= tiempo =
IDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD IZTAPALAPA

DIVISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA

"DETERMINACION DE CONSTANTES DE ACIDEZ DE
DERIVADOS TIOMORFOLINICOS CON
PROPIEDADES ANTIHIPERTENSIVAS ”

TESIS QUE PRESENTA:
1.Q. KARLA SANPEDRO MONTOYA
PARA LA OBTENCION DEL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

AREA DE INVESTIGACION

QUIMICA ANALITICA

ASESOR:

Dr. ALBERTO ROJAS HERNANDEZ

JURADO CALIFICADOR:

SRESIDENTE: Dr. Andrés Herndandez Arana (
SECRETARIO: Dra. Maria Teresa Ramirez Silva -

WCAL: Dra. Laura Galicia Luis
WOCAL: Dra. Alma Luisa Revilla Vazquez

S

V" CAL: Dra. Maria Elena Piez Herngndez

Meéxico, D.F. Julio 2014



AN\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD IZTAPALAPA

DIVISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA

“DETERMINACION DE CONSTANTES DE ACIDEZ DE
DERIVADOS TIOMORFOLINICOS CON
PROPIEDADES ANTIHIPERTENSIVAS”

TESIS QUE PRESENTA:
1.Q. KARLA SANPEDRO MONTOYA
PARA LA OBTENCION DEL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE QUiMlCA
AREA DE INVESTIGACION

QUIMICA ANALITICA

ASESOR:

Dr. ALBERTO ROJAS HERNANDEZ

JURADO CALIFICADOR:

PRESIDENTE: Dr. Andrés Hernandez Arana
SECRETARIO: Dra. Maria Teresa Ramirez Silva
VOCAL: Dra. Laura Galicia Luis

VOCAL: Dra. Alma Luisa Revilla Vazquez
VOCAL: Dra. Maria Elena P4ez Hernandez

Meéxico, D.F. Julio 2014



Oeticads a:

W Smads For

s udorads Omar Slgandro
W queride formitia



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer infinitamente a:

Mis amados padres (Raul y Pilar) por amarme, apoyarme y tratar de entenderme.
Gracias por estar a mi lado siempre.

Mis Hermanos (Mary, Naty, Ara y Rall), pese a que somos diferentes, siempre

tratan de que estemos unidos, apoyarnos y querernos.

Mis cufiados (Jesus y Rene), que aungue no somos hermanos de sangre estan

siempre dispuestos a apoyar a toda la familia, como si lo fueran.

Mis sobrinos (Ari, Jesus, Alan, Rene y mi Ale) que le dieron alegria, luz, sal y

pimienta a la familia Sanpedro Montoya.

Al amor de mi vida Omar Alejandro Reyna, por apoyarme, amarme,

comprenderme y sobre todo por darme el regalo méas grande y hermoso.... Mi Fer.
A la Familia Reyna Juseppe, por su hospitalidad y comprension.

A mis estimados y siempre queridos amigos: Alicia, José Manuel, Pedro, Ponci,

Agustin y Ulises.

A mis amigos de Guanajuato, gracias por todas sus atenciones y por hacerme sentir

querida y apoyada... Gracias muégano (Isa, Erika, José y Leo) los quiero.

A mi asesor Alberto Rojas Hernandez por todo el apoyo moral y econdémico,
comprension, paciencia, consejos, regafios y por compartir sus grandes conocimientos.

Muchas gracias.

A la Dra. Maria Teresa Ramirez Silva por todos sus consejos y alegria que la

caracteriza.



A los miembros del jurado por sus grandes contribuciones y sugerencias, para que se

enriqueciera este trabajo de tesis.

PRESIDENTE: Dr. Andrés Hernandez Arana
SECRETARIO: Dra. Maria Teresa Ramirez Silva
VOCAL: Dra. Laura Galicia Luis

VOCAL: Dra. Alma Luisa Revilla Vazquez
VOCAL: Dra. Maria Elena Paez Hernandez

A la Universidad Autonoma Metropolitana. Unidad Iztapalapa (UAM-I) por ser
mi segunda casa desde que empecé la Licenciatura hasta la culminacion del Doctorado.
A toda el Area de Quimica Analitica por todo el apoyo brindado

A la Dra. Annia Galano por la colaboracion realizada en todos los calculos teoricos

de este trabajo de Tesis y por su amabilidad.

Al apoyo financiero otorgado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

CONACYT con la beca 198346



INDICE

RESUMEN ..ottt ettt a ettt s e s st b s s s s s s s a e s ae b s a et esas s e s s s s s sanaesasessesenes 6
ABREVIATURAS .......ooecvveecteteseetesesaesesssesesassssessssesassssassssssesassessssssessssssssassassssssasssssssssssssssssassssssasassns 8
CAPITULO I. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES. ....cocvvueveeeeeteereeseeeseeseseesesssssssessesessssssssssssesssssssnens 9
INTRODUCCION .....uevviiecectetete ettt sae sttt s s s st et s s s sae st et s s s sesese s s s snasaesesesesenanaees 9
ANTECEDENTES ..ocvievteeeeteeecte ettt ae s s sae s s s sas s s s s s sas st esse b s aesesasae s et s enaessensesanes 13
CAPITULO 11, OBJETIVOS ...veveevveeeceeteeeeete ettt sesesae s s s e sae s asae s s s s st esasaessassesassesaneneas 17
OBJETIVO GENERAL.....ovuievieieetecte ettt st sasae s st es st ss et s s st s sae s ss s s s s sesesasaesesassesanansans 17
OBJETIVOS PARTICULARES .....oovovecvveeeceeeeeeetessaesesesaesssssesesssssssssessssesssessssssssasssssssesssassesasssssansnns 17
CAPITULO lIl. FUNDAMENTOS DE LOS METODOS INSTRUMENTALES..........cooveuererereeeeeererereeenenene 18
ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA (ECZ)...evrveeeevreceereeeseseeseesesesissessesesessesessssessassessssssssassssanens 18
PRINCIPIOS DE LA SEPARACION ELECTROFORETICA .......cueveeeeereecteireeteesae s sesesaesesesaeseseeaans 19
MOVILIDAD ELECTROFORETICA Y DETERMINACION DE CONSTANTES DE ACIDEZ.................. 21
ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE .....vuvevverecreieectescae st seseesessae s st ae s s sassssassessassesanens 25
ESPECTRO ELECTROMAGNETICO ....ocvvvvecveveeecteeeeeeesesesesesesssesessssssessssessassssssssssssssssssssesssenns 26

