la eleccion de dicho punto. En
contraparte, el campo magnético generado por los momentos magnéticos nucleares no es
homogeéneo y el vector potencial asociado a los momentos magnéticos nucleares no puede
expresarse en términos de la ecuacion A3.23. La forma del vector potencial nuclear es la

siguiente (ver referencia [127] para demostracion):

p, = x(r=on) (A3.24)

En donde el origen del gauge para Ay es ¢, que corresponde a la posicion del nucleo en el

espacio tridimensional.

Insertando A3.23 y A3.24 en A3.11 obtenemos el Hamiltoniano electrénico en términos del

campo magnético aplicado y de los momentos magnéticos nucleares:

H =H, + B, (r —R)B,,,(r —R)+ ZﬂK(r— )apl(r_‘@”s)

M=)y (r_“’NLQ (A3.25)
‘r_SONL

donde cada sumando de A3.25, corresponde a un término perturbativo del Hamiltoniano

electronico en un campo magnético:
HZO - Bapl( )Bapl(r - R)

Hll = ZlaK (I’ - R)Bapl (r_SONs)
k

Hy =13 S 2y (HO“KS) 3 (HONLZ (A3.26)
KoKzl ‘r_gONK‘ ‘r_WNL
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La suma de estos tres términos es comdnmente denominada Hamiltoniano de espin (para
moléculas con electrones desapareados, el Hamiltoniano de espin contiene también los
términos asociados al acoplamiento del momento magnético de los electrones con el
campo, con el momento magnético de los nacleos y el acoplamiento magnetico electron-

electrdn).

Debido a A3.25, las propiedades de respuesta dadas en términos de las ecuaciones A3.22
son validas si se dispone de la funcién de onda exacta del sistema, ya que ésta no depende
del origen de gauge seleccionado; sin embargo, esta invariancia no esta garantizada cuando
se utilizan funciones de onda aproximadas. En principio hay dos maneras de tratar este
inconveniente: resolver la ecuacion de Schrédinger con un Hamiltoniano A3.11, lo méas
preciso posible, lo que implica acerarse a la aproximacion de la expansion infinita en la
funcién de onda; o por otro lado, encontrar un origen de gauge optimo en el cual el error
respecto a la solucion exacta sea lo mas pequefio posible. Puede demostrarse [127] que el
cambio en el origen de gauge en el Hamiltoniano H, desde R hasta R’ es equivalente a la

transformacion unitaria (transformacién de Gauge):
H->H=UHU U=expiA) A=Bx(R-R)-R (A3.27)

Con los vectores propios de H' expresados como:
o(B,r)=exp[i(Bx(R-R)-R)l(r) (A3.28)

siendo ¢(r) un vector propio de H. Una formulacion ampliamente utilizada para

construir los vectores ¢(B,r) para funciones de onda aproximadas como combinacion

lineal de funciones de un cuerpo, es agregar el factor exponencial exp[i(Bx(R'—R)- R) a
cada orbital atomico utilizado en la expansion. El origen de gauge de cada orbital atomico
se escoge en la posicion de su ndcleo respectivo. Los orbitales asi construidos se
denominan orbitales de London y a la aproximacion, como Orbitales Invariantes a la
Transformacién de Gauge o Gauge Invariant Atomic Orbitals (GIAQO) [128]. Un orbital de

London tiene la siguiente forma:

2(B,r)=exp[i(Bx(R-R)-R)|x(r) (A3.29)
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Donde y(B,r) es el orbital de Londony x(r) es un orbital atomico. Particularmente, el
uso de orbitales de London mejora la prediccion de las constantes de apantallamiento de
varios tipos de moléculas [99,100,112,113], por lo que el método GIAO es muy utilizado

en este tipo de célculos.
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UV-Visible Properties of Oxicams in Solution: A TD-DFT

and Experimental Study

Marco Franco-Pérez, Luis |. Reyes-Garcia, Rosario Moya-Hernandez,

and Rodolfo Gémez-Balderas*

Microspecies involved in prototropic equilibria of isoxicam,
piroxicam, meloxicam, tenoxicam, and lornoxicam are
characterized by time-dependent density functional theory
(TD-DFT) and UV-vis spectrophotometry, their relative
Gibbs free energies in solution and Maxwell-Boltzmann
populations are theoretically calculated. TD-DFT calculations
of the most intense transition energies for the microspecies
involved in equilibria are compared with those obtained in
solvents of different dielectric constants (1,4-dioxane, ethanol,

Introduction

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) act principally
by inhibiting prostaglandin synthesis, mediated by prostaglan-
din-H synthase enzyme.'? NSAIDs from de oxicam family,
such as isoxicam, piroxicam, meloxicam, tenoxicam, and lor-
noxicam (Fig. 1), are well documented as highly effective class
of drugs against various arthritis and postoperative inflamma-
tions, acute pains in the muscular skeletal system, and so
forth.® However, these substances produce undesirable effects
in the organism, probably associated with inhibition of one
isoform of the enzyme cyclooxygenase-1. In addition to the
role as anti-inflammatory drugs, chemoprevention™® and che-
mosuppression functionalities have been investigated,”® as
well as their free radical scavenging abilities.”~'"’ Some NSAIDs
are also good UV-sensitizer'>™' and UV-protector of skin,™
and side effects such as photoallergy have been observed for
piroxicam.['® Photochemical properties of oxicams certainly
are sensitive to the polarity and pH of the medium due to
their acid-base and tautomeric behavior in solution, which
involves various isomers participating in a complex set of pro-
totropic microequilibria,l'”~'¥ see Figure 2.

Microequilibria involve four different microforms, namely
cation (H,O0x™"), neutral species zwitterion and enol (HOx), and
anion (Ox™), shown in Figure 2. These prototropic microequili-
bria are characterized by the microconstants K,11, K,12, K,21,
and K,22, associated with proton interchange between H,Ox™"
— zwitterion, zwitterion « Ox~, H,Ox" < enol, and enol «
Ox™, respectively. They can be manipulated by varying the pH
conditions of the medium. On the other hand, tautomerization
equilibria zwitterion < enol, characterized by the constant K,
might be altered by modifying the polarity of the solution,
according to Figure 2.[182%

By means of ab initio quantum chemistry protocols,
UV-vis spectrophotometry,?>?*?4 and nuclear magnetic reso-
nance,?>?* the five microequilibria displayed in Figure 2 have

[21,22]
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water, and formamide) and at various pH conditions. Our
TD-DFT results allow establishing the predominant oxicam
microspecies at the experimental conditions. Geometry
optimizations are performed at level of theory PCM-PBEO/
6-31+G(d, p), and transition energies are computed using
the protocol PCM-PBE0/6-311++G(d, p). © 2012 Wiley
Periodicals, Inc.

DOI: 10.1002/qua.24298

been characterized for piroxicam, tenoxicam, and lornoxicam.
For isoxicam, only the microequilibrium of deprotonation of the
enolic oxygen O17 (Fig. 1), has been confirmed. Regarding
meloxicam, reports show inconsistencies, several studies sug-
gest the existence of those prototropic species in Figure 2,128
whereas other researchers®>?**% consider that meloxicam dis-
plays only the deprotonation equilibrium of the enolic oxygen
(017), similar to isoxicam.

Photochemical properties of piroxicam have received more
attention than other oxicams, but there are still some issues
for unambiguously connecting the electronic spectra with the
microspecies in solution, main results are compiled in Table 1.
It has been possible to associate the maximum of the absorp-
tion of piroxicam UV-vis spectrum (402 = 329 nm) with the
enol species in dioxane solution.®" Banerjee et al3233
observed an interesting absorption behavior of piroxicam in
ethanol solutions varying the concentration and pH. By
increasing the concentration, from 10 to 90 uM, they observed
a hypsochromic effect (blue shift) from 208 = 362 to 455 =
330 nm. Titration of diluted solution (10 pM) with acidified
water produces a similar blue shift. Presumably, the anionic
piroxicam present at low concentrations is neutralized at acid
pH, favoring the neutral form. On the other side, titration of
90 uM solution with alkali results in a red shift comparable in
magnitude with the blue shift. Therefore, the neutral piroxi-
cam, present at high concentrations, is deprotonated by the

alkali and the AZ% = 362 nm is attributed to the anionic
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Figure 1. Chemical structures of the five oxicams considered in this study. [Color figure can be viewed in the

online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

species. Despite that the absorption band of 330 nm, observed
in the 90 uM solution, resembles that observed in dioxane
(A’e“:"oX = 329 nm, formerly associated to the enol), Banerjee
assigned this band to a global zwitterion/enol neutral spe-
cies.2233 Similar experiments, for meloxicam, produce analo-
gous results: anionic species are present at low concentration
or alkali pH, neutral species are favored by higher concentra-
tions or acid pH.>*!

Results on the absorption properties of piroxicam in aque-
ous solutions have been reported at different pH conditions
(Table 1). At low pHs, Andrade et al.2*3*! observed a spectrum
that resembles that found for piroxicam in dioxane. Thus, they
concluded that the enol tautomer is responsible for that spec-
trum. In the basic pH region, the UV-vis spectrum shows two
main bands, attributed to the anionic form of piroxicam,
because the pKa value is under 6.0.2%) Another investigation
by Gil et al.*® detected an UV-vis maximum in 359 nm at pH

for] S- o]
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Figure 2. NSAIDs ionization general scheme as a function of polarity and
pH of solvent. [Color figure can be viewed in the online issue, which is
available at wileyonlinelibrary.com.]
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of 3.0, Gil assumed that the cati-
onic species, instead of the neu-
tral piroxicam of Andrade, is re-
sponsible for this band.

H The dependence of the UV-vis

S spectrum of piroxicam with the

RN
O polarity of the medium has also
meloxicam been investigated by Andrade

and Costa.®" By controlling the

ratio of dioxane/water, they var-
I ied the solvent polarity. Then,
= when the absorption spectra
were compared with those
observed in pure solvents, they
concluded that the absorption
spectra of piroxicam depend on
the capability of the solvent to
form hydrogen bonds. Accord-
ing to their results, a closed
enol conformer (enol-cc) of pir-
oxicam would be responsible for the absorption spectra in
aprotic mediums like dioxane (Scheme 1). In contrast, an open
enol conformer (enol-oc) would be related to the absorption
band in protic solvents (Scheme 1), because the formation of
an intramolecular bond stabilizes the structure. A maximum
absorption band of 359 nm, with a second strong signal at
286 nm, was recorded in dioxane/water solutions. The spec-
trum was assigned to the open conformation; it resembles
that identified in alkaline water with 3% of 356 nm, as the
anionic species.®™ In an experimental and time-dependent
density functional theory (TD-DFT) spectroscopic study, de
Souza et al.”! reported that the enol-cc of piroxicam is re-
sponsible for the electronic transitions observed in nonpolar
aprotic solvents like carbon tetrachloride.

As it has been discussed, isolating the microspecies in solu-
tion will require either to manipulate the solvent polarity or to
change the pH. A tautomer, in the first case, or a pH-depend-
ent species, in the second case, can be formed preferentially.
Nevertheless, it can be really troublesome to isolate UV-vis sig-
nals for neutral tautomers.*® In this context, by means of
quantum chemistry protocols, the spectroscopic features of
particular molecular structures can be computed. Then, by

Table 1. Spectroscopic features of microspecies of piroxicam at
different experimental conditions.
Suggested hexy
Solvent Relevant conditions species (nm) References
1,4-dioxane None Enol-cc 329 [32]
EtOH 90 UM or acidified Enol/zwitterion 330 [34]
10 uM
EtOH 10 uM or alkaline Anion 362 [33]
90 pume
H,0 pH = 10.0® Anion 356 [35,36]
H,0 Nonimposed pH®  Enol-oc 359 132]
H,0O pH = 1.8-2.5 Enol-cc 330 [35,36]
H,0 pH = 3.0 Cation 359 [37]
@A second band at 286 nm is also reported for these solutions.
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Closed

Scheme 1. Molecular graph of the closed and open conformers of piroxicam. [Color figure can be

viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

searching for these features within the experimental spectra
the microspecies may be identified, quantum chemistry can
assist to discern whether zwitterion or enol microspecies is re-
sponsible for an experimental signal assigned to a global neu-
tral species. Furthermore, theoretical relative Gibbs free ener-
gies and Maxwell-Boltzmann populations can be computed
for the species present in solution.

Recent advances in TD-DFT allow the accurate treatment of
the electronic excitation spectra for a wide range of sys-
tems.***2 TD-DFT methods provided results with similar qual-
ity to those obtained by more sophisticated and time-consum-
ing post Hartree-Fock methods, particularly with the PBEO
density functional.****! With this improved performance, it has
been possible to study the effect of the isomerization on the
absorption spectra of numerous compounds, for instance
some organic dyes and RNA nucleosides. 46!

To improve the level of knowledge on molecular structures,
spectroscopic properties and equilibria established in solution
of oxicams, in this article, we carried out a systematic investi-
gation of the UV-vis spectroscopic properties of isoxicam, pir-
oxicam, meloxicam, tenoxicam, and lornoxicam by means of
quantum chemistry protocols, based on TD-DFT. To assign
computed electronic transitions to experimental absorption
bands, we recorded the UV-vis spectrum of several systems in
solvents with different polarities and pHs conditions. Our
results allow establishing the predominant oxicam microspe-
cies at the conditions for the five drugs under study as well as
discuss about the neutral species present in different solvents,
by means of their relative Gibbs free energy in solution.

Methodology
Quantum chemistry methods

All DFT®”! and TD-DFT®84! calculations were performed with
the Gaussian 09 quantum chemistry computational pack-
age."® For each microspecies shown in Figure 2 of the five
oxicams considered in this study, the conformational stability
related to the rotations present in the C3—C14 and N16—C2’
bonds (see Fig. 3), as well as the conformational analysis of
the thiazine half-chair (51—C8, Fig. 3), was carried out using
the hybrid version of the Perdew, Burke and Ernzerhof pure
functional by Adamo (PBE0)*®! and the 6-31+G(d, p) basis
set.”" Minimum energy conformation of each microspecies
was reoptimized using the same functional and basis set in
conjunction with the polarizable continuum model (PCM)*? to

@WILEY i@ ONLINE LIBRARY

obtain the minimum energy structures
in solution for all the microspecies.
For those systems where there is mix-
ture of two solvents, the medium was
modeled using the default Gaussian
09 settings of the more abundant
component. We confirm that all the
structures corresponded to a mini-
mum on the potential energy surface
by an analysis of vibrational frequen-
cies at the same level of theory.

a) b)
ifi SR Y S
@ 16_>C N == ,—>—OH
Ui ST
H

Figure 3. a) Explored rotations for the microspecies of the five oxicams
under study. b) Thiazine ring half-chair conformations. [Color figure can be
viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

Vertical electronic excitation energies (A<t nm) of the stud-
ied oxicams were calculated for each prototropic species in the
minimum energy conformation. For this task, the upmost three
excitations were used in all the calculations. The level of theory
for calculating excitation energies was PBE0/6-311+-+G(d,p)//
PBE0/6-31+G(d). For a limited set of systems, consisting of the
enol species in 1,4-dioxane, the widely used B3LYP functional
was also used to assess its performance in computing the exci-
tation energies in conjunction with the basis set 6-311++G(d,p)
on B3LYP/6-31+G(d) geometries. Solution environments, where
the experimental absorption measurements are performed,
were treated with PCM under the same considerations for
treating mixture of solvents. To compare with experimentally
detected AgE, we only considered the theoretical excitation
energies /§<t with the highest oscillator strengths. Gibbs free
energy in solution of the neutral species (zwitterion and enol)
were computed as G¥n = Gf.s + AGL, where G¥, is the
Gibbs free energy at 298.15 K in gas phase obtained for the
gas phase optimized geometries, and AG*,,, is the solvation
Gibbs free energy of the species obtained with the PCM, and
the B3LYP® density functional with the 6-31+G(d) basis set.
Gibbs free energy in solution where then used to obtain the
Maxwell-Boltzmann distribution for the neutral species of the
oxicams, in all the media here considered.