EL FENOMENO DE ABSORCION DE LUZ POR LA MATERIA .....ooovveeterreeteeceeeeseesesessesesassesnans 26
PROPIEDADES QUE CUANTIFICAN LA ABSORCION DE LUZ......oveeeeererereeeeeeceete e 27
ESPECTROS DE ABSORCION.......cocuivieieieitetetetteetete ettt sttt s s se s s 28
LEYES DE BEER Y DE ADITIVIDAD .......ucvveiueeiereetetceeseseesesesae s s sesassesesaesssesae s s sssssssassesnanes 29
ABSORCION DE LUZ Y DETERMINACION DE CONSTANTES DE ACIDEZ .......oocvvereerreererreernnns 29
CAPITULO IV. METODOLOGIA EXPERIMENTAL Y TRATAMIENTO DE DATOS.......oceverererereceererennne. 31
EXPERIMENTOS ESPECTROFOTOMETRICOS .....cvvvevevveceeeeeceeseseseeseseesesssesessssesssssessssesesasesssnanens 31
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL......cvvuiueeieeeeteeeceeseeeesesssesssssesessssesesassssssesessssssnssssssaesnanes 32
EXPERIMENTOS DE ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA .......ooecvrreeeercee et eses e 36
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL......cvvieeeieeeeeesceeseeeesesessesesssesesassesesassesssesessssssssssessaesenenes 38
DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ MEDIANTE EL METODO GRAFICO............... 39
METODO GRAFICO PARA DATOS ESPECTROFOTOMETRICOS.......oouruevererercecrererereseseneesesenenn. 40
METODO GRAFICO PARA DATOS ELECTROFORETICOS .....c.cuevevveereeereerereeeeeeeeesesesesesessaesenenes 44



DETERMINACION DE VALORES DE pKa Y MOVILIDADES EQUIVALENTES CON DATOS DE
ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA ..ottt ettt e s st e s st e e s e s smnne e s smeeeeenane 54

CALCULO DE DATOS Y ESTIMACION DE LOS VALORES DE pKa’s POR ADVANCED CHEMISTRY
DEVELOPMENT (ACD/PKQ). ..eerveuireniriiiitiieiiietest ettt ettt 55

DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION DE LOS LQM ENTRE n-OCTANOL Y AGUA... 55

MATERIAL Y EQUIPO ...coiiiiiiiiiiii it 56
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.....ccociiiiiiiiiiiiiiicciie i 56
CALCULO DE LOS VALORES DE pKa POR METODOS DE LA QUIMICA COMPUTACIONAL ............ 57
ESTIMACION DE VALORES DE LogP POR METODOS COMPUTACIONALES QUE RELACIONAN
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS CON PARAMETROS MOLECULARES.........ccccovviiiviiiiiiiniiies 60
CAPITULO V.- PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS..........ccevereerrieererseeesesesaessssssesssssessnens 62
PRUEBAS DE ESTABILIDAD .....coiitiiiiiiiiiiiciicci sttt 62
VALORACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS ACIDO-BASE ......vviireieirieeieieeeisisiesseseiesseesessesesens 65
METODO GRAFICO CON DATOS ESPECTROFOTOMETRICOS .....uvvvirieiineieieneiisseessesesessssessnnens 67
ESTIMACION DEL NUMERO DE ESPECIES QUE ABSORBEN LUZ.........cocevvveereiieerrecieiseeieiseesesaen, 69

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ CON DATOS ESPECTROFOTOMETRICOS Y

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ POR ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA... 72
COMPARACION DE CONSTANTES DE ACIDEZ DE LOS VALORES DE CONSTANTES DE ACIDEZ

DETERMINADOS EXPERIMENTALMENTE Y LOS ESTIMADOS POR EL PROGRAMA ACD/pKA....... 76
DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE PARTICION DE LOS LQM ENTRE n-OCTANOL Y AGUA
...................................................................................................................................................... 80
COMPARACION DE LOS COEFICIENTE DE PARTICION DE LOS LQM ENTRE n-OCTANOL Y AGUA
OBTENIDOS EXPERIMENTALMENTE Y ESTIMADOS CON PROGRAMAS COMERCIALES............... 82
CAPITULO VI. VALORES DE pKa CALCULADOS CON METODOS DE LA QUIMICA COMPUTACIONAL Y
COMPARACION CON LOS VALORES EXPERIMENTALES.......ocoiueuerereiiiesietereseeeessae e 84
CALCULO DE LOS VALORES DE pKa POR MEDIO DEL PROGRAMA GAUSSIAN 03............ccceueveee. 84
COMPARACION DE LOS VALORES DE pKa CALCULADOS CON LOS OBTENIDOS
EXPERIMENTALMENTE ....oiiiiiiiiitie et e e rres e e e e e s s 87
CAPITULO VII. CONCLUSIONES.......oiiiiiiiiiiiiiiei ittt sttt srre e e s snre e e 95
CAPITULO VI PERSPECTIVAS ... ittt ssae e snas e e 97
CAPITULO IX. BIBLIOGRAFIA.........ouiuiteteiiiieeeeteie ettt sttt ae bbbt s s ss st s 97



RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se determinaron las constantes de acidez en solucién
acuosa de una familia de compuestos tiomorfolinicos, LQM324, LQM330, LQM331 y
LQM334, los cuales tienen propiedades antihipertensivas y antiarritmicas. Esto se obtuvo
por medio de dos técnicas: espectroscopia UV-Visible, a temperatura T=37 °C y a fuerza
ionica 1=0.15 M, impuesta con NaCl; y electroforesis capilar de zona (ECZ) a T=37°C y

fuerza ionica variable. Los valores de las constantes de acidez se estimaron por medio de

un método grafico y utilizando el programa computacional SQUAD.

Los valores obtenidos por ambos métodos y ambas técnicas se presentan en la

siguiente tabla.

COMPUESTO | TECNICA pKay pKa,
N 5.509+0.043 | 8.284+0.358
UV-Visible 5.450+0.001 | 8.412+0.001
LQM324 i i
oz 5.426 +0.016 | 8.179 +0.129
5.206 + 0.018 | 8.329 + 0.129
N 7.254+0.160 | 9.685+0.254
UV-Visible
7.437+0.008 | 9.380+0.004
LQM330
7.57240.071 | 9.683+0.075
ECZ
7.53020.002 | 9.529+0.006
VoV 8.920+0.162 | 10.393+0.064
VISV T 6 800+0.110 | 10.391+0.075
LQM331 oy 8.568+0.016 | 10.48+0.016
8.597 + 0.006 | 10.516 + 0.003
N 6.54140.335 | 9.354+0.086
UV-Visible
6.42140.032 | 9.261+0.009
LQM334
6.10040.081 | 9.543+0.125
ECZ
6.195+0.009 | 9.592 +0.001

Mediante calculos tedricos se determinaron los posibles equilibrios de disociacion,
observando que difiere debido a si su grupo sustituyente en el grupo para del fenol es

electrodonador o electroatractor.
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Desprotonacion encontrada segun los diferentes sustituyentes estudiados.

También se determinaron los coeficientes de particion de los LQM entre n-octanol y

agua experimentalmente.

Compuesto LogP
LQM324 1.591 + 0016
LQM330 | 1.631+0.009
LQM331 1.743 + 0.038
LQM334 2.126 + 0.017

Cabe mencionar que los valores de pKa de estos compuestos, no se encuentran

publicados, ya que la ultima década no han sido sintetizados
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CAPITULO I. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

INTRODUCCION

La deteccion, tratamiento y control de la hipertension arterial son objetivos
primordiales de salud nacional e internacional, debido a que esta enfermedad constituye
una de las principales causas de mortalidad en el mundo [Velazquez 2006], en tanto que
en México las enfermedades cardiovasculares han sido la principal causa de muerte en los
altimos 20 afios (Figura 1.1), afectando a méas del 20 % de los adultos entre 45 y 65 afios y
casi al 50 % de las personas con mas de 65 afios [INEGI, 2009]. Los factores que estan
ligados a la hipertension son: la obesidad, una dieta rica en sodio y baja en potasio, el
consumo excesivo de alcohol, el uso de anticonceptivos orales y un estilo de vida

sedentario, entre otras.

PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD EN MEXICO PARA
PERSONAS DE 45 A 60 ANOS

ENFERMEDADES DEL CORAZON 22.1%
DIABETES 16.4%

TUMORES MALIGNOS

ENFERMEDADES CEREBRO VASCULARES

ENFERMEDADES PULMONARES

ENFERMEDADES DEL HIGADO

ACCIDENTES

INFLUENZA Y NEUMONIA

INSUFICIENCIA RENAL

DESNUTRICION Y OTRAS DEFICIENCIAS NUTRICIONALES

BRONQUITIS CRONICA

OTRAS

18.9%

Figura 1.1. Estadistica de las principales causas de mortalidad en México para personas de 45 a 60 afios
proporcionados por INEGI: Estadisticas Demograficas, 2009.

El riesgo de la presion arterial alta por si sola no es muy elevado, pero en presencia
de otros factores como tabaquismo, diabetes, hipercolesterolemia o con historia familiar de

enfermedades cardiovasculares aumenta considerablemente el riesgo, teniendo como



resultado un infarto en el miocardio, rupturas arteriales, insuficiencia renal, etc.
[Velazquez, 2007].

Actualmente existen en el mercado diferentes tipos de farmacos que se emplean para

el control de la hipertension arterial; los mas comunes se mencionan a continuacion.

Diuréticos

Este grupo conforma la primera opcion para el control de la presion arterial. Son
farmacos que actian sobre el rifion produciendo una pérdida neta de Na’® y agua,
disminuyendo el volumen circulante de liquidos en todo el organismo, trayendo consigo
una reduccion de la concentracion de calcio en las células musculares lisas de la pared
vascular con su consiguiente relajacion y disminucién de la resistencia vascular periférica,
[Martinez, 2004]. Ocasionan alteraciones metabdlicas como hipopotasemia, hiperglucemia
y transtornos en los lipidos sanguineos, [Martinez, 2010]. Entre los diuréticos mas
utilizados se encuentran la clortalidona, la hidroclorotiazida y el &cido etacrinico, que se

muestran en la Figura 1.2,

H
cl Cl r!l
oH - Cl - CH2
HO O 22 f!JH
-~
>/—/ o NH H,NO,S 3
Cl
o] g 0,
Clortalidona Hidroclorotiazida acido etacrinico

Figura 1.2: Ejemplos de diuréticos existentes en el mercado.

Inhibidores de la Enzima Convertidora de la Angiotensina (ECA)

Este tipo de medicamento impide la formacion de la angiostensina 11, la hormona que
provoca la contraccion de los vasos sanguineos. Los inhibidores de la ECA permiten la
relajacion de los vasos sanguineos y esto ayuda a reducir la tension arterial, entre los
medicamentos que se encuentran en el mercado que utilizan este mecanismo estan el
Captopril y el Losartan (Figura 1.3). [Abrego 2010, Del Rio 2003]
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[¢]
SH /\’/KN 3 OH
COOH

Captopril P

Losartan

Figura 1.3: Representacion quimica de algunos antihipertensivos presentes inhibidores de la ECA que se

encuentran en el mercado.

Bloqueadores de canales de calcio

Estos compuestos tienen gran importancia para controlar la hipertension, la angina de
pecho y otras enfermedades cardiovasculares, [Sadmann, 1999]. Su efecto cardiovascular
primario es la vasodilatacion arterial, esta origina una reduccién de la presién arterial y un
incremento del flujo coronario. Entre las clases de bloqueadores de canales de calcio se
encuentran los derivados de la dihidropiridina [Massoud, 2003], como son: la amlodipina,
la felodipina, la isradipina, la dibudipina, etc. En la Figura 1.4 se aprecian algunos de
ellos, los cuales son ampliamente utilizados por su potente actividad vasodilatadora y la
accion cardiodepresora. Sin embargo debido a su corta duracion y su rapido inicio de la

accion vasodilatadora, estos farmacos tienen mas posibilidad de presentar efectos adversos.

Y
e Z

-

N . [Hach{:ooc:( T\,{:OOC{CHG}E H,COOC

HC” N “CH, HLC”
HaC NH |I-|
INH:
amlodipina dibudipina nifedipino

Figura 1.4: Ejemplos de blogueadores de canales de calcio presentes en el mercado.
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A continuacion se presentan ejemplos de los efectos secundarios de antihipertensores

gue actualmente se encuentran en el mercado:

Clortalidona: neutropenia, leucopenia, agranulocitosis, trombocitopenia, anemia
aplasica, arritmia, vasculitis necrotizante periartritis nudosa inducida por el medicamento.
Néausea, vémito y dolor abdominal. Se ha reportado un caso en donde la clortalidona
produjo pancreatitis hemorragica aguda mortal, impotencia sexual y disminucion de la
libido, vision borrosa, miopia, cefaleas, dolor ocular, edema periorbital e infecciones
conjuntivales, puede desencadenar una erupcion psoriasiforme y seudoporfiria, asi como
fotosensibilizacion. También puede producir parestesias, paralisis y debilidad muscular
asociados a hipocaliemia, etc.

Captopril: Angioedema en las extremidades, cara, labios, membranas mucosas,
lengua, glositis o laringe, edema de la cara, labios y de las extremidades, aumenta el riesgo
de aparicion de neutropenia o agranulocitosis, especialmente en pacientes con insuficiencia
renal grave, puede producir hiperpotasemia por lo que se evitara el tratamiento conjunto
con suplementos de potasio o diuréticos ahorradores de potasio. En dosis altas existen
puede provocar enfermedad renal, elevaciones de urea y creatinina sérica después de la

reduccion de la presion sanguinea con el medicamento, tos, etc.

Nifedipina: Dolor de cabeza, fatiga, malestar general, constipacién, nausea. En
algunos casos: astenia, adinamia, dolor, palpitaciones, insomnio, nerviosismo, parestesia,
somnolencia, dolor abdominal, diarrea, dispepsia, flatulencia, dolor en el pecho, entre

otras.

Debido a efectos secundarios adversos, como los anteriores, es necesario el desarrollo
y el conocimiento de las propiedades quimicas de nuevos farmacos con actividad
antihipertensiva, pretendiendo que sean mas efectivos y con menos nimero de efectos

colaterales.

12



ANTECEDENTES

En 1979 un grupo de investigadores chinos dirigidos por Liangquan et al., mientras
investigaban propiedades antimalariales de derivados de la febrifugina, observaron que un

compuesto, la changrolina era efectivo como agente antiarritmico. [Montes 2005].

Poco tiempo después en 1983 Stout et al., se interesaron en la changrolina debido a
que su estructura era diferente a los farmacos antiarritmicos que en ese tiempo se
encontraban en el mercado, por ello retomando la investigacion de Liangquan
descubrieron que la changrolina también presentaba propiedades antimalariales, lo que

indujo que dividieran su molécula en tres regiones como se presenta en la Figura 1.5.

Region 2

Region 3

Region 1

Figura 1.5; Estructura quimica de la Changrolina.