Experimental procedure

UV-vis spectra and maximum absorption bands (g5, nm) of
the five oxicams under study were obtained at the concentra-
tions of 27 and 100 uM. To consider the effect of the polarity
of the medium, we prepared this concentrations in solvents
ranging from low dielectric constant to high dielectric con-
stant, namely: 1,4-dioxane (¢ = 2.2), ethanol (¢ = 24.9), deion-
ized water (R = 182 mQ, ¢ = 78.4), and formamide (¢ =
109.6). To manipulate the pH conditions of the medium, pure
solvents were mixed with a pH-controlled aqueous solution,

where the organic solvent was the main molar component.
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Solutions were prepared according to Table 2 at the aforemen-
tioned two concentrations. pH of the aqueous phase was
imposed to a determined value, using HCl or NaOH conven-
iently to such end. It is well known that operational pH scales
for organic solvents and mixture of solvents differ from the

Table 2. Mixtures prepared at different pHs.

Solvent pH of H,0 fraction

Ethanol/water 2.5

Ethanol/water 10.0

Water 0.6
Isoxicam, 2.6

Water Piroxicam, 3.7
Meloxicam, 2.6
Tenoxicam, 3.2

Water Lornoxicam, 3.0

10.0

Formamide/water 0.6

Formamide/water 10.0

For each oxicam the pH of its isoelectric point was established as

indicated.

aqueous pH scale® Given that slight changes in pH scales
for ethanol® and formamide™ are documented, the pKa val-
ues obtained in water may accurately predict the species in
solution, but we will identify the microspecies on the basis of
their absorption maximum wave length for systems with sol-
vent mixture.

Measurements in the acidic formamide solutions were car-
ried out in less than 1 min to avoid the hydrolysis of formam-
ide according to results of Viart et al.>® All absorption spectra
were recorded in a PerkinElmer Lambda 35 UV-vis spectropho-
tometer. Baseline corrections were done with the correspond-
ing pure or mixture solvent before running each set of spectra.
Repeatability was tested by performing experiments at room
temperature, for three times in three different days, no varia-
tions on bands were observed.

Results and Discussion
Theoretical predictions assessment

It is important to evaluate the error incurred by selected
functionals in calculating the &<t at the used level of
theory, and how A compares with the experimental deter-
minations. Table 3 presents the results of the assessment, as

Table 3. Theoretical and experimental electronic spectra transitions in
1,4-dioxane of the enol-cc oxicams under study.

E s E s 1o
Oxicam (eV)® (nm) @ (eV)™ (nm)™®’ (nm)
Isoxicam 3.85 322 3.72 344 321
Piroxicam 3.71 333 3.58 347 327
Meloxicam 334 369 3.17 392 344
Tenoxicam 3.53 351 3.34 367 344
Lornoxicam 343 362 3.29 377 353

la] PCM-PBE0/6-311++G(d,p)//PCM-PBE0/6-31G+(d,p). [b] PCM-B3LYP/6-
3114++G(d,p)//PCM-B3LYP/6-31G-+(d,p).
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it can be seen PBEO gives better predictions than B3LYP for

the selected systems. PBEO excitations energies for meloxicam

are 25 nm from the experimental measurements, whereas

B3LYP value is 48 nm from the experiment. For the rest of

oxicams, PBEO and B3LYP give values within 10 and 25 nm,

respectively, the later incurring bigger errors. We would rec-

ommend the PBEO functional for calculating excitation
energies.

The overall behavior of all the 39 calculated values at the
PBE0/6-311++G(d,p)//PBE0/6-314+-G(d) level of theory for the
five oxicams in all the worked media are represented in Figure
4. A good agreement is found between /&<t and JM&(R* =

exp
0.93). The media absolute deviation (MAD) and mean absolute

excit
/'I'rher:r 390
370
350
y=1.14x-40.022
330 R?=093
o
310
310 330 350 370 390
ﬁ'max
exp

Figure 4. Correlation profile between the theoretically calculated and ex-
perimental UV-vis transitions. All the species and all the solvents (pure and
mixed) are considered. [Color figure can be viewed in the online issue,
which is available at wileyonlinelibrary.com.]

error (MAE) for the data set is 4.5 and 7.08 nm, respectively.
12t s always larger than the Zexp o the largest observed error
(~25 nm) was for meloxicam in dioxane. In general, theoretical
excitation energies are better calculated for isoxicam in all the

media considered, MAD = 3.7 nm, MAE = 4.0 nm.

Absorption behavior and microspecies in 1,4-dioxane

Given the very low dielectric constant (¢ = 2.2) of 1,4-diox-
ane, the population of the enol conformer would be favored
in solution for any oxicam, with respect to the other micro-
species. Abundance of the enol-cc should be expected
because of 1,4-dioxane is a nonprotic solvent, the open con-
former prefers protic solvents. Table 4 shows the relative
Gibbs free energies as well as the Maxwell-Boltzmann popu-
lations in solution, it is clear that in 1,4-dioxane the popula-
tion if the enol-cc is favored over the zwitterion and the
open structures. TD-DFT and experimental wave lengths of
maximum absorption bands are very close for the enol spe-
cies (Table 5), thus we can infer that the enol should be re-
sponsible for the UV-vis spectrum features. Absorption band
position of the five oxicams is independent of concentration
for this solvent. The experimental absorption spectra
recorded in 1,4-dioxane for all the oxicams are shown in sup-
porting information (Supporting Information, Fig. S1).
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Table 4. Solution relative Gibbs free energies (kcal/mol) and Maxwell-Boltzmann distributions of the oxicam neutral species.
Isoxicam Piroxicam Meloxicam Tenoxicam Lornoxicam

Gas phase

Enol-cc 0.00 1.00 0.00 1.00 0.00 1.00 0.00 1.00 0.00 1.00

Enol-oc 14.00 0.00 14.45 0.00 13.70 0.00 14.45 0.00 14.53 0.00

Zwitterion - - 8.66 0.00 8.11 0.00 7.5 0.00 6.67 0.00
1,4-dioxane

Enol-cc 0.00 1.00 0.00 1.00 0.00 1.00 0.00 1.00 0.00 1.00

Enol-oc 13.25 0.00 13.73 0.00 13.00 0.00 13.93 0.00 14.04 0.00

Zwitterion - - 4.55 0.00 5.13 0.00 3.22 0.00 4.20 0.00
Ethanol

Enol-cc 0.00 1.00 1.29 0.10 0.00 0.60 2.69 0.01 3.40 0.00

Enol-oc 8.51 0.00 8.92 0.00 8.20 0.00 12.53 0.00 9.85 0.00

Zwitterion - - 0.00 0.90 0.25 0.40 0.00 0.99 0.00 1.00
Water

Enol-cc 0.00 1.00 1.35 0.09 0.27 0.39 2.68 0.01 3.37 0.00

Enol-oc 8.42 0.00 9.71 0.00 7.77 0.00 12.22 0.00 12.20 0.00

Zwitterion - - 0.00 0.91 0.00 0.61 0.00 0.99 0.00 1.00
Formamide

Enol-cc 0.00 1.00 1.87 0.04 0.49 0.31 3.21 0.00 3.87 0.00

Enol-oc 7.75 0.00 8.18 0.00 7.40 0.00 9.27 0.00 9.31 0.00

Zwitterion - - 0.00 0.96 0.00 0.69 0.00 1.00 0.00 1.00

Absorption behavior and microspecies in ethanol

A first remarkable fact, when solvent is ethanol, is that the
absorption band position depends on concentration, which
modify both the maximum and the shape of the spectrum
(Fig. S2). These facts might indicate that as concentration
changes the predominant species in solutions also changes.
Smaller wave lengths were detected for the more concen-
trated solutions of 100 uM. A bathochromic effect (AL ~ 27

Table 5. Theoretical and experimental electronic spectra most intense
transitions, in 1,4-dioxane, of the oxicams under study.

E excit max
theor exp

[a]

Oxicam Species Transition eV)?  (nm) (nm)

Isoxicam Enol-cc HOMO — LUMO 3.85 322 321

Piroxicam Enol-cc HOMO — LUMO 3.71 333 327
HOMO(-1) — LUMO

Meloxicam Enol-cc HOMO) — LUMO 3.34 369 344

Tenoxicam Enol-cc HOMO) — LUMO 3.53 351 344

Lornoxicam  Enol-cc HOMO) — LUMO 3.43 362 353

[a] PCM-PBEO0/6-3114+G(d,p)//PCM-PBE0/6-31G+(d,p).

nm) was observed when concentration decreased from 100 to
27 uM. By comparing the theoretically calculated transitions
with the experimental data, we can straightforward identified
the microspecies present at each concentration. According to
Table 6, the calculated transitions for the neutral enol species
correspond to the observed in concentrated solution (bigger
difference of 16 nm), whereas those predicted for the oxicam
anion correspond to the dilute solutions, meloxicam showing
the bigger error of 25 nm.

In addition, it is worth noticing that the wavelengths of the
experimental enol-cc species in 1,4-dioxane (Table 5) agree
well, both theoretically and experimentally, with those in the
concentrated ethanol solution (Table 6). Consequently, the
enol-cc species must predominate under concentrated condi-
tions. Dependence of the absorption spectra of the five oxi-

@WILEY i@ ONLINE LIBRARY

cams with the concentration and pH in ethanol are shown in
Supporting Information, Figure S2.

It is interesting to observe that data in Table 4 indicate that
in ethanol the neutral most stable microspecies is the zwitter-
ion over the enol-cc, following the solutions relative energy
criterion. The calculated 4SSt of the zwitterions, which are as

near as those of the anions to the experimental AZ2 measured
in ethanol dilute solutions (Table 6), seems to support the

zwitterion to be present in dilute solutions. However, a closer

Table 6. PCM-PBE0/6-311++G(d,p)//PCM-PBE0/6-31G+(d,p) TD-DFT
most intense transitions (HOMO-LUMO) and experimental electronic
spectra in ethanol.
rgg (nm)

Oxicam species E (eV) ASSE (nm) 100 pM 27 uM
Isoxicam

Enol-cc 3.87 320 320

Enol-oc 3.88 319

Anion 342 362 354
Piroxicam

Zwitterion 332 374

Enol-cc 3.72 333 329

Enol-oc 3.72 333

Anion 333 372 361
Meloxicam

Zwitterion 339 366

Enol-cc 3.38 365 349

Enol-oc 330 375

Anion 3.31 374 366
Tenoxicam

Zwitterion 3.26 381

Enol-cc 353 361 351

Enol-oc 3.54 350

Anion 3.23 383 375
Lornoxicam

Zwitterion 3.22 385

Enol-cc 343 361 352

Enol-oc 3.44 360

Anion 3.15 394 377
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inspection of the behavior in terms of the pH is given in the
next section, supporting the presence of the enol-cc species.
Failure of relative Gibbs free energies in predicting the enol-cc
over the zwitterion might expose limitations of the model
used to calculate the solution energies, when the species are
too close in energy as in this case.

Acidified and alkalinized ethanol solutions When the dilute 27
uM ethanol solution is acidified, the maximum of absorption is
blue-shifted: isoxicam 34, piroxicam 32, meloxicam 17, tenoxicam
24, and lornoxicam 25 nm (Fig. 5). This hypsochromic shift
moves each oxicam maximum toward the corresponding in con-
centrated ethanol solution. pH changes have effects on charged
species along the pH scale (Fig. 2). Therefore, acidifying the
diluted solutions converts the oxicam from its anion to the neu-
tral enol microspecies. Conversely, when the concentrated 100
uM ethanol solution is alkalinized, the maximum absorption
band of the system is red-shifted. Each oxicam maximum is
moved toward that observed for the pure ethanol dilute solu-
tion. Hence, alkalinizing the solution change the microspecies
from the neutral into the anionic. In addition, given that the mo-
lecular structure of isoxicam allows solely the protonation/depro-
tonation of the enol group,®® we can infer that for the rest of
the oxicams we are also observing enol-anion equilibrium.

To explore the existence of an enol-oc in diluted solutions,
we compared the predicted A%< for the optimized open struc-
tures with the experimental measurements (Table 6). For all oxi-
cams under study, the value of &<t is nearer the observed
maximum for the 100 uM solution, than the observed for the
27 pM ethanol solution. Therefore, it seems that is the anion
instead of the open enol, formerly suggested by Andrade,>¥
the species responsible for the experimental spectrum. Quan-
tum chemistry calculations carried out on the open molecular
structure of the five oxicams, at the PBE0/6-311++G(d,p)//
B3LYP/6-31+G(d,p) plus PCM to consider the solvent effects,

QUANTLM

www.o-cHem.orG (IFNICTIRY

demonstrated that, in general, the enol closed structures are

approximately 10 kcal/mol more stable than the corresponding

open structure. Thus, the open structures are predicted inexis-

tent under these conditions, with such a difference in relative

energies the Maxwell-Boltzmann distribution predicts 100% of

the enol closed structure in solution. Consequently, the open

structure will not be considered in further analysis. Summarized
results for the five oxicams in ethanol are shown in Table 6.

Absorption behavior in water

Behavior of oxicams in aqueous solution has been previously
characterized by UV-vis spectroscopy.”>>*?4 As long as the
oxicam amount in solution is lower than its saturation limit,
the observed spectrum will be independent of the concentra-
tion but strongly dependent on the pH of the solution. Values
of acid dissociation constants in aqueous solution (pKa1, pKa2)
for the studied oxicams are: isoxicam (pKal = 3.93),?* piroxi-
cam (1.86, 5.46),* meloxicam (1.09, 4.18),”* tenoxicam (1.07,
5.34),2* and lornoxicam (0.85, 5.59).1%

To identify the microspecies responsible for electronic transi-
tions in water, a first observation is that isoxicam possess just
1 pKa. Its theoretical excitation energy in water is 322 nm,
very close to the experimental 320 nm (pH = 2.6). Moreover,
the experimental spectrum resembles the obtained in 1,4-diox-
ane as well as the recorded in 100 uM ethanol solution (Sup-
porting Information, Figs. S1, S2, and S3). Thus, the neutral
enol species is present under these conditions in water in line
with the pKa value of isoxicam, Maxwell-Boltzmann distribu-
tion predicts 100% of enol-cc in solution.