1)Regiones heteroatomicas que contiene la quinazolina.
2) Regidn aromaética con el bis(pirrolidinilmetil)fenol.

3)Regidn enlazante entre las regiones anteriores.

Dichos investigadores modificaron cada region de la changrolina, en orden, con el
objetivo de determinar cual region de la molécula es necesaria para la actividad
antiarritmica y qué region esta asociada con las propiedades antimalariales [Stout, 1983].

En el afio de 1985 Stout et al., descubrieron que la region 1 podia ser reemplazada
por una variedad de anillos heteroatomicos sin que disminuyera la actividad antiarritmica.
En la region 2 existe una mejor actividad si se sustituye la pirrolidina por piperdinas.
Finalmente, la region 3, que une las dos primeras regiones, tiene mayor actividad y una
menor toxicidad cuando contenia un grupo carbonilo, incluyendo cetonas, amidas y urea,

provocando la disminucién de la actividad parasitologica. [Stout 1984, Stout 1985].
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Con base en que existen en el mercado antihipertensivos con efectos secundarios

adversos y retomando la investigacion de Stout, en el 2006, el Dr. Enrique Angeles y

colaboradores, pertenecientes al Laboratorio de Quimica Medicinal de la FES Cuautitlan,

UNAM, sintetizaron una nueva serie de compuestos llamados LQM, entre los ellos se

encuentran cuatro derivados tiomorfolinicos con actividad antihipertensiva y antiarritmica

(los cuales se presentan en la Tabla 1.1), pretendiendo que estas moléculas presenten una

mayor actividad y menores efectos colaterales.

Tabla 1.1. Compuestos de derivados tiomorfolinicos con propiedades antihipertensivas sintetizados

NOMBRE NOMBRE IUPAC ESTRUCTURA QUIMICA
OH
@ﬁ @
LQM331 2-(4-tiomorfolin-metil)-fenol K/s
OH
N
LQM324 4-nitro-2-(4-tiomorfolin-metil)-fenol <>/\ O
S
NO,
OH
LOM330 4-hidroxi-2-(4-tiomorfolin-metil)- N/\
benzonitrilo S
CN
OH
N
LQM334 4-Bromo-2-(4-tiomorfolin-metil)-fenol <>/\ O
S
Br
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Como se puede observar en las estructuras investigadas se sustituyo el anillo de
tetrahidropirrol por un anillo tiomorfolinico y en la posicion para del anillo aromatico, se
incluyeron diferentes sustituyentes: bromo, nitro y ciano. Con base en la elaboracién del
modelaje molecular de los derivados tiomorfolinicos encontraron que estos compuestos
tienen propiedades fisicoquimicas similares a la changrolina y sus derivados. [Montes,
2005].

En el afio 2007 Velazquez et al., realizaron  estudios de propiedades
antihipertensivas  de  compuestos similares a los mostrados, comparandolos con
medicamentos que se encuentran en el mercado (captopril, losartan y omapatrilat),
observando que los LQM tienen similar actividad que los medicamentos comerciales
[Velazquez 2007].

Estos hallazgos llevaron a proponer la determinacién de algunas propiedades
fisicoquimicas de estos compuestos tales como las constantes de acidez, ya que es sabido
que las propiedades acido-base de los farmacos son de fundamental importancia en
farmacologia para caracterizar la capacidad de ionizacion (disociacion/protonacion) de las

moléculas pues en parte esto determina su capacidad de atravesar la membrana lipidica.

También es importante que los compuestos cumplan con las reglas de Lipinski
(Lipinski,1997), las cuales son completamente empiricas y evaltan la factibilidad de que
un compuesto quimico presente cierta actividad biologica, una vez que es ingerido como
medicamento para seres humanos. Estas reglas surgieron con base en la observacion de que
muchos compuestos quimicos utilizados en medicamentos son moléculas relativamente

pequefias y lipofilicas.

Las reglas de Lipinski describen las propiedades moleculares que tienen importancia
farmacocinética en el cuerpo humano y, en general, un farmaco activo y para consumo oral

no debe violar méas de una de las siguientes consideraciones:

No debe contener més de cinco donadores de enlaces, por puentes de hidrogeno

(&tomos de nitrégeno u oxigeno con al menos un atomo de hidrégeno)
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No debe contener méas de diez aceptores de enlaces por puentes de hidrogeno
(&tomos de nitrégeno, oxigeno o fluor)

Debe poseer un peso molecular inferior a 500 uma.

Debe poseer un coeficiente de reparto octanol-agua (LogP) inferior a 5

Entonces, desde 2009 se han realizado estudios para determinar algunas de las

propiedades fisicoquimicas relevantes para los compuestos LQM.

Debido a ello Islas et. al en el afio de 2009, determinaron las constantes de acidez de
diferentes compuestos LQM los cuales pertenecen a derivados piperidinicos, por medio de
espectroscopia UV-Visible y electroforesis capilar de zona, mostrando que ambas técnicas
son confiables para su determinacion [Islas, 2009]. También en este trabajo se propuso una
posible relacion entre el orden de desprotonacion y el tipo de sustituyentes en la posicion
para al grupo OH de esos compuestos.

Poco tiempo después en el afio 2010, Abrego y colaboradores corroboran ambas
técnicas para la determinacion de las constantes de acidez del padre de la familia de estos
compuestos, determinando también en ese trabajo el coeficiente de reparto del mismo

compuesto entre agua y octanol [Abrego 2010].

Debido a lo anterior y con conocimiento de que ni las constantes de acidez de los
compuestos tiomorfolinicos presentados en la Tabla 1, ni el coeficiente de reparto entre
octanol agua han sido reportados en la literatura, la aportacion de este trabajo de tesis es la
determinacion experimental de estos parametros fisicoquimicos; asi como analizar la
posible generalizacion de del orden de desprotonacion dependiendo del tipo de

sustituyentes en la posicion para del grupo OH de los compuestos de la Tabla 1.1.
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CAPITULO II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las constantes de acidez de cuatro derivados tiomorfolinicos con
propiedades antihipertensivas (LQM), en condiciones pseudofisioldgicas (T=37 °C y
1=0.15 M con NaCl) utilizando la técnica de espectrofotometria UV-Visible. Y

electroforesis capilar de zona (ECZ)

OBJETIVOS PARTICULARES

Estudio de la estabilidad de cada uno de los LQM’S

Determinacion espectrofotométrica (UV-Visible) de las constantes de acidez de
los LQM en medio acuoso utilizando el método gréfico y el programa computacional
SQUAD.

Calcular las constantes de acidez de los LQM por medio de electroforesis capilar
de zona (ECZ), con el método gréafico y el programa computacional SQUAD

Determinar las constantes de acidez con ACD/pKa

Determinar el nimero de especies quimicas que absorben el sistema utilizando
los programas computacionales TRIANG y SYBILA

Determinar el orden de desprotonacion de los derivados tiomorfolinicos por
medio de calculos teoricos.

Comparar los valores de coeficientes de particion experimentales con los
estimados con programas de computo comerciales.