Now, it is interesting to discuss the behavior of microspecies
at the isoelectric point (the pH where the neutral species pre-
dominate) for those oxicams that possess 2 pKas. We calculate
the Maxwell-Boltzmann distributions and apply our methodol-
ogy to elucidate whether the zwitterion or the enol species is
present in solution. Data in Table
4 indicate that for all the oxi-

Isoxicam Piroxicam

Abs
Abs

270 320 370 420 270 370 470
A (nm) A (nm) |

Abs

= Tenoxicam

Lornoxicam

Meloxicam

1.2 cams the zwitterion species is

preferred in water solution. For
piroxicam, tenoxicam, and lor-
noxicam, the zwitterion calcu-
lated transition energies are in
better agreement with the ex-
470 perimental value, than those of
the enol conformer (Table 7). For
instance, the piroxicam zwitter-
ion &<t =371 nm is closer to
AMAX—361 nm than the piroxicam

exp .
enol-cc 5K = 332 nm. Further-
more, the higher dielectric con-
stant of water (¢ =78.4) would

favor the zwitterion over the

270 370

270 370 470
A (nm)

Figure 5. Individual absorption spectra of the enol (line), zwitterion (dotted), anion (dashed), and cation (dot-
ted and dashed) of oxicams, detected in aqueous solutions at different pH values; only the spectra of the enol

species corresponds to those observed in 1,4-dioxane solution.
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470 enol microspecies. The last
A (nm) should be more abundant in less
polar solvents, as it was
observed that happens in 1,4-
dioxane (¢ = 2.2). Meloxicam
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due to the cationic species of piroxicam. Our relative Gibbs

Table 7. PCM-PBE0/6-311++G(d,p)//PCM-PBE0/6-31G+(d,p) TD-DFT ) ) ;
energies show that, because of the high polarity of water, enol

most intense transitions (HOMO-LUMO) and experimental electronic

spectra in water. species are not abundant in neutral aqueous solution where
the zwitterion is dominant (Table 4). Even more, from the first
max
hep (nm) pKa of piroxicam, the dominant species must be the cation.
E At Isoelectric For piroxicam in aqueous solution, the reported spectrum

Species (eV)  (hm)  pH =06 point pH = 10.0 by Gil group at pH = 3.0®% closely resembles that detected

Isoxicam for the zwitterion species in this study, also the pKa of piroxi-
Enol-cc 388 320 320 320 cam and the acid pH straightforward indicate that the cationic
Enol-oc 3.88 319 L tf d but tral Furth the-
Anion 344 361 348 spec.les is n.o .avore ut a neu |ta o.ne. urthermore, our. e
Zwitterion _ _ oretical excitation energy calculation in Table 7 for the zwitter-
Cation - - ion specie (371 nm) is closer than our calculation for the cat-

Piroxicam jon form (334 nm) to their experimental register (359 nm).
Enol-cc 3.74 332 Th h . ion f d h d Lo .
Enol-oc 372 333 us, the zwitterion form, and not the reported cationic specie
Anion 337 368 356 of the drug, is present in solution under Gil group conditions.
Zwitterion  3.34 371 361 Finally, given the pKa values of this set of oxicams, at pH =
Cation 3.71 334 336 : : : :

Meloxi 10 predominate, in aqueous solution, the anion for any of the
eloxicam ) L. B L.
Enol-cc 339 365 drugs. Theoretical excitation calculated energies for the mini-
Enol-oc 3.32 373 mum energy conformation as well as experimental values are
Anion 333 373 362 reported in Table 7. The spectra for these aqueous solutions
Zwitterion 346 358 360
Cation 363 31 339 cIoser .resemble Fho.se of t.he 27 uM .ethanol (see Table 6),

Tenoxicam confirming the anionic species present in ethanol at low con-
Enol-cc 3.54 350 centrations as was discussed before.

Enol-oc 3.55 350

Anion 325 382 368

Zwitterion 3.28 379 376 . . . . .
Cation 3.50 355 354 Absorption behavior of oxicams in formamide

Log::l('zim a3 361 Results derived from formamide solutions indicate that the
Enol-oc 345 359 spectra obtained are independent of the solution concentra-
Anion 316 392 374 tions (27 and 100 pM). We have seen that, given the small
Zwitterion 323 384 381 dielectric constant of 1,4-dioxane, it was possible to isolate the
Cation 338 367 363

enol species. Formamide is a solvent with a very high dielectric
constant (¢ =109.6) and favors the formation of ionic species
in solution. Hence, the anion can be expected in a formamide

deserves a comment, although the theoretically predicted

transition band for the zwitterion is 358 nm and the prediction
. . . P Table 8. PCM-PBE0/6-311++G(d,p)//PCM-PBE0/6-31G+(d,p) TD-DFT
for enol is also close in 365 nm to the experimental of 360 nm most intense transitions (HOMO-LUMO) and experimental electronic
(Table 5), in polar solvents, the zwitterion is expected to be spectra in formamide.
favored. In fact, the distribution calculated favors the zwitter-
max
ion with 60% of population (Table 4). Thus, we assigned the £ max ko (m)
eor
observed electronic transitions to the zwitterion microspecies. Species (eV) (nm) pH = 0.6 pH = 10.0
idified and alkalinized lutions. The theoretical tsoxicam
Acidified and alkalinized aqueous solutions. e theoretical ex- Anion 343 361 363
citation energies calculated for the oxicam cation forms are Zwitterion - _
very close to experimental values in aqueous solution at pH = Enol-cc 3.87 321 323
0.6 (Table 7), these results are expected when the pKa values P'rzx{cam 236 260 250
. . . . o . nion .
of oxicams is considered, at this pH conditions, the predomi- Zwitterion 333 371 364
nant species are H,Ox". Even for meloxicam, whose cationic Enol-cc 372 333
species is not considered in some studies.2>?*3% Experimen- Meloxicam
. - _ - . Anion 3.32 374 368
tally, Ih aqueous solut|9n :?t pH = 0.6,.a new abs?rptlon maxi Jwitterion 339 366 361
mum is detected for piroxicam, meloxicam, tenoxicam, and for Enol-cc 338 366
lornoxicam but not for isoxicam. Note the last one has only Tenoxicam
the enolic deprotonation pKa, hence it has no cationic species. Anion 3.24 383 376
. . . . . Zwitteri 2
The new band at this acid pH confirms that meloxicam dis- witterion 326 380 380
. . o ) Enol-cc 3.52 352
plays the same prototropic behavior than piroxicam, tenoxi- Lornoxicam
cam, and lornoxicam (Fig. 2). On the other hand, the band Anion 3.16 392 384
observed in aqueous solution at pH values near 2.0 by Zwitterion 322 385 383
135] . . . Enol-cc 342 362
Andrade et al.”>" and supposedly associated with the enol, is
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solution. When we compare the theoretically calculated wave
length, for the most intense transition, with the experimental
determination, there is a good agreement with a maximum
difference of 12 nm (Table 8, Supporting Information, Fig. S4).

Acidified and alkalinized formamide solutions. When formamide
solution is acidified, experimentally we observe a hypsochro-
mic effect for isoxicam, meloxicam, and lornoxicam (Table 8).
This tendency is correctly reproduced by the calculated transi-
tions, under the assumption that in acid solution the neutral
species is the zwitterion. Following this assumption, calcula-
tions predict that piroxicam and tenoxicam should present
bathochromic effect, and so is confirmed by the experiments
(Table 8). If the enol were considered to evaluate these hypso-
chromic or bathochromic shifts, theoretical results would pre-
dict much larger displacements, compared with those
observed experimentally. Thus, it supports the observation
that transitions are due to zwitterion rather than enol species
in agreement with our previous report on the abundance of
tautomers in solution.”? The only exception to this observa-
tion is the isoxicam, because it possesses only 1 pKa.

Spectroscopical features of formamide alkaline solution are
practically the same to the oxicam solution in formamide.
Hence, the oxicam anion is also the species present in alkaline
medium as can be inferred from the pKa values.

Absorbing species detected for the five oxicams

Analyzing all our theoretical and experimental data, we identify
four different UV-vis absorption spectra for piroxicam, tenoxicam,
meloxicam, and lornoxicam and just two for isoxicam, these
spectra are presented in Figure 5. Manipulating the conditions of
the media, the species responsible for each absorption spectrum
was experimentally isolated and by our theoretical protocol, the
transition energy of the minimum energy structure (in solution)
of these species was computed as well as the relative Gibbs free
energies and Maxwell-Boltzmann distributions in pure solvents.
The excitation energies, in general, agree well with the experi-
mental absorption bands in each media. All this information
allows associating each experimental spectrum, with a specific
minimum energy structure obtained through theoretical proto-
cols for the five oxicams considered.

Conclusions

The absorptions properties of the five oxicams considered in
this study are very sensitive to the pH and the polarity of the
medium. This sensitivity is principally due to the microequili-
bria between different prototropic species of the drugs.
Actually, by manipulating the pH and the dielectric constant
value of the media, the prototropic species of five oxicams
were isolated. The assignation of the detected signals assisted
by TD-DFT calculation, solution relative Gibbs free energies
and Maxwell-Boltzmann distributions allow us to associate
each experimental band to a specific minimum energy struc-
ture of each prototropic species. Using this information, the
prototropic behavior of the five oxicams in Figure 1 was
revealed in the different media considered, indicating five pos-

International Journal of Quantum Chemistry 2012, DOI: 10.1002/qua.24298
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sible microequilibria for piroxicam, tenoxicam, lornoxicam (as
reported by Tsai and coworkers”), and meloxicam, but only
the deprotonation of the enol form for isoxicam. Finally, the
obtained results discard the presence of an open conformation
of piroxicam in ethanol and aqueous solutions.

Acknowledgment

The authors gratefully acknowledge to DGTIC-UNAM, for supercom-
puting resources.

Keywords: oxicams - anti-inflammatory drugs - TD-
DFT - electronic spectrum - microspeciation

How to cite this article: M. Franco-Pérez, LI. Reyes-Garcia, R.
Moya-Hernandez, R. Gémez-Balderas, Int. J. Quantum Chem.
2012, DOI: 10.1002/qua.24298

LJ Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article.

1] J. R. Vane, Nature 1971, 231, 232.

J. R. Vane,R. M. Botting, Am. J. Med. 1998, 104, 2S.

C. J. Hawkey, Lancet 1999, 353, 307.

H. P. Rang, M. M. Dale, J. M. Ritter, Pharmacology; C. Livingstone: New

York; 1995, pp. 244-263.

[5] M. B. Sporn, N. Suh, Carcinogenesis 2000, 21, 525.

[6] G.J. Rowse, S. R. Ritland, S. J. Gendler, Carcinogenesis 1999, 20, 51.

[7]1 E. M. Grossman, W. E. Longo, N. Panesar, J. E. Mazuski, D. L. Kaminski,
Carcinogenesis 2000, 21, 1403.

[8] A. P. Goldman, C. S. Williams, H. Sheng, L. W. Lamps, V. P. William, M.

Pairet, J. D. Morrow, R. N. DuBois, Carcinogenesis 1998, 19, 2195.

M. Licio, H. Ferreira, J. L. Lima, S. Reis, Anal. Chim. Acta 2007, 597,

163.

P. Van Antwerpen, F. Dufrasne, M. Lequeux, K. Z. Boudjeltia, I. Lessgyer,

S. Babar, P. Moreau, N. Moguilevsky, M. Vanhaeverbeek, J. Ducobu, J.

Neve, Eur. J. Pharmacol. 2007, 570, 235.

L. M. Magalhes, M. A. Segundo, S. Reis, J. L. Lima, J. M. Estela, V. Cerd,

Anal. Chem. 2007, 79, 3933.

[12] R. Anderson, H. A. Eftychis, A. Weiner, G. H. Findlay, Dermatologica

1987, 175, 229.

G. Serrano, J. M. Fortea, J. M. Latasa, O. SanMartin, J. Bonillo, M. A. Mir-

anda, J. Am. Acad. Dermatol. 1992, 26, 545.

M. Gebhardt, Z. U. Wollina, Rheumatol. 1995, 54, 405.

C. Bayerl, R. Pagung, E. G. Jung, Photodermatol. Photoimmunol. Pho-

tomed. 1998, 14, 167.

[16] G. B. Serrano, A. Aliaga, E. Garallo, C. Pelufo, J. A. Acad. Dermatol.

1984, 17, 113.

J. Bordner, P. D. Hammen, E. B. Whipple, J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 6572.

J. M. Geckle, D. M. Rescek, E. B. Whipple, Magn. Reson. Chem. 1989,

27, 150.

E. Redenti, M. Zanol, P. Ventura, G. Fronza, A. Comotti, P. Taddei, A.

Bertoluzza, Biospectroscopy 1999, 5, 243.

[20] T. -K. Novak, J. Kokosi, B. Podanyi, B. Noszal, R. -S. Tsai, G. Lisa, P-A.

Carrupt, B. Testa, Helv. Chim. Acta 1995, 78, 553.

[21] J. Ho, M. Coote, M. Franco-Pérez, R. Gomez,J. Phys. Chem. A, 2010, 114,

11992.

M. Franco-Pérez, R. Moya-Hernandez, A. Rojas-Hernandez, A. Gutiérrez,

R. Gomez-Balderas, J. Phys. Chem. B, 2011, 115, 13593.

R. S. Tsai, P. A. Carrupt, N. El Tayar, Y. Giroud, P. Andrade, B. Testa, F.

Brée, J. P. Tillement, Helv. Chim. Acta 1993, 76, 842.

D. Rodriguez-Barrientos, A. Rojas-Hernandez, A. Gutierrez, R. Moya-Her-

nandez, R. Gomez-Balderas, M. T. Ramirez-Silva,Talanta 2009, 80, 754.

P. Luger, K. Daneck, W. Engel, G. Trummlitz, K. Wagner, Eur. J. Pharm.

Sci. 1996, 4, 175.

TN =

3

]
]
]
4]

[9

[10

[11

[13

(14
[15

[z
[18

[19

[22

[23

[24

[25

WWW.CHEMISTRYVIEWS.ORG g che‘r;ﬁstryvi;ws.‘
S e®


http://q-chem.org/
http://chemistryviews.com/
http://chemistryviews.com/
http://chemistryviews.com/

Intarastional Jourasi of

(

[26]
[27]

[28]
[29]
[30]
31]
32]

33]
[34]
135]

[36]
[37]

[38]
[39]
[40]
[41]
[42]
[43]
[44]

[45]

[46]
[47]

@WILEY i@ ONLINE LIBRARY

(UANTIM
HEMISTRY .- chemons

FULL PAPER

S. Defazio, R. Cini, J. Chem. Soc. Dalton Trans. 2002,1888.

S. Walter, E. Liedl, P. Weiss-Greiler, H. Viernstein, A. Wolschann, Int. J.
Pharm. 2009, 381, 146.

H. Ki, H. Choi, Arch. Pharm. Res. 2007, 30, 215.

R. Banerjee, M. Sarkar, J. Lumin. 2002, 99, 255.

H. Chakraborty, M. Sarkar, Biophys. Chem. 2007, 125, 306.

S. M. Andrade, S. M. B. Costa, Phys. Chem. Chem. Phys. 1999, 1, 4213.
R. Banerjee, H. Chakraborty, M. Sarkar, Spectrochim. Acta Part A 2003,
59, 1213.

R. Banerjee, M. Sarkar, J. Lumin. 2002, 99, 255.

S. M. Andrade, S. M. B. Costa, Prog. Colloid Polym. Sci. 1996, 100, 195.
S. M. Andrade, S. M. B. Costa, R. Pansu, Photochem. Photobiol. 2000,
71, 405.

M. Gil, A. Douhal, Chem. Phys. 2008, 350,179.

(@) K. F. de Souza, J. A. Martins, F. B. T. Pessine, R. Custodio, Spectro-
chim. Acta A 2010, 75, 901; (b) K. F. de Souza, J. A. Martins, F. B. T. Pes-
sine, R. Custodio, Spectrochim. Acta A 2010, 75, 901; (c) R. B.
Alencastro, M. D. M. Neto, Int. J. Quantum Chem. 1995, 56, 123.

K. Takdcs-Novak, K. Y. Tam, J. Pharmaceut. Biomed. Anal. 2000, 21, 1171.
K. S. David, A. Hemeryck, N. Tancrez, L. Toupet, J. A. G. Williams, I.
Ledoux, J. Zyss, A. Boucekkine, J. P. Guégan, H. L. Bozec, O. Maury, J.
Am. Chem. Soc. 2006, 128, 12243.

I. Ciofini, P. P. Lainé, F. Bedioui, C. Adamo, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126,
10763.

A. S. Tiwary, A. K. Mukherjee, J. Mol. Struct. (THEOCHEM) 2008, 859,
107.

T. F. Miao, S. Li, J. Cai, J. Mol. Struct. (THEOCHEM) 2008, 855, 45.

C. Adamo, V. Barone, J. Chem. Phys. 1999, 110, 6158.

D. Jacquemin, E. A. Perpéte, G. E. Scuseria, I. Ciofini, C. Adamo, J.
Chem. Theory Comput. 2008, 4, 123.

J. Andzelm, B. C. Rinderspacher, A. M. Rawlett, J. Dougherty, R. Baer, N.
Govind, J. Chem. Theory Comput. 2009, 5, 2835.

V. B. Delchev, J. Mol. Model. 2010, 16, 749.

R. G. Parr, W. Yang, Density Functional Theory of Atoms and Molecules;
Oxford University Press: New York, 1989; pp. 169-200.

[48] E. K. U. Gross, J. F. Dobson, M. Petersilka, Density Functional Theory,
Vol. 181; Springer:Berlin, 1996; pp. 81-172.

[49] M. E. Casida, C. Jamorski, K. C. Casida, D. R. Salahub, J. Chem. Phys.
1998, 108, 4439.

[50] (a) M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb,
J. R. Cheeseman, J. A. Montgomery, Jr., T. Vreven, K. N. Kudin, J. C. Bur-
ant, J. M. Millam, S. S. lyengar, J. Tomasi, V. Barone, B. Mennucci, M.
Cossi, G. Scalmani, N. Rega, G. A. Petersson, H. Nakatsuji, M. Hada, M.
Ehara, K. Toyota, R. Fukuda, 12002 J. Phys. Chem. A, 2010, 114, 44; (b)
Ho et al., J. Hasegawa, M. Ishida, T. Nakajima, Y. Honda, O. Kitao, H.
Nakai, M. Klene, X. Li, J. E. Knox, H. P. Hratchian, J. B. Cross, V. Bakken,
C. Adamo, J. Jaramillo, R. Gomperts, R. E. Stratmann, O. Yazyev, A. J.
Austin, R. Cammi, C. Pomelli, J. W. Ochterski, P. Y. Ayala, K. Morokuma,
G. A. Voth, P. Salvador, J. J. Dannenberg, V. G. Zakrzewski, S. Dapprich,
A. D. Daniels, M. C. Strain, O. Farkas, D. K. Malick, A. D. Rabuck, K.
Raghavachari, J. B. Foresman, J. V. Ortiz, Q. Cui, A. G. Baboul, S. Clif-
ford, J. Cioslowski, B. B. Stefanov, G. Liu, A. Liashenko, P. Piskorz, I.
Komaromi, R. L. Martin, D. J. Fox, Gaussian 09, R. A.; Gaussian: Walling-
ford, CT, 2009.

[51] M. M. Francl, W. J. Pietro, W. J. Hehre, J. S. Binkley, D. J. DeFrees, J. A.
Pople, M. S. Gordon, J. Chem. Phys. 1982, 77, 3654.

[52] M. Cossi, N. Rega, G. Scalmani, V. Barone, J. Comp. Chem., 2003, 24,
669.

[53] (a) A. D. Becke, J. Chem. Phys. 1993, 98, 5648;(b) A. D. Becke, J. Chem.
Phys. 1993, 98, 5648.

[54] T. Mussini, K. Covington, P. Longhi, S. Rodinini, Pure Appl. Chem. 1985,
57, 865.

[55] F. H. Verhoek, J. Am. Chem. Soc. 1936, 58, 2577.

[56] N. Viart, J. L. Rehspringer, J. Non-Cryst. Solids 1996, 195, 223.

Received: 11 March 2012

Revised: 24 June 2012

Accepted: 3 July 2012

Published online on Wiley Online Library

International Journal of Quantum Chemistry 2012, DOI: 10.1002/qua.24298

9


http://q-chem.org/
http://onlinelibrary.wiley.com/

THE JOURNAL OF

PHYSICAL CHEMISTRY

pubs.acs.org/JPCB

Tautomeric Ratio and Prototropic Equilibrium Constants of
Tenoxicam, a 'H and '>C NMR Theoretical and Experimental Study

Marco Franco-Pérez," Rosario Moya-Hernandez," Alberto Rojas—Hernéndez,* Atilano Gutiérrez," and

Rodolfo Gomez-Balderas®"

"Laboratorio de Fisicoquimica Analitica, Unidad de Investigacién Multidisciplinaria, FES Cuautitlan,
Universidad Nacional Autonoma de México, Cuautitlan Izcalli, Estado de México, 54714, México

*Departamento de Quimica, Area de Quimica Analitica, Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalapa, Apartado Postal 55-534,

09340 México, D.F., México

e Supporting Information

ABSTRACT: The determination of the micro-equilibrium proto-
tropic constants is often a tough task when the tautomeric ratio favors
one of the species or when the chemical exchange is not slow enough
to allow the quantitative detection of the tautomeric species. There Cy \° "N_Q el T f‘)s Crlogz‘(ﬁ ~
are just few experimental methods available to reveal the constants of LR = I;;E‘ pE A RS @
the tautomeric micro-equilibriums; its applicability depends on the o " g o

nature of the tautomeric system. A combination of experimental and
quantum chemistry calculated 'H and ">C NMR chemical shifts is
presented here to estimate the population of the species participating
in the tautomeric equilibriums of the tenoxicam, an important anti-
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inflammatory drug. A multivariate fitting of a fraction-mol-weighted contribution model, for the NMR chemical shifts of the species
in solution, was used to find the populations of the tautomers of tenoxicam. To consider and evaluate the effect of the solvent polarity
on the tautomers’ populations, experimental determinations were carried out in DMSO-dg, in an equimolar DMSO—H,O mixture
of deuterated solvents and in D,0. Additionally, by employing HYPNMR, it has been possible to refine the acid—base macroscopic

constants of tenoxicam.

B INTRODUCTION

Tenoxicam is a widely used anti-inflammatory and anti-
arthritic drug belonging to the oxicams family, whose pharma-
cological activity is related to the inhibition of the cyclooxygenase
active site of the prostaglandin H synthase (PGH’S) enzyme, by
competing with the substrate araquidonate."” A particular char-
acteristic of tenoxicam, piroxicam, and meloxicam, other drugs of
the same family, is to induce membrane fusion at a concentra-
tion relevant to the physiological concentration range,** and
this property has never been seen for other families of drugs.
Prototropic equilibriums of oxicams are of chemical and biolo-
gical fundamental interest because drug pharmacological activity
and its ability to transfer through the phospholipid membranes of
cells depend on their state of ionization and acid—base properties.
The prototropic equilibriums of tenoxicam are shown in Figure 1;
besides the neutral tautomers (keto, enol, and zwitterion), the acid
(H,Ten") and basic (Ten™) species are also involved.

Knowledge of the prototropic equilibriums constants provides
essential physicochemical information on the behavior of oxicams
in solution; experimental tools are commonly employed to char-
acterize these equilibriums. There exist a number of reports on the
determination of macroscopic acidity constants (K1, K,2, Figure 1)
for several oxicams (like tenoxicam, piroxicam, and lornoxicam),
for example, by means of UV—visible spectrophotometry,™®

v ACS Publications ©2011 American chemical Society

zone capillary electrophoresis,” and nuclear magnetic resonance
(NMR),”® which show consistency, independently of the experi-
mental method employed. The so-called deductive method has
been applied to determine the tautomerization constant K, and
the other microscopic constants K,11, K12, K,21, and K22°
This method consists of measuring the acidity constant of a
derivate in which one of the protonation sites has been previously
complexed. For instance, the K 12 of piroxicam has been
deduced from the acidity constant of the o-methyl piroxicam, a
piroxicam derivative.” Assuming that the electrostatic effects
enhancing the acidity of the enolic OH group in piroxicam are
of the same magnitude as in tenoxicam and lornoxicam, Tsai et al.
calculated the tautomeric constant K, of these two oxicams
by UV —visible spectrophotometry.> We have not found another
experimental study about the values of the tautomerization
constants K, or K. of tenoxicam.

The determination of the tautomerization constants in solu-
tion is often a tough task because the tautomeric ratio frequently
favors one of the neutral species, making difficult the quantitative
detection of the other tautomer(s). In many cases, the tautomers
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Figure 1. Prototropic equilibriums for tenoxicam.

of a compound display different solubilities in a given solvent.
This fact becomes an advantage for obtaining the tautomeriza-
tion constant. The tautomeric ratio in aqueous solutions is
determined by taking the UV—visible spectra of solutions pre-
pared in mixtures of water and some organic solvent at different
proportions. Then, extrapolating to zero concentration of
organic solvent, the tautomeric ratio in water is found.” However,
there is no guarantee that the absorption coefficient of a
particular tautomer, measured in an organic solvent, remains
the same when it is either in water or in the different solvent
mixtures; actually, it has been reported that for the oxicams
the spectral Iproperties are extremely sensitive to solvent
properties.lo’l Moreover, an unambiguous spectral assignment
for the tautomers is necessary in each grepared solvent to be able
to calculate the tautomeric constant.” Furthermore, there is no
guarantee of a linear relationship between the ratio of tautomers
and the amount of organic solvent.

NMR is a versatile technique used to investigate the molecular
and electronic structure of chemical compounds. A chemical
exchange process, approaching the fast limit on the NMR scale, is
exhibited as a field-dependent signal broadening. The polarity of
the solvent may improve signal differentiation by favoring the
predominance of one species over the others. Because of its high
sensitivity and its ability to provide detailed information, NMR
chemical shifts have been applied to investigate tautomerization
equilibria.'>'® In general, chemical shifts are sensitive to solvent
polarity and sensitive enough to geometry, allowing tautomer
differentiation by NMR. Geckler et al. studied the tautomeric
stability of piroxicam by NMR spectroscopy.'* At 205 K, a mole
fraction of 0.19 for the zwitterion was found in a solution of
N,N'-dimethylformamide (DMF). In the same solvent, but at
room temperature, the mole fraction of the zwitterion was
reduced to about 0.1, while in dimethylsulfoxide (DMSO), it
was about 0.25. In contrast, in chloroform, the solution was
shown to be composed mainly by the enol tautomer. Further-
more, they note that addition of small amounts of water to a
DMSO solution increases zwitterionization. Results show that
the zwitterion mole fraction can be favored by increasing the
polarity of the medium. This zwitterionization has also been
reported for the polymorphs of piroxicam. Solid-state and DFT
NMR spectroscopy studies'”'® show that the change from the
colorless crystal form to a yellow crystal form of piroxicam is due
to a conversion of the enol molecular structure into the zwitter-
ionic form by a solid-state transfer of the hydroxyl proton on the
thiazine ring oxygen to produce the pyridinium center at the

13594

pyridine nitrogen. The colorless crystal has one enol molecule per
asymmetric unit in the space group P21/, and the yellow has two
zwitterion molecules per asymmetric unit in the space group PI.

In a theoretical and experimental fluorescence spectroscopic
study, Ferreira de Souza et al. performed a conformational
analysis of the keto and enol tautomeric structures of piroxicam
in nonpolar aprotic solvents.'” Their results suggest that the
lower energy structures in the gas phase correspond to the keto
and enol tautomers, the last being near 10 kcal/mol more stable
than the former. Additionally, they conclude that, although the
enol conformer is responsible for the piroxicam electronic
transitions, the keto tautomer coexists in solution with the enol
in a ratio that depends on the polarity of the medium. Even so,
with the enol being the energetically most stable tautomer, it is
considered as the most abundant species.

Due to the charge distribution of the tenoxicam zwitterion
structure, it will show a higher dipole moment than the keto or
the enol species. Consequently, it is expected to be the most
abundant tautomer in polar solvents. As the polarity of the
medium decreases, the populations of the keto and enol tauto-
mers should increase. However, when the structure of the enol is
more stable than the keto, the enol proportion might be higher
than the keto in solution.

Lately, advances made in theoretical chemistry methods allow
accurate reproductions of NMR shielding constants,'® the source
of the chemical shifts. These can be obtained using theoretical
high-level and density functional methods.'””** It has been
reported that accuracy of "H chemical shifts between theory
and experiment is less than 1 ppm, while for "*C, it is somewhat
less, 3—10 ppm, depending on the method and basis set.”*”*
Taking this advantage, some studies have analyzed conforma-
tional and tautomeric mixtures of compounds using calculated
shielding constants.”>** However, the calculation of the popula-
tions in a conformational or tautomeric mixture, employing
theoretically computed and experimental chemical shifts, has
not yet been explored.

The aim of this contribution is to determine the populations of
keto, enol, and the zwitterion tautomers at the pH value where
the neutral species of tenoxicam are predominant (isoelectric
point), using the values of the shielding constants of these species
obtained by quantum chemistry methods and the corresponding
chemical shifts experimentally measured. To consider and eval-
uate the effect of the solvent polarity on the species’ populations,
we have carried out our determinations in DMSO-dg, in an
equimolar DMSO—H,O mixture of deuterated solvents, and in
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Figure 2. (a) Explored rotations for the tautomeric species of tenox-
icam. (b) Thiazine ring half-chair conformations.

D,O. Additionally, all the macro- and microconstants of the
equilibriums displayed in Figure 1 have been calculated. We will
employ a multivariate fitting in order to obtain the species’
populations in solution.

B METHODOLOGY

Experimental Methods. NMR spectra were recorded at 298
K on a Bruker AVANCE III 500 NMR spectrometer, 11.7 T, 500
MHz for 'H and 125 MHz for *C, using a S mm BB-ID z-
gradient probe. Chemical shifts ¢ (in parts per million) are given
from internal TMS. The HSQC and HMBC spectra allowed the
unambiguous assignment of the 13C NMR shifts; assignment was
also verified by comparing with theoretical results. Thus, the
NMR 6"C of a 107° M DMSO-dy solution of tenoxicam was
revealed. For the 'H and '>C NMR tenoxicam spectrum in the
equimolar solution of deuterated DMSO—H,0, 50 mg of
tenoxicam was dissolved in 1 mL of DMSO-ds/D,0 4:1 (v/v)
solution. Aliquots of deuterated HCI or NaOH solutions were
added properly for changing the pH of the medium, maintaining
the equimolar ratio between solvents. The "H NMR spectrum of
tenoxicam in deuterated water was obtained for a 10> M
solution of the drug in a system composed by D,O and
deuterated perchloric acid (pH 0.56). The pH was increased
by adding a solution of 0.3 M sodium deuteroxide. Due to the low
solubility of tenoxicam in D, 0O, the "*C NMR spectrum was not
recorded.

Quantum Chemistry Methods. Chemical shifts calculations
for the tautomeric and ionic species (Figure 1) were computed
using molecular quantum chemistry methods within the frame of
the density functional theory.”> Calculations were performed
with the G03%° and G09*” suite of programs. For each tautomer,
the conformational stability related to the rotations present in the
C3—C14 and N16—C2’ bonds (see Figures 1 and 2), as well as
the conformational analysis of the thiazine half-chair (S1—CS8,
Figure 2), was carried out employing the B3LYP*® functional and
the 6-31+G(d)* basis set. Resulting structures were optimized in
the gas phase using the same functional but with a larger basis set,
6-311++G(d,p). We confirm that all of the structures corre-
sponded to a minimum on the potential energy surface (PES) by
an analysis of vibrational frequencies. Then, the B3LYP/6-311+
+G(d,p) geometries in water and DMSO were obtained by
reoptimization of the gas phase structures, considering the
solvent effect with the polarizable continuum model (PCM),*°
using the default GO9 settings for the pure solvents. To model the
equimolar DMSO—H,0O mixture, the values of 64.02 for the
static dielectric constant, 4.9 for the dielectric constant at infinite
frequency, and 1098 g/mL for density were employed.’"**
Moreover, a value of 3.05 A was used for the molecular radius
of the solvent. In order to assess the effect of the functional on the
final population of each tautomeric species, we have calculated
the shielding constants with the PW91 3 B3LYP, O3LYP,*
OLYP,** OPBE,* % and OPW913**’ density functionals,
which have been proven to give the best accuracy in comparative
studies for calculating chemical shifts.***" In our calculations of
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Figure 3. Two-dimensional HMBC gradients for tenoxicam at the
pH 3.17 in the equimolar solution of deuterated DMSO—H,O mixture.

shielding constants, we use the 6-311++G(d,p) basis set and the
gauge invariant atomic orbital (GIAO)***' scheme as well as the
PCM method to model the solution environment in which the
experiment was carried out.