Determinar los coeficientes de particion experimentalmente
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CAPITULO Ill. FUNDAMENTOS DE LOS METODOS
INSTRUMENTALES

ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA (EC2)

La técnica de electroforesis capilar de zona (ECZ) consiste en introducir en un capilar
una solucion amortiguadora de pH (buffer) y una mezcla de especies, que se separan en
funcién de su carga y su tamafio en el medio en el que se encuentran, manifestados en su
movilidad electroforética, bajo la influencia de un campo eléctrico [Castillo, 2005], como

se muestra en la Figura 3.1

Anode $7 Al aplicar un campo eléctrico Catodo

ODC}OODDDO OODDDDD%@OOQO

kK N
S D N lEI :>r~© ho
C}' |EI r"‘\u 3

DOOODODOS@OODC}OOOOODOD

Figura 3.1: Proceso de separacion electroforética. [Castillo, 2005]

La electroforesis capilar de zona (ECZ) es un método de separacion muy utilizado.
Su mayor area de impacto esta vinculada con el andlisis de biomoleculas, apoyando un sin
namero de areas y permitiendo resolver una gran variedad de problemas analiticos a causa

de las siguientes ventajas:

1. Puede manejar muestras impuras.

2. La cantidad de muestra necesaria se reduce a unos cuantos mililitros.

3. El procedimiento para la movilidad electroforeética efectiva del analito no requiere
calculos de la solucion titulante como con técnicas potenciométricas, pero requiere solo la
determinacion de tiempos de migracion, tanto del flujo electroosmatico como la del
analito.

4. Permite la determinacion de pKa en solucién acuosa sin dificultades, que no es el
caso cromatografia en fase liquida, en qué la retencion pudiera ser muy grande sin la suma

de un modificador organico.
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5. El intervalo de pH en estudio puede ser mas amplio (de 2 a 12) que en HPLC en
donde la fase estacionaria es dafiado en zonas muy acidas (pH< 2.5) y medianamente
basico (pH>8).

6. Los instrumentos son favorablemente automatizados y requieren pequefias 0
ninguna modificacion para altos rendimientos.

7. No es necesaria la informacion de la concentracion de la muestra. Solo las
movilidades aparentes de los analitos y del flujo electroosmético son usadas en los calculos
de la movilidad efectiva del analito.

8. La disipacion de calor en el tubo capilar es buena y, por lo tanto, los cambios de
temperatura son muy pequefios y los resultados presentan mayor reproducibilidad.

9. Dada la rapida disipacion del calor, es posible utilizar voltajes muy altos (hasta de
30 KV), lo cual disminuye los tiempos de analisis y aumenta la resolucién entre los picos.

PRINCIPIOS DE LA SEPARACION ELECTROFORETICA

Movilidad electroforética. La separacion electroforética estd basada en las diferencias
de velocidad de los analitos en presencia de un campo eléctrico. La velocidad de un
analito, cuando ningun flujo electroosmotico esta presente puede ser dado por la ecuacién
3.1.

v=uE 3.1)
Do6nde: v=Velocidad del analito, p=movilidad electroforética, E= campo eléctrico

El campo eléctrico es una simple funcion de la aplicacion de voltaje y la longitud del
capilar. La movilidad electroforética depende de la especie ionica, del tamafio, de la carga,
de la temperatura, de la concentracion y de la naturaleza del analito.

De la ecuacion 3.2 es evidente que especies o analito cargados y pequefios tienen alta
movilidad, mientras que especies cargadas pero con gran peso molecular muestran baja

movilidad.

H=_—— (3.2)
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Donde: p=movilidad electroforética del analito, g= Carga del analito, n=Viscosidad

de la solucién, r=radio molecular.

Dentro del capilar se presenta un fenomeno llamado flujo electroosmético (FEO)
que es un constituyente fundamental de la electroforesis capilar. Este flujo se origina por la
presencia del campo eléctrico en una solucién idnica cuando entra en contacto un

electrolito con una superficie sélida cargada

Un beneficio del FEO es provocar movimiento a todas las especies, prescindiendo de
la carga, en la misma direccion. Bajo condiciones normales cuando la superficie del capilar
estd cargada negativamente, el flujo va del anodo al catodo. Los cationes fluiran
rapidamente hacia el catodo dependiendo de la magnitud del flujo y puede ser en un orden
mayor a sus movilidades electroforéticas. Por otro lado, los aniones trataran de migrar
hacia el anodo, pero si el FEO es mayor que su movilidad electroforética pueden ser
arrastrados hacia el catodo. Es importante sefialar que el FEO puede modificar la
migracion de los iones. Por otra parte si la especie se mueve en contra del FEO su
velocidad disminuye. Una especie no cargada se moverd a la velocidad del flujo
electroosmatico, este hecho es utilizado experimentalmente para determinar la velocidad

del FEO en un sistema dado

Por ejemplo, en un capilar de silice fundida, la interfase se pone en contacto con la
solucion que contiene el electrolito soporte, la superficie del sélido esta con carga negativa
debido a la ionizacion del grupo silanol (a pH mayor de 7-8) y conjuntamente con sus

contraiones forman una doble capa eléctrica.

Los iones presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los grupos silanol,
H™) bajo la influencia del voltaje aplicado son desplazadas hacia el catodo o anodo de
acuerdo a su carga y arrastrando solvente con ellos dado su solvatacion originando asi el

flujo electroosmotico.

Bajo condiciones alcalinas la superficie del sélido posee un exceso de cargas

negativas.
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Esto puede resultar de la ionizacion de la superficie (equilibrio acido-base) y/o de la
absorcion de las especies ionicas a la superficie. Para la silice fundida probablemente
ocurren ambos procesos, aunque el FEO se controla mas por el nimero de grupos silanol

(SiOH) que pueden existir en forma anionica (SiO).

Los contraiones (en la mayoria de los casos cationes), los cuales se localizan cerca de
la superficie para mantener el balance de carga, forman la doble capa (Figura 3.2) y crean

un potencial cerrado a la pared.

Pared del capilar

ECKe. O 60 6
Pancsgens @ @@ G g @ o

\ Gl
| @ @570 O [ |
An-OI)‘ @ @—.4 @_. rb (Rica en cationes) E;odo
|
1
i
1
1

_, Disolucién ibnicamente
4~© homogénea

(Aniones=Cationes)

‘ Flujo electroosmético

Figura 3.2: Esquema del flujo electroosmético y formacidn de la doble capa dentro del capilar [Cela, 2002].

MOVILIDAD ELECTROFORETICA Y DETERMINACION DE
CONSTANTES DE ACIDEZ

Un concepto de suma importancia en electroforesis capilar, es la movilidad
electroforética, la cual se ve afectada por la carga, la forma y el tamafio del analito. Las
propiedades del disolvente tales como la fuerza ionica, el pH y la constante dieléctrica,
también son importantes porque influyen sobre la carga efectiva del analito y en el caso de
moléculas grandes sobre su forma y tamafio hidrodindmico. Para calcularla es necesario
conocer su tiempo de migracion que es el tiempo requerido por el analito para migrar
desde el punto de introduccion de la muestra hasta el punto de deteccion y esta dado por el

cociente de la distancia y la velocidad de migracion.

La movilidad aparente es la movilidad medida en presencia de flujo electroosmético
(FEO). La cual esta dada por la siguiente ecuacion:
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_ L1 (33)

Dénde: pap: Movilidad electroforética aparente (m?%/Vs), L: Longitud total del capilar
(m), Lg: Longitud efectiva del capilar (al detector) (m), to: Tiempo de migracion del flujo

electroosmatico (s), E: Campo eléctrico (V/m), V: Voltaje (V)

La movilidad efectiva per, €s la movilidad del analito independiente de las
condiciones experimentales y puede ser calculada de la movilidad aparente midiendo
independientemente el FEO, usando un marcador neutro que se mueve a una velocidad
igual a la del FEO.