Determination of the Tautomeric Populations of Tenoxi-
cam. If the species in solution are related through fast chemical
exchange equilibriums, the overall response to an external
perturbation will be the average of the individual responses of
those species involved in the equilibriums, with weights equal to
the mole fractions of those species. When tenoxicam is at its
isoelectric point in solution, we have its neutral tautomeric
species: keto (K), enol (E), and zwitterion (Z) in equilibrium.
Under such circumstances, the recorded chemical shift for the
i nucleus (9;) comes from the contribution of the individual
chemical shifts of each tautomer (3}, 87, 07) weighted by the
corresponding mole fraction (¥, f¥, f*):

Oy = foF + ffor + f*07 (1)
Clearly, if we could know the individual chemical shifts ((5?, oF,

(5,Z) of all the nuclei of the tautomers in a given solvent, and the
corresponding chemical shift of the same nuclei in a mixture
of tautomers in the same solvent, we could use eq 1 to compute
the mole fraction of each tautomeric species by means of a
multivariate fitting. However, as it has been discussed, knowing
individual chemical shifts is not straightforward. This short-
coming can be overcome by theoretical calculation of the
individual chemical shifts, using them as auxiliary information
together with experimental measurements to obtain the mole
fractions by means of a multivariate fitting based on eq 1. The
resulting mole fractions will be those for which the mean of
the sum of squared residuals (mSSR) takes its minimum value

(eq2).

min Z(

N is the number of magnetically active nuclei considered, P is the
number of parameters included in the multivariate fitting, and
P is the intercept estimator. The estimator 3 would be zero if the
experimental chemical shifts for the individual tautomers were
used. In addition, the possible values for the mole fractions

should fulfill the conditions f*, ¥, f* = 0 and f + f* + f* = 1.

(), — [<OX + f70 + 7% 4 B )
N —P

13595 dx.doi.org/10.1021/jp204902t |J. Phys. Chem. B 2011, 115, 13593-13598



The Journal of Physical Chemistry B

Table 1. Experimental 'H and "*C Chemical Shifts
of Tenoxicam in the Three Studied Media

0'H (ppm) 0"°C (ppm)

DMSO mixture water DMSO mixture
3 108.93 108.76
4 163.07 164.92
6 8.03 7.95 7.91 132.73 133.44
7 7.46 741 7.46 122.87 123.50
8 137.65 138.03
9 141.70 143.30
13 29 2.89 2.96 39.17 39.98
14 165.60 166.06
2 149.50 149.60
3 7.73 7.65 7.52 116.10 116.75
& 8.16 8.19 8.3 143.56 145.51
s 7.31 7.34 745 118.43 119.16
6 8.34 8.28 8.26 140.24 139.37

“Because of the low solubility of tenoxicam, "*C NMR chemical shifts
were not determined in water. The mixture isa DMSO—H,O equimolar
system. All solvents are deuterated.

B RESULTS AND DISCUSSION

Tautomeric Equilibriums of Tenoxicam. Since the use of the
eq 1 and minimization through eq 2 imply the unambiguous
experimental assignment of the chemical shifts of tenoxicam, 2D
heteronuclear multiple bond correlation was used to assign the
'3C NMR spectra (Figure 3). Table 1 shows the experimental
chemical shift values for 'H and '3C nuclei of tenoxicam,
obtained in the DMSO, DMSO—H,0, and H,O deuterated
solvents. In general, changes in the chemical shifts between the
different media are small but perceptible, as can be noted from
data in Table 1. It can be observed that chemical shifts of different
nuclei behave independently of the polarity of the solvent; for
example, as the amount of water increases, the chemical shift
value of HS' also increases from 7.31 to 7.45 ppm; in contrast, the
shift of H6 decreases going from 8.03 to 7.91 ppm. The lowest
value of H13 chemical shift (2.89 ppm) is in the solvent mixture.
Both 0"°C and 0'H chemical shifts of the methyl moiety at
position 13 in the molecule of tenoxicam have been discarded in
our statistical analysis because they are too small in value as
compared with to the other 6"°C and 0'H chemical shifts,
respectively.

At this point, it is convenient to advance that the tautomeric
mole fractions obtained by our statistical treatment are practically
the same regardless of the functional used to compute the
magnetic shielding constants. Since, in general, the chemical
shifts calculated with the O3LYP density functional produce the
lowest mSSR, the following analysis of results is based on the
chemical shifts calculated with this functional. Similar conclu-
sions are derived with results from the other density functionals
considered here (see Supporting Information, Tables S1, S2,
and S3).

Applying the mentioned multivariate fitting procedure using
the 0 >C chemical shifts of tenoxicam, we observe (Table 2) that
both the DMSO and DMSO/H,O solutions are enriched with
the zwitterion tautomer (mole fractions of 0.61 and 0.73,
respectively), while the enol species is the second in abundance
(0.39 and 0.27, respectively) and keto is not present (since its

Table 2. Estimated Mole Fractions for the Three Tautomers
of Tenoxicam in the Studied Media (Results Obtained by
Using the O3LYP Functional)

DMSO mixture water

K 5 VA K I VA K 1y VA

o0C 000 039 061 000 027 063
O'H 035 0.00 065 026 0.00 074 007 0.00 093
o'H* 028 0.72 021 0.78 0.06 0.94

“ The keto chemical shifts are not considered for the multivariate fitting.
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Figure 4. Dependence on pH of some '"H NMR chemical shifts:
H6 (purple circle), H3' (blue diamond), H4' (red square), HS' (green
triangle).

population is practically zero) in these two media (0'*C was not
recorded in the water solution of tenoxicam). The computed
tautomeric population ratios of zwitterion/enol that provides the
minimum value of mSSR in the DMSO (mSSR = 3.730) and
in the DMSO/H,0 (mSSR = 3.864) solutions are 1.56 and
2.70, respectively. Note that, as expected, the abundance of
the zwitterion tautomer is increased as the amount of water
increases.

Now, using the O'H chemical shifts of tenoxicam in the
statistical analysis, we observe that the population of the zwitter-
ion tautomer is increased with the amount of water, such as is
indicated by the 8'*C analysis. However, opposite to the results
observed with 0'3C shifts, the bigger fraction of tenoxicam after
the zwitterion is the keto. The predicted tautomeric zwitterion/
keto ratios are 1.86, 2.85, and 13.29 in DMSO, DMSO/H,0, and
H,O, respectively. It is worth noting that, for the applied multi-
variate fitting, there is two times more data for 0">C than for
O'H (12 versus 6). Besides that, there are more carbon atoms in
the tautomerization site (C3, C4, C14 and all carbons of the
pyridyl ring) than hydrogens (only those hydrogens of the
pyridyl moiety). For these reasons, we consider that results with
0"3C chemical shifts are more significant than those obtained
with 0'H shifts. Therefore, we consider that is the enol instead of
the keto that coexists with the zwitterion species. Consequently,
we perform the multivariate fitting using the 3'H chemical shifts,
now considering that we have just the zwitterion and enol
tautomers in solution. The population zwitterion/enol ratios
computed taking this consideration are 2.57, 3.55, and 15.67 in
DMSO, DMSO/H,0, and H,O, respectively. They differ as
much as one part in 10 to those observed when the statistical

13596 dx.doi.org/10.1021/jp204902t |J. Phys. Chem. B 2011, 115, 13593-13598
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Table 3. Comparison of the Micro- and Macroconstants of
Tenoxicam in Aqueous Solution and in the Equimolar Mix-
ture DMSO—H,0, Obtained in This Study with Those
Reported by Several Authors

aqueous solution mixture

this

ref ref3 ref38 ref39  this study ref study

pKy 134£007 107 11 108 136%0.100 192+ 015
pKy 526003 534 SI12 531 546+ 0038 442+ 007

log K. 217 146 162 119 0.10
pKais 107 112 109 1.39 2.18
PKaz 324 258 271 258 227
PKaas 534 51 532 549 4.68
PKasa 317 364 37 429 4.58

analysis is carried out using the 8'°C shifts. Therefore, the
tautomeric zwitterion/enol ratios in DMSO (1.56) and DMSO/
H,0 (2.70) were taken from the multivariate fitting using the
8"3C chemical shifts. It was not possible to record the 8'*C shifts
of tenoxicam in water because of its low solubility. Thus, the
tautomeric mole fraction zwitterion/enol ratio in aqueous solu-
tion was taken from results using the O'H shifts (15.67) in this
solvent.

Determination of the Macroscopic and Microscopic Con-
stants of Tenoxicam in Aqueous Solution. Figure 4 shows the
experimental dependence of 'H NMR chemical shifts with
respect to the pH variation in aqueous solution for the H6,
H3’, H4, and HS' hydrogen nuclei. The response is the typical
sigmoidal curve observed in an acid—base titration. Conse-
quently, we use the chemical shifts of H3', H4’, and HS' nuclei,
measured at different pH values, to obtain the macroscopic
acidity constants of the drug (K,1 and K2, Figure 1) by using
the statistical adjustment program HYPNMR.** Results are
shown in Table 2. It is noteworthy that our results (pK,1 =
1.36, pK,2 = 5.46) are very close to those previously reported
in the literature by other experimental methods.’

Since the tautomerization constant K, can be obtained from
the tautomeric ratio value, it is possible to know the value of the
microconstant equilibriums involved in Figure 1 (considering that
the keto tautomer is not present in the solution) using eqs 3a—3c.
These results are shown in Table 3, where we have included those
obtained in other studies for comparison. Additionally, using the
K,1 and K,2 values of tenoxicam reported in the DMSO—H,0
equimolar mixture in a previous study,” we calculate the values of
the microconstants in the solvents mixture.

Ky = K + Kz (3a)

1 1 1

- 3b
Ko K * Ko (3b)

K, = Kall/Kalz = Kazz/Kazl (3C)

It should be noted that only the microconstant values of ref
were obtained through experimentation, by the assumption that
the electrostatic effects enhancing the acidity of the enolic OH
group in piroxicam are of the same magnitude as in tenoxicam.
The values of log K, here obtained are closer to those in refs 43
and 44, which were obtained by theoretical and computational

methods. In general, a good agreement is observed between the
microconstant values of refs 5, 43, and 44, as well as with that
obtained in this study; however, the tautomeric constant K,
of ref 3 is higher by almost 1 order of magnitude.

Bl CONCLUSIONS

The results of this study suggest that the zwitterion is the most
abundant tautomer of tenoxicam in the three considered solution
media. The enol tautomer is the second in abundance, and the
keto tautomer probably is absent in these media. Additionally,
we have seen a clear dependence of tautomeric population of
tenoxicam calculated by means of eq 1 to the polarity of the
media. This dependence is consistent with that initially expected
in this study and with the results previously reported for other
oxicams like piroxicam.'"* An important feature in the use
of eq 2 is that populations obtained this way are almost the same
regardless of the functional employed to the calculation of the
shielding constants. The observed dependence of the chemical
shift to the pH allows us to obtain the macroconstants of the drug
in aqueous solution, and with the tautomeric ratio obtained as
well as a previous report of the macroconstants in the DMSO—
H,0O mixture, we were able to compute the microconstants of
tenoxicam in these two media, obtaining consistent results with
previous reports.
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(5] Supporting Information. Statistical analysis and tauto-
meric populations obtained with the PW91, B3LYP, O3LYP,
OLYP, OPBE, and OPW91 density functionals. This material is
available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.
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The gas- and aqueous-phase acidities of a series of oxicams have been computed by combining M05-2X/6-
311+G(3df,2p) gas-phase free energies with solvation free energies from the CPCM-UAKS, COSMO-RS,
and SMD solvent models. To facilitate accurate gas-phase calculations, a benchmarking study was further
carried out to assess the performance of various density functional theory methods against the high-level
composite method G3MP2(+). Oxicams are typically diprotic acids, and several tautomers are possible in
each protonation state. The direct thermodynamic cycle and the proton exchange scheme have been employed
to compute the microscopic pK,s on both solution- and gas-phase equilibrium conformers, and these were
combined to yield the macroscopic pK, values. Using the direct cycle of pK, calculation, the CPCM-UAKS
model delivered reasonably accurate results with MAD ~ 1, whereas the SMD and COSMO-RS models’
performance was less satisfactory with MAD ~ 3. Comparison with experiment also indicates that direct
cycle calculations based on solution conformers generally deliver better accuracy. The proton exchange cycle
affords further improvement for all solvent models through systematic error cancellation and therefore provides
better reliability for the pK, prediction of compounds of these types. The latter approach has been applied to

predict the pK,s of several recently synthesized oxicam derivatives.

Introduction

Oxicams are a class of nonsteroidal drugs (Figure 1) that
exhibit anti-inflammatory, analgesic, and antipyretic properties.' ™
They are effective in the treatment of rheumatoid arthritis,
osteoarthritis, postoperative pain, and degenerative joint diseases.
Furthermore, these compounds also display chemopreventive
and chemosuppresive effects against various cancer cell lines
and therefore represent an important class of versatile pharma-
ceutical drugs. The acid—base character of these compounds
are particularly important for their biological activity because
the ionization states of these compounds are directly determined
by their pK, values at a given pH, and this in turn controls their
binding to certain enzymes as well as uptake into cells. The
experimental pK,s of these compounds have been measured
using a variety of techniques, including spectrophotometric,
capillary zone electrophoresis, and potentiometric methods in
aqueous and aqueous—organic solvent mixtures.*~°

Most oxicams were designed under the isosteric replacement
principle where molecular fragments are replaced for other
molecular moieties with similar stereoelectronic features with
the view to optimizing their pharmacological activities. Earlier
studies have found that such substitutions can have a profound
influence on the physicochemical properties of these compounds
such as partition constants, lipophilicity, and acid—base behav-
ior. Computational chemistry is commonly used for studying
structure—reactivity trends and provides an alternative approach
for the design of more potent derivatives. In this work, we have

*To whom correspondence should be addressed. E-mail: mcoote@
rsc.anu.edu.au.

employed quantum chemical calculations in conjunction with
various continuum solvent models to examine the acid—base
behavior of these compounds in both the gas and aqueous
phases.

Oxicams pose particularly significant challenges for theory
as they are relatively large conformationally flexible molecules
and can exist as various tautomers in each protonation state.
As such, theoretical prediction of their macroscopic pK,s (in
order to compare with experiment) require the computation of
the microscopic pK,s corresponding to the possible deprotona-
tion pathways which are then combined, taking into account
the appropriate tautomeric contributions, to give the macroscopic
constants. Most continuum solvent pK, studies have been limited
to small rigid acids,'' whereas larger polyprotic acids especially
those of biological relevance, are gaining interest.'>!3 For
example, the macroscopic pK, constants have recently been
calculated for fluorescein and its derivatives, where it was
observed that the performance of the methods was somewhat
sensitive to the choice of radii used to define the solute cavity.'?

In this light, oxicams provide an interesting test for contem-
porary continuum solvent pK, calculation protocols and an
important objective of the present work is to identify a reliable
pK, calculation protocol, which could provide an alternative tool
for studying the acid—base behavior of compounds of this type.
Having identified and benchmarked computational protocols,
we then apply them to the study of several recently synthesized
oxicam derivatives, for which aqueous pK,s are currently
unknown. As part of this account, we will also derive the specific
relationship between the micro- and macroscopic pK, values
of these compounds.