_LLg 1 (3.4)

V |t

:uef

dénde: per: Movilidad electroforética efectiva (m%/Vs), L: Longitud total del capilar
(m), Lg: Longitud efectiva del capilar (al detector) (m), t: Tiempo de migracién del analito
(s), E: Campo eléctrico (V/m), V: Voltaje (V).

Movilidades efectiva, aparente y del FEO se relacionan segln la siguiente ecuacion
‘uap = :uef + :ueo (35)

Dénde: e Movilidad electroforética efectiva (m* /sV), pg: Movilidad

electroforética aparente (m? /sV), peo: Movilidad del flujo electroosmético (m? /sV)
Despejado la movilidad efectiva de la ecuacidon anterior y sustituyendo las

_ L1 1
He = V It t (3.6)

0

ecuaciones 3.3 y 3.4 tenemos:

La respuesta obtenida en electroforesis capilar es una representacion grafica que lleva
por nombre electroferograma, en la cual grafica la respuesta dada por el detector en

funcion del tiempo como se muestra en la Figura 3.3
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Muestra
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electroosmatico

ABSORBANCIA
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flujo electroosmético t.,

Figura 3.3: Electroferograma tipico donde se pueden ver los tiempos de migracion de los componentes y del
marcador de flujo electroosmatico.

Aunque la electroforesis capilar es usada primordialmente como una técnica de
separacion y analisis quimico, es también una herramienta util para demostrar varios
principios quimicos y analiticos tales como la determinacion de constantes de acidez
[Rodriguez, 2009].

La movilidad efectiva de un analito se puede definir como la suma de la contribucion
de la fraccion de la movilidad de cada una de las especies del mismo analito, expresado
como sigue:

1 k
=— S C.u
He CA ; i (37)
Donde: Ca es la concentracion total del analito, C; es la concentracién de la especie

[13%2]

i” y i es la movilidad de la especie “i” [Henchoz, 2007].

De acuerdo a estudios anteriores [Islas, 2010], los compuestos LQM (a los cuales
Ilamaremos L), pueden presentar dos equilibrios acido-base, donde la concentracion total
del analito es:

k
C; :Zci =[L]+[LH]+[LH,] (3.8)
i=0
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Con los equilibrios siguientes y sus constantes de formacion globales ().

L [LH]
bOILIH
. . [LH,"]
L +2H" LH =——"— 3.10
+ < LH, P TRICHE (3.10)
Es por ello que la movilidad electroforética efectiva (Lef), €S:
_Iu[ +ﬂl[H+]/’lLH +ﬂ2[H+]2/,lLH2+
o LB BIHT (1)

Mientras que la - se refiere a la movilidad i6nica efectiva (MIE) del anién, £, se
refiere a la MIE cuando se encuentra neutra y /ULH; se describe la MIE cuando se halla el

compuesto como catién.

Es importante sefialar que cuando se presentan estas movilidades las especies se
encuentran predominantemente como cation, anién o de manera neutra, lo que significa

que las otras especies también existen, pero en menor medida.

Simplificando los términos se tiene que:

/uef = ILIL* fL* +ll'lLH fLH -i_ll'lLHér f|_H£r (312)
Donde fj es la fraccion de la especie “i”

fo 1

1+ B[H1+ B[HT (3.13)
_ AlH"]
“TLeAIH T BIH T (3.19
+72

Po[H"] (3.15)

e 14 BIH T+ B[H T
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Con esta informacion es posible tener una representacion de la movilidad

electroforética efectiva en funcion del pH. (Figura 3.4).

He{m?/Vs)

pH
Figura 3.4: Representacion basica de la movilidad electroforética efectiva como funcién del pH

ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE

La espectroscopia UV-Visible estudia la absorcion o emision de luz monocromatica

por soluciones liquidas, solidos o gases.

La luz monocromatica esta formada por ondas electromagnéticas que, de acuerdo al
modelo ondulatorio tienen sélo una longitud de onda (1), o una frecuencia (v), cuyo

producto determina la velocidad de la luz en el vacio (c = Av).

Sin embargo, la Unica forma de explicar la absorcion de luz por la materia implica el
modelo cuantico para la luz y la cuantizacion de la energia interna en las particulas que

constituyen dicha materia.

Einstein, en 1905, propuso que la luz puede considerarse como formada por paquetes
de energia, que llamé quanta y que ahora se conocen como fotones, tales que la energia
por foton (Esen) cumple con la ecuacion de Planck, de acuerdo a la ecuacion 3.16.

E o =NV
(3.16)

ddnde h es una constante universal que se conoce como constante de Planck.
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ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

El espectro electromagnético es

la clasificacion de todas

las radiaciones

electromagnéticas monocromaticas, y normalmente se representa en una escala de longitud

de onda, frecuencia o energia por foton. En la Figura 3.5 se muestra el espectro

electromagnético en un esquema.

EL FENOMENO DE ABSORCION DE LUZ POR LA MATERIA

Cuando moléculas de un sistema absorben luz monocromatica en la region visible o

en la del UV del espectro electromagnético, alguno de sus electrones de valencia presenta

una transicion desde un orbital que se encuentra en el estado basal de energia (u,) hasta un

orbital desocupado que determina un estado excitado de energia (uy).

Frecuencia (Hz)

1 MHz

Espectro electromagnético
(completo)

10 23
10 22

0%

103
102
10

| rayos
gamma

rayos X

ultravioleta—
':\“~wgbm

infrarrojo

+ microondas

radio (largas)

Longitud de onda {(cm)

10 -12
10 =11
10 -10

| 40x10°%cm 400 nm —
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| 47 X105 cm
- -43
g | -a4
B [ a5
-4.6
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-43
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--5.0 500 nm —j
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- 7.0x105cm 700 nm  —

Reqgiodn visible

Figura 3.5. Representacién del espectro electromagnético en escalas de frecuencia y de longitud de onda. La
region visible (400nm a 700nm) y la region UV (200nm a 400nm) ocupan una minima parte de la magnitud

de todo el espectro electromagnético. (Adaptado de:

http://biblioteca.redescolar.ilce.edu.mx/sites/ciencia/volumen3/ciencia3/112/htm/sec_17.htm)
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Para que la probabilidad de absorcion de un fotdon por una molécula sea alta se

requiere:
Que se dé una colision entre el foton y la molécula

Que la energia del fotdn corresponda con una diferencia de energias en el
diagrama de niveles de energia de estado estacionario de la molécula

(hv=u;—uy)

Que la colision del foton con la molécula satisfaga criterios geométricos en la

molécula, cerca del grupo capaz de absorberlo (llamado cromoforo).

Que se satisfagan condiciones adicionales establecidas por la teoria cuantica,
Ilamadas reglas de seleccion.