10.1021/jp107890p © 2010 American Chemical Society
Published on Web 10/15/2010
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Figure 1. Chemical structures of some common oxicams.

Theoretical Procedures

pK. Calculation Protocols. The pK, provides a direct
measure of the thermodynamic feasibility of a proton-transfer
reaction in solution, which is important in many aspects of
practical chemistry and biological enzymatic systems. As such,
there has been much effort targeted at the development of
theoretical protocols for reliable pK, predictions. Among the
various methods studied, semiempirical approaches that assume
some functional form (usually linear) of the pK, in terms of
theoretical parameters are probably the most efficient.! !¢
However, such approaches require a reasonably large data set
of experimental pK,s to parametrize the model, and it is often
difficult to estimate the errors when these models are used on
compounds outside of their training set. As such, our focus in
this paper is on methods based on thermodynamic cycles such
as those shown in Scheme 1, where gas-phase reaction free
energies are combined with solvation free energies in a vector
addition fashion to yield the corresponding solution reaction
free energies. This is a practically first-principles method where
the accuracy can be systematically improved through the use
of higher level electronic structure methods for gas-phase
energies and/or more sophisticated solvent models for the
calculation of solvation free energies. Cost effective G-n'"~2!
and CBS-X?2"2* composite methods are typically used to
calculate reliable gas-phase energies; however, this is sometimes
not feasible for larger molecules, because of the computationally
expensive QCISD(T) or CCSD(T)/6-31G(d) calculations as-
sociated with these methods. In this regard, density functional
methods are also widely used in gas-phase acidity calculations,
although their performance are sometimes less consistent and
can vary considerably depending on the system studied. In this
study, we have carried out a small assessment study to examine
the performance of various density functional theory (DFT)
methods for the gas-phase calculations against the G3MP2(+)
benchmark.

Typically, continuum solvent models such as the PCM family
of continuum models, CPCM, %% [EF-PCM,* 3! IPCM,>? and
the SMx (e.g., x = 63 and 8**) series plus the latest addition,
SMD,* are used to predict solvation free energies. While these
models can deliver relatively accurate values of typical neutral
solutes, the errors associated with ionic species are usually much
larger, in the range of 16 or more kJ mol~. For this reason, the
direct method for pK, calculation (Scheme 1, cycle A) can
sometimes incur large errors because of the inherent difficulties
in obtaining accurate solvation free energies of ionic species,
and the uncertainty associated with the experimental solvation
free energy of the proton. When combined with high-level ab

initio or experimental gas-phase reaction energies, this approach
performed very well for some classes of acids (e.g., carboxylic
acids**37 and phenols®®) with <1 pK, unit accuracy, presumably
because of systematic error cancellation and/or similarity to the
compounds considered in the parametrization of the model.
However, in our recent assessment studies, we have also found
that this approach gives rise to errors in excess of 5 pK, units
on other classes of acids, e.g., carbon C—H acids.!"* More
sophisticated thermodynamic cycles such as those that employ
explicit solvent molecules have also been explored, however;
the rules for automating the number of explicit solvent molecules
in the thermodynamic cycle still require further refinement.!'!404!
Pliego and Riveros have implemented a variational approach
with the IPCM continuum model for automating the number of
water molecules to add to ionic species in order to maximize
their solution stability.** Typically, the water molecules are
hydrogen-bonded to the negatively charged atom(s) in the anion
and to the hydrogen atoms in the cation. However, complications
arise when the procedure is applied to larger systems, for
example, where multiple hydrogen bonding sites are present
and/or multiple molecular conformations are possible. In such
cases, a rigorous sampling of the configuration space may be
necessary to determine the optimal sites for hydrogen bonding
to the ion, as well as the effect of the solvent molecules on the
preferred molecular conformation.

A much simpler alternative is therefore to employ a proton
exchange approach shown in Scheme 1 (cycle B) where the
number of ionic species is conserved across the reaction and
substantial cancellation of errors incurred by the continuum
solvent model can be expected. In recent assessment studies,
this approach was found to provide good overall performance
in the pK, calculation of different classes of acids.!!"* A
drawback of this approach is that its performance may depend
strongly on the choice of reference acid (HRef) and the accuracy
of its experimental pK,. Nevertheless, since most oxicams are
designed using the isosteric substitution principle, the proton
exchange scheme should be well-suited for the pK, prediction
of compounds belonging to the same family, as in this case. In
this work, we have examined the performance of both the direct
and proton exchange methods in conjunction with the CPCM-
UAKS, COSMO-RS, and SMD continuum solvent models for
the microscopic pK, calculation of five common oxicams:
piroxicam, tenoxicam, lornoxicam, isoxicam, and meloxicam
shown in Figure 1. Having identified a suitable pK, calculation
method, these were further applied to predict the pK,s of several
recently synthesized oxicam derivatives.
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SCHEME 1: Thermodynamic Cycles Employed To
Compute Solution Reaction Free Energies

Direct cycle A
AG gy
HA(ag,IM) —® H'(aq,IM) +  A<aq, IM)
~AG” 1y (HA) AG” (HY) AG* 1 (A)
AG*;:;\«
HAGg, IM)  —— H'(eIM) + A(IM)
Proton exchange cycle B
AG o1
HA(ag, IM) +  Ref(ag, IM) ——— HRef(aq, IM) +  A<(ag, IM)
AGn(HA) | -AG s (Ref) AG g (HReD AG" o (A)
AG' g
HA(g.IM)  +  Ref(g, IM) ——  HRef(g.IM) + A<(g.IM)

Microscopic versus Macroscopic pK,s. The chemical struc-
tures of the oxicams studied here are illustrated in Figure 1.
With the exception of isoxicam, experimental data suggest that
all species exist in their N-protonated forms in aqueous
solution,*® and therefore, in principle, each possesses three acidic
protons: the enolic, pyridinyl, and amidic protons. As such,
unlike typical small monoprotic acids, oxicams are diprotic acids
and can exist in aqueous solution in a number of prototropic
forms corresponding to their cationic, neutral/zwitterionic, and
anionic forms. Further, there are three possible tautomers for
the electrically neutral species—two zwitterionic species cor-
responding to the products due to deprotonation at the enolic
and amidic protons and one from the deprotonation of the
pyridinyl nitrogen. The prototropic equilibria for the oxicams,
using meloxicam as an example, is illustrated in Figure 2.

As shown, Kt and K1, are the tautomerization constants, and
Kiz0, Kin, Kizns Kozo, Kon, and Koyzn are the microscopic
dissociation constants, while K,; and K,, are the macroscopic
dissociation constants:
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Figure 2. Prototropic equilibria for meloxicam.
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The expressions for the tautomerization constants and macro-
scopic pK,s are therefore

pK,; = —log(K\zo T Kin T Kizn) (2)
pK, = — log K,,, + log(1 + K, + Ki,Kp,)  (3)
Kix Ko Kiyn Ko
K = e T K TRy K @

120 N IN 27N

Thus, these individual microscopic constants need to be
calculated first in order to arrive at the macroscopic pK, values.
A similar approach has been used to calculate the macroscopic
pK, values of fluorescein and derivatives.'? Calculation of these
constants is accomplished by means of a thermodynamic cycle
(the direct method) as shown in Scheme 1. With this cycle, the
reaction free energies in solution are obtained through

AGE, = AGE + AGE

gas

H"Y + AGH
soln

RT 1In(10)

soln solv solv(A ) - AG\O'V(HA)

pK,(HA) =
)

The asterisk (*) signifies that the thermodynamic quantities
are calculated at a standard state of 1 mol L™!. In this approach,
we have used the most recent experimental —theoretical values
of —26.3 and —1112.5 kJ mol™! for the gas-phase Gibbs free
energy of H, G°(g,H"), and solvation free energy of H' in
water, AG%,(H").** Because the gas-phase free energies are
calculated with respect to a standard state of 1 atm, a correction
factor of RT In(RT) needs to be added to convert it into the
standard state of 1 mol L™ (R and R are the universal gas
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SCHEME 2

(0]
7yt
ay H 2

constants in units of J mol™' K™' and L atm mol™! K,
respectively).

With the proton exchange method (Scheme 1, cycle B), the
solution reaction free energies are obtained through

AGE, = AG%:_+ AG*, (HRef) + AG*, (A7) —

soln gas solv solv
AGE, (HA) — AGE | (Ref™)
k
_ soln
pK,(HA) = RTIn(10) 10) + pK,(HRef)

(6)

where the experimental value of the reference acid, pK,(HRef),
is used. In calculating solution reaction free energies via Scheme
1, a potential complication arises when the gas-phase and
solution-phase conformations are different. There are several
approaches to this problem, one of which is to adopt the gas-
and solution-phase lowest energy conformers for the respective
gas and solvation calculations. An energy correction term
accounting for the changes in molecular conformation is then
included in the solvation free energy computed on the solution
geometry. However, this approach entails full conformer
searches in both gas and solution phases. Alternatively, since
the reaction free energy is a function of state, a simpler approach
is therefore to base all calculations on the solution conformer
for the calculation of solvation free energy and gas-phase
reaction free energy. In the latter, the resulting gas-phase free
energies are not amenable to direct comparison with experiment
(if available). In this study, we have performed conformer
searches in both gas and solution phases and computed pK,
values using these two sets of geometries to examine the effect
of molecular conformation on the accuracy of the results.

Computational Details. Standard ab initio molecular orbital
theory and density functional theory calculations were performed
with Gaussian 03* and Molpro 2009.1.* In this work, we have
carried out a small assessment study to examine the performance
of several commonly used density functional methods, namely,
B3LYP, BMK, B97-1, MPWB9Y5, and M05-2X for the calcula-
tion of gas-phase deprotonation energies of a model oxicam
derivative against the G3MP2(+)-cc benchmark. The G3MP2(+)-
cc is a variant of the G3MP2 approach in which calculations
with the 6-31G(d) basis set have been replaced with the
6-31+G(d) basis set, and the QCISD(T) calculations were
substituted with CCSD(T).

The lowest energy conformer of each species in both gas and
aqueous phases is located by optimization of all possible
conformers generated from combinations of rotations of the two
bonds (al and a2 in Scheme 2) about the amide bond. The amide
bond was fixed in its thermodynamically preferred trans-
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configuration. Optimized structures and harmonic frequencies
were determined at the B3LYP/6-31+G(d) level, and scale
factors* for B3LYP/6-31G(d) vibrational frequencies have been
used with electronic energies obtained at various levels of
theories for the free energy calculations. Solution conformers
were ranked in terms of their solution electronic energies, and
where more than one low-lying conformer (within 5 kJ mol™!
of lowest energy conformer) is present, the solution free energy
was computed on these conformers to identify the solution
equilibrium structure. Solution free energies were computed as
Gén = G + AGY,y, where the gas-phase energy was computed
on the relaxed geometry of the solution conformer in the gas
phase.

The CPCM and SMD solvation free energies (AG¥,,) were
carried out using Gaussian 09*7 and were computed on their
respective solution-optimized geometries. The energy correction
term (accounting for geometry changes going from gas into
solution) to the solvation free energy is neglected because
geometrical differences in gas and solution for a given conformer
were generally small. The conductor-polarizable continuum
model (CPCM)**?” was applied at the B3LYP/6-314+G(d) level
of theory with the UAKS cavities to yield the CPCM-UAKS
solvation free energies. Solvation free energies were computed
with use of the SMD?® model at the same level of theory using
default parameters. In Gaussian09, the SCFVAC keyword is
deprecated, and as such, solvation free energies were manually
obtained by taking the difference between the solution electronic
energies (including nonelectrostatic terms) and the corresponding
gas-phase electronic energies. Additionally, the following non-
default keywords, Dis, Rep, Cav, and alpha = 1.2, were
specified in the solvent input section in order to reproduce
CPCM-UAKS solvation free energies of the same quality as
those previously benchmarked for Gaussian03.#* COSMO-RS#~!
solvation free energies were computed at the BP/TZVP level
of theory as implemented in the ADF°>3 package on CPCM-
UAKS optimized geometries. In this approach, a COSMO
single-point calculation was first carried out to obtain the charge
density on the cavity surface for the solute and solvent molecules
separately. A statistical thermodynamics treatment is then
applied to the interactions between the surface charge densities
of the solute and solvent to obtain the corresponding solvation
free energy.

Results and Discussion

DFT Assessment Study. This section examines the perfor-
mance of various DFT methods against the G3MP2(+)-cc
benchmark. To facilitate this comparison, we have adopted
compound 6 (a smaller oxicam derivative) as our model system,
where the sulfonyl moiety has been replaced with the carbonyl
group and the terminal pyridine with dimethylamine. In
calculating the G3MP2(+)-cc energies, an ONIOM>*3 approach
was employed and an illustration is provided in Scheme 3. The
molecular core was defined by replacing all N-methyl groups
with hydrogens, and L denotes the 6-311+G(3df,2p) basis sets.

SCHEME 3: Schematic Illustration for the ONIOM Type Approach Used To Calculate G3MP2(+) Quality Reaction

Energy (AE)*

H-model y(8) —— model,.(g) + H*(g)

AE(G3MP2+)

H-model(g) + model . .(g) ——» model(g) + H-model.,(g) AEMP2/L)

H-model (g9 —— model(g) + H*(g)

AE = AE(G3MP2+) + AE(MP2/L)

“ The reaction energy involving the molecular core is calculated at G3MP2(+)-cc, and the full system is calculated at a lower level of theory
MP2/6-311+G(3df,2p) via an isodesmic reaction so that the errors due to the inadequate treatment of electron correlation should mostly cancel.

The overall reaction energy is then obtained as the sum of the two terms.
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TABLE 1: Reaction Energies (kJ mol ') Computed with Various DFT Methods in Conjunction with the 6-311--G(3df,2p) Basis

Set”

AE, AE, AE; AE, MAD
B971 1063.7 (3.1) 1003.1 (7.6) 1071.2 (14.8) 1398.0 (3.3) 7.2
B3LYP 1059.5 (—1.1) 996.9 (1.5) 1066.7 (10.3) 1395.9 (1.1) 3.5
BMK 1062.3 (1.7) 996.1 (0.6) 1071.3 (14.9) 1394.7 (0.1) 4.3
MPWB95 1062.7 (2.1) 996.3 (0.9) 1068.0 (11.6) 1399.9 (5.1) 4.9
MO05-2X 1058.4 (—2.2) 993.6 (1.9) 1059.4 (3.0) 1395.2 (0.4) 1.9
MP2 1047.0 (—13.6) 989.2 (6.3) 1044.3 (12.1) 1382.2 (12.6) 11.2
G3MP2(+)-cc 1060.6 995.48 1056.4 1394.79

@ Signed errors against the G3MP2(+)-cc benchmark are shown in brackets.

The reaction energies (as difference in electronic energies) were
computed for reactions 1—4 shown in Figure 3, and the results
are given in Table 1.

As shown in Table 1, all the DFT methods generally perform
well with mean unsigned errors that are within 5 kJ mol™"'.
However, much larger errors are observed for most of the DFT
methods with respect to the calculation of AEj;, with the
exception of M05-2X where the signed errors are consistently
below 4 kJ mol~!. As such, for the remainder of this study, all
gas-phase reaction energies are calculated at the M05-2X/6-
311+G(3df,2p) level of theory in conjunction with the thermal
corrections obtained at the B3LYP/6-31+G(d) to yield the
corresponding reaction free energies.