PROPIEDADES QUE CUANTIFICAN LA ABSORCION DE LUZ

La Figura 3.6 muestra un esquema de un sistema que absorbe luz monocromatica de

intensidad luminosa I, y longitud de onda A.

o, A l, A
Rayo incidente Rayo transmitido
— _/
T

£, longitud de paso 6ptico

Figura 3.6. Un sistema que contiene sustancias capaces de absorber luz visible o UV, con una longitud de
paso dptico £, transmite un rayo de luz que incide con intensidad luminosa I, y longitud de onda 2, y sale con
intensidad transmitida I, y la misma longitud de onda.
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Las propiedades que se pueden medir de un sistema asi son, la transmitancia (T) y la
absorbancia (A). En las ecuaciones 3.17 y 3.18 se dan las definiciones operacionales de

ambas propiedades, asi como los limites fisicos para las mismas.

I

0

0<A=log II—O :Iog(%J:—log(Tkoo (3.18)

t
La transmitancia y la absorbancia son inversas porque mientras mas absorbe luz un
sistema, menos la transmite, y viceversa. En espectroscopia UV-visible es mas comun

medir la absorbancia.

ESPECTROS DE ABSORCION

La absorbancia de un sistema depende de la longitud de onda de la luz que se hace
incidir sobre él. Esta relacion funcional, en principio, es dificil de expresar
cuantitativamente. Es por ello que se acostumbra representar esta funcion mediante una
gréfica. En la Figura 3.7 se muestran algunos espectros de absorcion, como ejemplo del

tipo de gréfica que puede esperarse obtener de acuerdo a esta técnica.

Espectro de absorcién de 4-clorofenol Espectro de absorcidn de 4-nitrofenol
4 2
.©
33 2 s
c ©
82 =
5 2
3 1 25
< <
0 0
200 250 300 350 400 200 300 400 500 600
A/nm A/nm
(a) (b)

Figura 3.7. Ejemplo de espectros de absorcion. a) Solucion acuosa de 4-clorofenol en concentracién de
40ppm. b) Solucion acuosa de 4-nitrofenol en concentracion de 25ppm.
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LEYES DE BEER Y DE ADITIVIDAD

Las aplicaciones de la espectroscopia UV se basan en sus leyes ideales.

La primera de ellas se conoce como Ley de Beer, y relaciona la absorbancia con la
concentracion de la especie que absorbe luz, en forma directamente proporcional, de

acuerdo a la ecuacion 3.19.

AW =) [X] (3.19)

AY representa la absorbancia (ecuacion 3.18) del sistema a la longitud de onda, A; £ es la

longitud de paso 6ptico (Figura 3.6), ex”) se conoce como coeficiente de absortividad de

la especie que absorbe ese tipo de luz monocromatica (X), y [X] su concentracion.

La segunda de las leyes ideales de absorcion de luz se conoce como Ley de
Aditividad, y relaciona la absorbancia de un sistema que contiene una mezcla de sustancias
que pueden absorber luz, con la absorbancia que cada uno de las especies de la mezcla

tendria si se encontrara sola en el sistema, como se establece en la ecuacion 3.20.
(A _ A (A)
AV =AN"+A (3.20)

Las leyes ideales de absorcién se cumplen cuando los sistemas son tan diluidos que

las moléculas s6lo interaccionan cuando chocan, y no a través de fuerzas electrostaticas.

ABSORCION DE LUZ Y DETERMINACION DE CONSTANTES DE
ACIDEZ

La ecuacion 3.7 es totalmente analoga a la de la combinacion de las leyes de Beer y
de aditividad. Es asi que se puede seguir un planteamiento analogo al que se muestra entre
las ecuaciones 3.8 a 3.15, pudiendo obtenerse curvas de absorbancia como funcion del pH
gue serian similares a la que se presenta en la figura 3.4, en cuanto a que tendrian una
forma sigmoidal, pero que también dependen de la longitud de onda, porque —segun ésta—
las especies del sistema &cido-base presentan diferente absorcion (de acuerdo al coeficiente

de absortividad de cada una de ellas) [Rodriguez, 2009].

En la Figura 3.8 se muestran dichas curvas sigmoidales para un sistema como el

definido por las ecuaciones 3.8 a 3.10. (los marcadores representan valores experimentales
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de absorbancia y las lineas, continua, segmentada o punteada, las absorbancias calculadas

por un modelo como el de la ecuacion 3.21).

A=A +A f,+ ALH; fLH; (3.21)

donde A_-, Aln Y ALu.+ representan las absorbancias del sistema en condiciones de pH en

donde L7, LH o LH," predominaran francamente; en tanto que f-, fiq y fin+ son las

fracciones de las especies mostradas en las ecuaciones 3.13 a 3.15.

0.8
0.7
06 * Al
S 0.5
s = = = Alcalc
2 04
2 o A2
2 0.3
< A2calc
0.2
B A3
0.1
= == A3calc
0 —mm mil . . :
2 4 6 8 10 12
pH

Figura 3.8. Ejemplo de curvas sigmoidales de absorbancia como funcion de pH para un mismo sistema
bidonador como el definido por las ecuaciones 3.8 a 3.10. A1, A2 y A3 son abosrbancias a las longitudes de
onda My Ao Yy Aa.

Las curvas mostradas en la figura 3.8 son diferentes porque las especies involucradas
absorben luz segun su longitud de onda. En el caso del sistema representado en la figura
3.8 los valores de pK, considerados son: pK,; = 5.5 y pKa2 = 10.3, que deben corresponder
a los puntos de inflexion de las sigmoides que mejor se aprecian en las curvas (si los
valores de pK, estan separados lo suficiente, esto es, con una diferencia de al menos dos

unidades).
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CAPITULO V. METODOLOGIA EXPERIMENTAL Y
TRATAMIENTO DE DATOS

EXPERIMENTOS ESPECTROFOTOMETRICOS

PREPARACION DE SOLUCIONES

REACTIVOS: NaOH al 99% (Merck), HCI al 37% (Merck), NaCl al 99% (Merck),
LQM324, 330, 331 y 334 los cuales fueron sintetizados en el Laboratorio de Quimica
Medicinal de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM dirigido por el Dr.
Enrique Angeles Anguiano, nitrogeno gaseoso (N), buffer de fosfatos Radiometer
Analytical SAS que de acuerdo con la IUPAC tiene un valor de pH= 7.000+0.010 a 25
°C.

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada con una resistividad
minima de 18 MQ.cm y libre de CO,. Para liberar el agua de iones se utilizd un
desionizador marca MILLIPORE modelo Milli-Q Gradient.

Para obtener los espectros de absorcion se utilizé el equipo espectrofotometro
Perkin-Elmer Lambda 900, utilizando celdas de cuarzo con 1 cm de longitud de paso

optico.

Las soluciones se mantuvieron en atmosfera inerte con nitrégeno (N.), y para
conservar la temperatura constante de 37.0+0.1 °C, se utilizé una celda de doble camisa
conectado a un bafio termostatado digital LAUDA E200, en la cual se le hace recircular

agua y se midio la temperatura con un termometro de mercurio.

Las valoraciones espectrofotométricas acido-base se llevaron a cabo con la
metodologia propuesta por el Laboratorio de Quimica Analitica de la UAM [lslas, 2008],
en la cual se agrega el compuesto en la solucion acida como en la solucién basica, a la
misma concentracién, con el objetivo de eliminar correcciones de dilucién del compuesto,

cuando se realicen las valoraciones espectrofotométricas acido-base.
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SOLUCION STOCK DE LQM’S

En los estudios de espectrofotometria UV-Visible se prepararon soluciones acuosas
de LQM’S a la concentracién de trabajo elegida de alrededor de 2.44 x 10°M. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado, a una temperatura constante de 37£0.1 °C en una

atmosfera inerte con N..