Molecular Conformation. The lowest (free) energy con-
formers of protonated, zwitterionic, and anionic forms of
piroxicam and meloxicam in both gas and solution phases
(CPCM-UAKS and COSMO-RS) are shown in Figure 4. By
and large, the oxicams retain the gas-phase conformation in
solution, though there are some exceptions to this trend,
including N-protonated piroxicam, tenoxicam, and lornoxicam.
For meloxicam, the N-protonated and zwitterionic forms adopt
different conformers in the two phases. The microspecies of
isoxicam adopt the same conformation in the gas and solution
phases, and the conformers are the same as the gas-phase
conformers of piroxicam as shown in Figure 4. Comparison of
the lowest energy conformations in the two phases indicates
that intramolecular hydrogen bonding has a smaller effect on
conformer stability in solution. For example, the free energy

difference between the gas-phase and solution equilibrium
conformer of protonated piroxicam is 30 kJ mol™! in the gas
phase; however, in aqueous solution, the CPCM-UAKS and
COSMO-RS models predict that the non-intramolecularly
hydrogen-bonded solution conformer is actually more stable by
4 kJ mol™!. Presumably, intramolecularly hydrogen-bonded
structures are less favored in solution because it precludes
electrostatic (intermolecular) interactions with the solvent. The
CPCM-UAKS solution free energies of the gas and solution
conformers of some species are provided in Table S2 in the
Supporting Information. As shown, in some instances, the
solution free energy calculated on gas-phase conformer is about
10—20 kJ mol™! higher in energy compared to the solution
conformer.

The SMD model also predicts a similar trend where the free
energy difference between solution- and gas-phase conformers
is substantially lower in the presence of solvent; however, in
this case, the model predicts that the gas-phase conformers of
all microspecies of piroxicam, tenoxicam, and lornoxicam are
retained in solution. For meloxicam, the SMD solution con-
formers are the same as those predicted using CPCM-UAKS
and COSMO-RS as shown in Figure 4 and do differ from the
gas-phase structures. Thus, an important implication of this result
is that the usual assumption that the molecule adopts the same
conformation in gas and solution phases may not be valid for
larger molecules even when intramolecular hydrogen bonds are
present, and, in such instances, a rigorous conformer search that
goes beyond simply reoptimizing the gas-phase equilibrium
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Figure 4. Gas-phase and solution (CPCM-UAKS/COSMO-RS) conformers of some oxicam microspecies.

TABLE 2: Gas-Phase Deprotonation Energies® (k] mol !) at 298 K Associated with the Four Deprotonation Steps

AG, AG> AG; AG,
piroxicam 978.8 (0.0) 929.5 (0.0) 966.4 (0.0) 1316.6 (0.0)
tenoxicam 971.4 (=7.4) 927.0 (=2.5) 962.1 (—4.3) 1307.2 (—9.4)
lornoxicam 963.5 (—15.3) 9223 (=7.2) 955.4 (—11.0) 1295.0 (—21.6)
meloxicam 973.9 (—4.9) 923.2 (—6.3) 948.6 (—17.8) 1302.0 (—14.6)
isoxicam 979.1 (0.3) 898.9 (—30.6) 959.7 (—6.7) 1308.5 (—8.1)

“ Absolute values are calculated with respect to the standard state of 1 atm, and relative values are shown in parentheses.

geometry in solution is necessary. The lowest energy structure
as predicted by the various solvent models is used in the
respective solution-phase calculations. In the next section, the
effect of molecular conformation on the accuracy of the cal-
culated pK,s is also examined.

Gas-Phase Acidities. Shown in Table 2 are the gas-phase
deprotonation energies of the five oxicams examined in ac-
cordance with the reaction scheme in Figure 3. There is
generally little variation in the acidities among the five oxicams,
indicating that the structural modification, e.g., by replacing the
benzo ring of piroxicam with a thieno ring (yielding tenoxicam),
has relatively little effect on the intrinsic (in the absence of
solvent) acidities of these acid. Nevertheless, there are some
notable exceptions, such as AG, and AG, of lornoxicam where
substitution of the benzo ring of piroxicam with the electron-
withdrawing 2-chlorothieno ring enhances the acidity of the
enolic proton by 15—20 kJ mol~!. Similarly, replacement of
the pyridin-2-yl ring of piroxicam with a 5-methylisoxazol-3-
yl ring yielding isoxicam dramatically reduces the basicity of
the N-atom where AG, is ~30 kJ mol™! lower. This is
presumably due to the electron-withdrawing effect of the
adjacent electronegative oxygen and is consistent with existing
experimental data, which suggest that protonated isoxicam is
not observed in aqueous solution (pK,; is not measurable using
the methods employed to measure the corresponding pK,s of

other oxicams).*® Interestingly, the gas-phase data suggest that,
of the three electrically neutral tautomers, the neutral form is
the most stable in the gas phase, whereas experimental data in
the condensed phase suggest that it is the zwitterionic (O) form
that is predominant in solution. Similarly, in the gas phase, the
zwitterionic (N) also appears to be more stable compared to
the (O) form, presumably because of the proximity of the anionic
center to the positively charged pyridinyl moiety; however, this
species is reportedly undetected in condensed-phase studies. As
such, it appears that relative stabilities of the tautomers (and
the resulting pK, values) are strongly influenced by solvent
effects.

Aqueous Acidities. The microscopic acidities (computed via
eq 5 and the direct cycle in Scheme 1) and the corresponding
macroscopic pK, values (computed using eqs 2 and 3) of the
five oxicams, as well as the tautomerization constants computed
on both gas-phase and solution-phase conformers in conjunction
with the CPCM-UAKS, COSMO-RS, and SMD solvent models
are summarized in Tables 3 and 4. Before proceeding further,
it is worth mentioning that, from eqs 2 and 3, it is clear that the
macroscopic pK,; has contributions from pK;zo, pKin and pKjzn,
and, in particular, the microscopic pK, with the lowest value
would have the highest weighting on pK,;. Conversely, it is
the microscopic pKyzo, pKon, and pKizn constant with the
highest value that will have the highest weighting on pKj,.



11998 J. Phys. Chem. A, Vol. 114, No. 44, 2010

Ho et al.

TABLE 3: Directly Calculated Microconstants and the Associated Macroscopic pK, Values on Gas-Phase Conformers at

298 K

solvent model piroxicam tenoxicam lornoxicam meloxicam isoxicam

pKizo CPCM 1.27 (—0.65) 0.81 (—0.28) 0.22 1.06 1.77
COSMO-RS —1.85(—=3.77) —2.48 (—3.57) —2.90 —2.36 —1.57
SMD 0.33 (—1.59) —0.81 (—1.90) —1.46 —0.85 0.36
expt 1.92° 1.09¢

pKin CPCM 1.37 (—1.35) 1.57 (—1.14) 1.42 —0.15 —2.83
COSMO-RS 1.01 (—1.71) 1.06 (—1.65) 0.79 —1.58 —3.84
SMD 2.82(0.10) 2.68 (—0.03) 2.56 —1.97 —4.12
expt 2.72° 2.71¢

pKizn CPCM 4.68 4.78 4.25 0.63 4.87
COSMO-RS 2.46 2.26 1.88 —1.75 2.09
SMD 4.23 3.80 348 —-0.77 3.16
expt

pKT CPCM 0.10 (—0.70) 0.77 (—0.85) 1.20 —1.22 —4.59
COSMO-RS 2.86 (2.06) 3.54 (1.89) 3.69 0.77 —2.28
SMD 2.50 (1.70) 3.49 (1.87) 4.02 —1.12 —4.48
expt 0.80° 1.62¢

pK>z0 CPCM 6.31(0.91) 6.01 (0.69) 6.01 3.90 2.28
COSMO-RS 3.59 (—1.81) 3.25(—2.07) 341 0.87 —1.97
SMD 8.30 (2.90) 8.01 (2.69) 7.90 3.71 0.69
expt 5.40° 5.32¢

pKon CPCM 6.21 (1.61) 5.25 (1.55) 4.81 5.11 6.87
COSMO-RS 0.73 (—3.87) —0.29 (—3.99) —0.28 0.10 0.31
SMD 5.80 (1.20) 4.52 (0.82) 3.88 4.83 5.17
expt 4.60° 3.70¢

pKa CPCM 1.02 (—0.84) 0.74 (—0.33) 0.19 (—0.66) —0.24 (—1.33) —2.83
COSMO-RS —1.85(—3.71) —2.48 (—3.55) —2.90 (—3.75) —2.51 (—3.60) —3.84
SMD 0.32 (—1.54) —0.81 (—1.88) —1.46 (—2.31) —2.03 (—3.12) —4.12
expt 1.86¢ 1.07¢ 0.85¢ 1.09

pKa CPCM 6.56 (1.10) 6.08 (0.74) 6.04 (0.45) 5.20 (1.02) 6.87 (2.94)
COSMO-RS 3.59 (—1.87) 3.25(—2.09) 3.41(—2.18) 1.02 (—3.16) 0.31 (—3.62)
SMD 8.30 (2.84) 8.01 (2.67) 7.90 (2.31) 4.89 (0.71) 5.17 (1.24)
expt 5.46¢ 5.34¢ 5.59¢ 4.18 3.93%

“Signed errors are shown in brackets. ” Reference 5. ¢ Reference 6. ¢ Reference 9. ¢ Reference 4. / Reference 10.

Accordingly, it is observed in Tables 3 and 4 that, with the
exception of meloxicam, all three solvent models predict pKzy
to be higher than pK;zo and pK)y, typically by 2 or more units,
and therefore has little influence on the resulting macroscopic
pK.1 value. This indicates that the solution concentration of
zwitterion (N) is substantially less than the other two tautomers,
and the results are consistent with existing experimental studies
where the zwitterion (N) is apparently undetected*>® or assumed
to be present in negligible concentrations. Thus, whereas Table
2 suggests that the order of decreasing stabilities in the gas phase
follows neutral > zwitterion (N) > zwitterion (O), it appears
that solvent effects are sufficient to alter the relative stabilities
of the tautomers in solution and the continuum solvent models
employed are able to reproduce this trend.

Overall, it appears from Tables 3 and 4 that the CPCM-UAKS
model performed reasonably well, where calculated macroscopic
pK, values, especially pK,;, are typically within 1 unit of
experiment. On the other hand, the performance of the SMD
and COSMO-RS models is less satisfactory, where deviations
in the calculated values are ~2—4 units. Additionally, com-
parison between Tables 3 and 4 also indicates that using solution
conformers affords further improvement in accuracy for the
CPCM and COSMO-RS models. As noted above, since the
accuracy of the macroscopic pK,s depends directly on the micro-
scopic constants, it is more pertinent to examine the accuracy
of the latter and experimental values for the microscopic
constants, where available, are provided in Tables 3 and 4.
Experimental values for microscopic ionization constants are
typically obtained via the study of analogues; for example,
through the synthesis of piroxicam derivatives—pyridyl N-
methylated and enolic O-methylated piroxicams, one can

estimate the microscopic constants pKzo and pKazo.> In view
of the good performance observed in the macroscopic constants,
it is not surprising to note that pKzo, pKin, pK>zo, and pKr;
are reasonably well estimated by CPCM-UAKS for piroxicam
and tenoxicam, with errors all under 1 unit, particularly when
solution conformers are used. The error in pKyy is slightly larger;
however, the effect on pK, is minimal because it is more
strongly weighted by the larger pK,zo. For isoxicam, all three
solvent models predict pKiy to be ~—4 (cf. piroxicam, 2.7),
which stems from the much weaker basicity of the nitrogen in
the 5-methylisoxazol-3-yl ring (Table 2). This is consistent with
experimental studies where only one pK, is measured for
isoxicam due to deprotonation of the enolic hydrogen; calcula-
tions from all solvent models predicts that neutral isoxicam is
the predominant form in solution (see calculated pKt; ~—4 in
Tables 3 and 4). As such, the macroscopic pK,, and microscopic
pKon of isoxicam are identical. Inspection of Table 4 shows
that the SMD predicts pK;x and pKoy quite accurately; however,
the errors in the other microscopic constants have errors that
are as large as 3 units. Similarly, COSMO-RS incurs ~3 unit
error in the pKjzo and pKjn. Nevertheless, a promising observa-
tion is that the errors in the directly calculated microscopic
constants appear to be systematic. For example, from Tables 3
and 4, it appears that the SMD model underestimates pKjzo by
1.6 units and overestimates pKt; and pK,zo by 2 and 3 units,
respectively. Similarly, the CPCM-UAKS model appears to
underestimate pK;y and pKt; by 0.7 units and to overestimate
PK>z0 and pKoy by 0.8 and 1.6 units, respectively. As such, a
proton exchange scheme may be employed to ameliorate most
of these errors.
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TABLE 4: Directly Calculated Microconstants and the Associated Macroscopic pK, Values on Solution-Phase Conformers at

298 K

solvent model piroxicam tenoxicam lornoxicam meloxicam isoxicam

pKizo CPCM 1.94 (0.02) 1.14 (0.05) 0.71 0.78 1.77
COSMO-RS —1.03 (—2.95) —1.89 (—2.98) —2.08 —2.19 —1.57
SMD 0.33 (—1.59) —0.81 (—1.90) —1.46 —0.79 0.36
expt 1.92° 1.09¢

pKin CPCM 2.04 (—0.68) 1.90 (—0.81) 1.91 2.78 —2.83
COSMO-RS 1.83 (—0.89) 1.65 (—1.06) 1.61 1.66 —3.84
SMD 2.82(0.10) 2.68 (—0.03) 2.56 —0.01 —4.12
expt 2.72° 2.71¢

pKizn CPCM 5.35 5.11 4.74 2.76 4.87
COSMO-RS 3.28 2.85 2.70 0.55 2.09
SMD 4.23 3.80 348 0.41 3.16
expt

pKt CPCM 0.10 (—0.70) 0.77 (—0.85) 1.20 2.00 —4.59
COSMO-RS 2.86 (2.06) 3.54(1.92) 3.69 3.85 —2.28
SMD 2.50 (1.70) 3.49 (1.87) 4.02 0.78 —4.48
expt 0.80° 1.62¢

pK>z0 CPCM 6.31(0.91) 6.01 (0.69) 6.01 7.11 2.28
COSMO-RS 3.59 (—1.81) 3.25(—2.07) 341 3.94 —1.97
SMD 8.30 (2.90) 8.01 (2.69) 7.90 5.61 0.69
expt 5.40° 5.32¢

pKon CPCM 6.21 (1.61) 5.25 (1.55) 4.81 5.11 6.87
COSMO-RS 0.73 (—3.87) —0.29 (—3.99) —0.28 0.10 0.31
SMD 5.80 (1.20) 4.52 (0.82) 3.88 4.83 5.17
expt 4.60° 3.70¢

pKa CPCM 1.69 (—0.17) 1.07 (0.00) 0.69 (—0.16) 0.77 (—0.32) —2.83
COSMO-RS —1.03 (—2.89) —1.89 (—2.96) —2.08 (—2.93) —2.19 (—3.28) —3.84
SMD 0.32 (—1.54) —0.81 (—1.88) —1.46 (—2.31) —0.88 (—1.97) —4.12
expt 1.86¢ 1.07¢ 0.85¢ 1.09

pKa CPCM 6.56 (1.10) 6.08 (0.74) 6.04 (0.45) 7.12 (2.94) 6.87 (2.94)
COSMO-RS 3.59 (—1.87) 3.25(—2.09) 3.41(—2.18) 3.95 (—0.23) 0.31 (—3.62)
SMD 8.30 (2.84) 8.01 (2.67) 7.90 (2.31) 5.70 (1.52) 5.17 (1.24)
expt 5.46¢ 5.34¢ 5.59¢ 4.18 3.93%

“Signed errors are shown in brackets. ” Reference 5. ¢ Reference 6. ¢ Reference 9. ¢ Reference 4. / Reference 10.

Shown in Tables 5 and 6 are the proton exchange microscopic
and corresponding macroscopic pK, constants using piroxicam
as the reference species for gas- and solution-phase conformers,
respectively. Additionally, we have made further simplifications
to eqs 2 and 3 by eliminating the contribution from the
zwitterion (N) tautomer, and the macroscopic pK,s are calculated
as pK,; = — log (Kizo + Kin); pKa2 = pKazo + log (1 + Krty).
As shown, the proton exchange scheme affords much improve-
ment in all three solvent models, particularly SMD and
COSMO-RS, where the pKizo, pKt1, and pK,zo of tenoxicam
are predicted very accurately (cf. experiment), and most
macroscopic constants are calculated to within a unit of
experiment. The excellent agreement between the calculated
microscopic constants of tenoxicam and lornoxicam using the
three solvent models further supports the reliability of these
values. Interestingly, meloxicam appears to be more problematic,
where CPCM and COSMO-RS incur errors of ~2 units with
respect to pK,, (Table 6). Unlike the other oxicams, there is
also greater disparity in meloxicam’s microscopic constants
predicted using gas- and solution-phase conformers. Presumably,
the structural difference between meloxicam and piroxicam
(substitution of the pyridinyl ring for a 5-methylisoxazol-3-yl
ring) somewhat alters the solvation pattern and as a consequence,
using piroxicam as a reference species results in some noncan-
celing errors in the proton exchange scheme. Another probable
reason is that one of the microspecies of meloxicam, namely,
zwit-meloxicam-(O), adopts a different conformation in solution
from the other oxicams—see Figure 4. Presumably, this causes
the systematic error found in tenoxicam and lornoxicam to be
different from meloxicam, and it is not clear if the proton
exchange scheme (with any of the solvent models) necessarily

affords any improvement in accuracy. If this were the case, then
one might expect the proton exchange method to perform better
on the gas-phase conformers since all microspecies adopt the
same intramolecularly hydrogen-bonded configuration. Indeed,
Table 5 shows that the calculated pK,, is markedly improved
(within 0.6 unit of experiment) for CPCM and COSMO-RS
when gas-phase conformers were used. In particular, using gas-
phase conformers results in a smaller pK>zo value such that pKjn
contributes the most to the macroscopic pK,,. This microscopic
constant pK,y appears to be reasonably well predicted where
the three solvent models give essentially the same result (Table
5). This suggests that the systematic error incurred by certain
continuum solvent models may be sensitive to the conformation
adopted by the molecule and may be an important consideration
when it comes to selecting a suitable reference species for use
in a proton exchange scheme.

Thus, where direct pK, calculation (Scheme 1) is concerned,
it makes physical sense to employ the solution equilibrium
conformers to predict solution reaction free energies and it is
noted in Tables 3 and 4 that this results in further, albeit modest,
improvement in the microscopic pK, values. However, as seen
in Tables 3 and 4, the direct method per se is generally less
reliable and its performance can vary considerably according
to the solvent model employed. On the other hand, the proton
exchange scheme provides a more reliable approach where the
data in Tables 5 and 6 show that its performance is fairly
independent of the choice of solvent model, and it delivers
significant improvement over the directly calculated values. The
generally good agreement between the microscopic constants
in Tables 5 and 6 also indicates that the errors incurred from
using gas rather than solution conformers also cancel to a large
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TABLE 5: Proton Exchange Microconstants and the Associated Macroscopic pK, Values on Gas-Phase Conformers at 298 K*

solvent model tenoxicam lornoxicam meloxicam isoxicam
pKizo CPCM 1.46 (0.37) 0.87 1.71 2.42
COSMO-RS 1.29 (0.20) 0.87 1.41 2.20
SMD 0.78 (—0.31) 0.14 0.74 1.96
expt 1.09¢
PKin CPCM 2.92 (0.21) 2.76 1.19 —1.48
COSMO-RS 2.76 (0.05) 2.49 0.12 —2.13
SMD 2.57 (—0.14) 2.46 —2.08 —4.22
expt 2.71¢
PKT CPCM 1.46 (—0.16) 1.89 —0.52 —3.90
COSMO-RS 1.48 (—0.14) 1.62 —1.29 —4.34
SMD 1.79 (0.17) 2.32 —2.82 —6.17
expt 1.62¢
PKaz0 CPCM 5.10 (—0.22) 5.10 2.98 1.37
COSMO-RS 5.06 (—0.26) 5.22 2.68 —0.16
SMD 5.11 (—0.21) 5.00 0.81 —2.21
expt 5.32¢
PKon CPCM 3.64 (—0.06) 3.20 3.50 5.26
COSMO-RS 3.59 (—0.11) 3.60 3.97 4.18
SMD 3.32 (—0.38) 2.68 3.63 3.97
expt 3.70¢
PKai CPCM 1.44 (—0.37) 0.87 (0.02) 1.08 (—0.01) —1.48
COSMO-RS 1.27 (0.20) 0.86 (0.01) 0.10 (—0.99) —2.13
SMD 0.78 (—0.29) 0.13 (—0.72) —2.08 (—3.17) —4.22
expt 1.07¢ 0.85¢ 1.09
PKa CPCM 5.12 (—0.22) 5.10 (—0.49) 3.62 (—0.56) 5.26 (1.33)
COSMO-RS 5.08 (—0.26) 5.23 (—0.36) 3.99 (—0.19) 4.18 (0.25)
SMD 5.12 (—0.22) 5.00 (—0.59) 3.63 (—0.55) 3.97 (0.04)
expt 5.344 5.59¢ 4.18 3.93%

“ Signed errors are shown in brackets. ? Reference 5. ¢ Reference 6. ¢ Reference 9. ¢ Reference 4./ Reference 10.

TABLE 6: Proton Exchange Microconstants and the Associated Macroscopic pK, Values on Solution-Phase Conformers at

298 K*

solvent model tenoxicam lornoxicam meloxicam isoxicam

pPKizo CPCM 1.12 (0.03) 0.69 0.76 1.75
COSMO-RS 1.06 (—0.03) 0.87 0.76 1.38
SMD 0.78 (—0.31) 0.14 0.81 1.96
expt 1.09¢

PKin CPCM 2.58 (—0.13) 2.59 3.46 —2.15
COSMO-RS 2.54 (—0.17) 2.49 2.54 —2.96
SMD 2.57 (—0.14) 2.46 —0.11 —4.22
expt 2.71¢

PKTi CPCM 1.46 (—0.16) 1.89 2.69 —3.90
COSMO-RS 1.48 (—0.14) 1.62 1.78 —4.34
SMD 1.79 (0.17) 2.32 —0.91 —6.17
expt 1.62¢

PKazo CPCM 5.10 (—0.22) 5.10 6.20 1.37
COSMO-RS 5.06 (—0.26) 5.22 5.76 —0.16
SMD 5.11 (—=0.21) 5.00 2.71 —2.21
expt 5.32¢

pPKon CPCM 3.64 (—0.06) 3.20 3.50 5.26
COSMO-RS 3.59 (—0.11) 3.60 3.97 4.18
SMD 3.32 (—0.38) 2.68 3.63 3.97
expt 3.70¢

PKai CPCM 1.10 (0.03) 0.69 (—0.16) 0.76 (—0.33) —2.15
COSMO-RS 1.04 (—0.03) 0.86 (0.01) 0.75 (—0.34) —2.96
SMD 0.78 (—0.29) 0.13 (—0.72) —0.16 (—1.25) —4.22
expt 1.07¢ 0.85¢ 1.09

PKa CPCM 5.12 (—0.22) 5.10 (—0.49) 6.20 (2.02) 5.26 (1.33)
COSMO-RS 5.08 (—0.26) 5.23 (—0.36) 5.76 (1.58) 4.18 (0.25)
SMD 5.12 (—0.22) 5.00 (—0.59) 3.63 (—0.55) 3.97 (0.04)
expt 5.344 5.59¢ 4.18 3.93%

“ Signed errors are shown in brackets. ? Reference 5. ¢ Reference 6. ¢ Reference 9. ¢ Reference 4./ Reference 10.

extent through the proton exchange scheme. A subtle but
important observation from the above study is that, in addition
to structural similarity, the preferred molecular conformation
adopted by the reference species also needs to be taken into
account when selecting a suitable reference species. Nonetheless,

we note from Table 6 that even if an ideal reference is not
available, a reasonably accurate pK,, for meloxicam may still
be obtained with an error of two units or less. On this basis, we
note that applying the proton exchange scheme on gas-phase
conformers in conjunction with CPCM and COSMO-RS gener-



pK,s of Anti-inflammatory Oxicams

OH O r\”\> OH O

BN N*S A N ">
N H N H |

S ST

O, 0,

Sudoxicam Propoxicam

8

J. Phys. Chem. A, Vol. 114, No. 44, 2010 12001

N—
OH O OHHN
o \ /
A NHN/ rx
H nl\
N N
02

QA-propoxicam derivatives,n=1,2  hybrid of rutaecarpine and piroxicam
9 and 10

Figure 5. Chemical structures of other oxicams derivatives, including several recently synthesized derivatives (9—11).

TABLE 7: Predicted Gas-Phase Deprotonation Energies
and Aqueous Acidities” at 298 K of Oxicam Derivatives
Shown in Figure 5

sudoxicam propoxicam (n=1) (n=12) hybrid

AG, (kJ mol™") 964.7 1013.5 10333 10549  995.7

AG, (kI mol™") 909.5 970.9 920.7

AG, (kJ mol™") 1298.0 1348.7 1306.0

PK170(CPCM) 1.10 0.98 5.10 7.44 8.46
PK120(COSMO-RS) 1.16 0.84 3.81 5.83 9.28
pKin(CPCM) 0.18 10.55 4.52
PKin(COSMO-RS) —-0.76 9.03 439
PK220(CPCM) 2.38 15.17 3.58
PK220(COSMO-RS) 1.97 14.30 4.83
pKon(CPCM) 3.29 5.60 7.52
pKon(COSMO-RS) 3.89 6.11 9.72
pK.i(CPCM) 0.13 0.98 5.10 7.44 4.52
pK.(COSMORS) —0.77 0.84 3.81 5.83 439
PK.o(CPCM) 3.34 15.17 7.52
pK.o(COSMORS) 3.90 14.30 9.72

“ Aqueous acidities were calculated using the proton exchange
scheme using piroxicam as the reference.

ally delivers reasonably good results, with all macroscopic pK,
calculated to within ~1 unit of experiment.

pK, Prediction of New Oxicam Derivatives. There is
ongoing research aimed at developing new oxicam derivatives
with improved pharmacological activities, and some of these
compounds are shown in Figure 5. For example, propoxicam
(8) and some of its derivatives (9 and 10) have recently been
explored as anti-osteoarthritis drugs where quaternization of the
terminal amino group apparently increases their affinity toward
articular cartilage.’®” Compound 11 is a hybrid of piroxicam
and rutaecarpine, where the latter is a quinzolineocarboline
alkaloid and possesses a wide spectrum of pharmacological
properties, including antihypertensive and cytotoxic activities.”®

On the basis of the above results, we have employed the
proton exchange scheme in conjunction with CPCM and
COSMO-RS to compute the microscopic constants as well as
the macroscopic pK, values of some of these oxicam derivatives
shown in Figure 5. Piroxicam was used as the reference species.
As noted above, because it is not clear as to whether using
solution conformers necessarily delivers better results in a proton
exchange scheme, for simplicity, we have adopted gas-phase
conformers in these calculations. To the best of our knowledge,
the aqueous pK,s of most these oxicams have not been measured
and the values computed here may be directly compared with
future experimental measurements. We estimate from the
assessment study that the uncertainty associated with these
computed values are no larger than 2 units.

The microscopic gas-phase deprotonation energies (see reac-
tion scheme in Figure 3) and aqueous acidities, macroscopic
pK, values of oxicams (7—11) are shown in Table 7. Generally,
it appears that there is reasonably good agreement between the
predicted pK, values from the two solvent models, where the
difference is usually within 1 unit (within the error bars of
the pK, calculation protocol). Interestingly, apart from sudoxi-
cam, the predicted macroscopic pK, values for the new
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Figure 6. Zwit-propoxicam (8) is stabilized by an intramolecular
hydrogen bond (boxed) that is not present in the quaternized
derivatives.

derivatives are all considerably higher than piroxicam. Com-
parison with Table 2 indicates that the gas-phase deprotonation
energies of propoxicam (AG;, AG,, and AG,) and its quater-
narized derivatives are substantially higher than piroxicam by
~30 kJ mol~! or more. For propoxicam, this difference stems,
in part, from the increased basicity of the terminal aliphatic
nitrogen relative to pyridine (the gas-phase basicity of dimeth-
ylpropylamine is 931 kJ mol ™!, whereas that of pyridine is 898
kJ mol™!,% as a consequence of the delocalization of the lone
pair in the aromatic system). As such, the N-protonated form
of propoxicam is stabilized relative to the neutral and zwitte-
rionic forms. For the quaternized derivatives, the higher gas-
phase deprotonation energies relative to propoxicam, appear to
arise from the loss of an intramolecular hydrogen bond due to
the substitution of a methyl group for a proton at the nitrogen
(Figure 6).

Additionally, the weaker acidity (20 kJ mol™") of 10 compared
to 9 is presumably due to the increased distance between the
cationic terminal nitrogen and the anionic enolate oxygen. For
the hybrid derivative 11, other than AGj, the acidities of the
other protons are very similar to those of piroxicam. This ~20
kJ mol™! weaker acidity in AG; arises because of the confor-
mational constraint associated with the fused pyridine ring,
where the proton on the pyridine is in close proximity to the
pyrrolidine proton (see structure in Figure 5), which is similar
to the solution-phase structure for zwit-meloxicam (O) in Figure
4. With sudoxicam, it is surprising to note that substitution of
a 5-methylthiazoyl-2-yl ring with a thiazoy-2yl ring increases
the gas-phase deprotonation energy by about 10 kJ mol™!,
although this difference is comparable to the effect of a methyl
group on the basicity of pyridine: gas-phase basicity of
4-methylpyridine is ~15 kJ mol™! higher than pyridine.*

In solution, the predicted pK, values indicate that the hybrid
and propoxicam derivatives are generally weaker acids, com-
pared to oxicams 1—5, and there appears to be some correlation
with the gas-phase data. For example, sudoxicam’s pK, values
are very close to those of meloxicam, being slightly lower (by
less than 1 unit) which is consistent with the gas-phase data.
Similarly, 9 and 10 exhibit pK, values that are 4—6 units higher
than piroxicam, and this is also consistent with their weaker
gas-phase acidity. It is interesting to note that, for propoxicam,
the macroscopic pK,; is quite comparable to piroxicam, despite
its weaker gas-phase acidity by ~30 kJ mol~'. In this instance,
there appears to be a strong solvent effect where the zwitterion
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(O) tautomer is very strongly solvated to the extent that it
counteracts the weaker acidity calculated in the gas phase.

Conclusions

We have shown that the proton exchange scheme when used
in conjunction with the CPCM-UAKS and COSMO-RS models
deliver reasonably accurate pK, values and could provide a
complementary tool for studying the acid—base behavior of
compounds of this type. An interesting finding from this study
is that when studying larger molecular systems where multiple
conformers are present, and where the conformational preference
may differ in the gas and solution phases, the molecular
conformation of the reference species can impact on the
accuracy of the resulting proton exchange scheme. In the direct
cycle calculation, the use of solution equilibrium conformers is
recommended; however, this approach failed to deliver accurate
results (errors ~3 or more units) presumably because of the
larger errors incurred by some of the solvent models. The proton
exchange scheme was further applied to predict the pK, values
of some recently synthesized oxicam derivatives, and these
values are estimated to have an error bar of less than 2 units.
The substantial difference in the pK, values exhibited by these
derivatives (compared with oxicams 1—5) should allow for more
definitive study of structure—activity trends that might exist
between the pK, of these compounds and their biological
activity.
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