En una balanza analitica se pesan aproximadamente 5.00 + 0.01 mg del LQM,
diluyéndolo con la minima cantidad de HCI 0.1M, (debido a que los compuestos
tiomorfolinicos no son solubles en agua), aforando con agua desionizada en un matraz

volumétrico con capécidad de 50+0.05 mL.
SOLUCION ACIDA

De la solucidn stock se toma con una pipeta volumetrica, una alicuota de 20+0.30
mL, agregandola a un matraz volumétrico de 250 + 0.24mL, el cual contiene 2000+0.01mg
de NaCl, y 2 + 0.006 mL de HCI 0.01 M, para mas tarde llevarlo a la marca de aforo con

agua desionizada.
SOLUCION BASICA

Se toma de la solucion stock con una pipeta volumétrica, una alicuota de 20+0.30
mL, agregandola a un matraz volumétrico de 250+0.24ml, el cual contiene 2000+0.01mg
de NaCl, y 2+0.01 mL de NaOH de 0.01M; para posteriormente con agua desionizada

aforarlo.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Las pruebas de estabilidad de los compuestos tiomorfolinicos se realizaron con el
objetivo de obtener el intervalo y las condiciones de trabajo de las valoraciones acido-
base, asimismo para determinar la concentracion dptima del compuesto LQM que permite
una buena lectura de absorbancia. Como ejemplo del procedimiento experimental, se

describe el estudio del compuesto LQM324.
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Se prepararon dos soluciones: una solucién de LQM324 a una concentracion
alrededor de 2.44 x 10° M en medio 4cido (0.01M HCI) y otra en medio basico (0.01 M
NaOH), con la misma concentracion de LQM324 (ambas soluciones previamente
valoradas). A las soluciones se les agregé NaCl para imponer la fuerza ionica a 0.15 M,
midiendo con ello su pH y obteniendo su espectro de absorcion UV-Visible en funcién del

tiempo,

La metodologia anteriormente mencionada es la misma para todos los compuestos
LQM’S existiendo un cambio en las concentraciones de cada compuesto, debido a que sus

caracteristicas, peso molecular y espectros son diferentes.
ADQUISICION DE ESPECTROS DE ABSORCION

1. Se monté el sistema conectando la celda termostatada de vidrio, a una temperatura
de 37+0.1 °C y bajo una atmosfera inerte de nitrdgeno para evitar variaciones en el pH
debidas al CO,, posteriormente se agregan 20 mL de la solucion &cida, manteniendo la

agitacion constante, como se muestra en la Figura 4.1.

Celd%'_ae" =
doble camisa . ‘o
e (o

X Potenciometro
Flujo'de H,O
- N

Figura 4.1. Equipo utilizado para la obtencion de espectros UV-Visible.

2. Para calibrar el electrodo se utilizé un buffer de fosfatos Radiometer Analytical
SAS que tiene un valor de pH=7.000£0.010 a 25 °C.

33



3. Se introdujo el electrodo combinado y se midio el pH inicial de la solucion;

cubriéndola del medio ambiente y burbujeando el sistema con No.

4. En la calibracién del espectrofotometro, se empleé agua desionizada como
blanco, (ya que el NaOH no absorbe luz, es por ello que no afecta al espectro de absorcion
si se calibra solamente con H,0) y se elige el intervalo de trabajo del espectro de absorcion

correspondiente entre 200 a 700 nm.

5. Se tomé una muestra de la solucién &acida en una celda de cuarzo, se lleva al
espectrofotometro, para realizar el barrido correspondiente, posteriormente se regresa la

muestra al sistema.

6. Se agrego al sistema un volumen de la solucién basica en cantidades necesarias
para aumentar el pH del sistema en aproximadamente 0.1 a 0.2 unidades. Registrando con
ello el aumento de pH, se tomé una muestra de la solucion &cida en cada caso para realizar
su barrido correspondiente y se continu6 con el procedimiento hasta llegar a un pH neutro
(pH=7).

7. Para la solucion basica se siguieron los pasos del 1 al 6 de la metodologia antes

mencionada, agregando cantidades ahora de la solucion &cida.

8. El anterior procedimiento se llevd a cabo de manera analoga, para todos los
compuestos LQM’S. Una vez seguida la metodologia anterior, se obtuvieron dos familias
de espectros una béasica y una acida. En la Figura 4.2 se ejemplifica la familia de espectros

en la zona acida para el compuesto LQM324.
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Figura 4.2: Espectro de absorcién del compuesto LQM324 a .2.44 x 10”, cuyo intervalo de pH es de 2.079 a
6.870

Los valores pH de las soluciones tienen una incertidumbre de ApH= +0.001 y fueron
medidos con un electrodo combinado de vidrio con referencias internas Ag/AgCly)
(Radiometer analytical) cuyo intervalo de trabajo es de 0-12 unidades de pH, conectado a
un potenciémetro TACUSSEL, LPH430T. Los valores de pH fueron corregidos por la

eficiencia de la celda con la ecuacién 4.1

H., — pH
pHcorr = pHexp + {W}* Ef (41)

cal

Doénde: pHcor= pH corregido, pHexp=pH medido experimentalmente, pHcy=pH de
calibracion del electrodo de vidrio, Ef= Es un parametro empirico relacionado con la
eficiencia de la celda. Cuando la correccion es cero (pHca = PHexp) entonces la eficiencia
de la celda es de 100%. El resultado que se obtiene con esta ecuacion es practicamente

igual al de los métodos propuestos por [Wescott, 1978] y [Bates, 1973].
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EXPERIMENTOS DE ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA

PREPARACION DE SOLUCIONES

Para preparar las soluciones se utiliz6 agua desionizada con una resistividad minima
de 18 MQ/cm. Para liberar el agua de iones se utilizé un desionizador marca MILLIPORE
modelo Milli-Q Gradient.

Se emplearon los siguientes reactivos: (CH3),CO a 99.6% (J.T. Baker), KH,PO, a
99%(J.T. Baker), K;HPO4 a 99.22%(J.T. Baker), NazPO4 a 96%(Aldrich), H3PO,
99.7%(J.T. Baker), NaOH al 99% (Merck), HCI al 37% (Merck). Los compuestos LQM
fueron proporcionados por el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan. UNAM dirigido por el Dr. Enrique Angeles Anguiano.

Para medir el pH se utiliz6 un electrodo combinado de vidrio con referencias internas
Ag/AgCl) (Radiometer Analytical), para mediciones en el intervalo de 0-12 unidades de
pH, cuya incertidumbre de pH es de +0.001, conectado a un potenciémetro TACUSSEL,
LPH430T.

La calibracion del electrodo se llevd a cabo con buffer de fosfatos Radiometer
Analytical SAS que de acuerdo con la IUPAC tiene un valor de pH= 7.000+0.010 a 25
°C.

El equipo utilizado para realizar la ECZ fue: Beckman Coulter P/ACE MDQ
Capillary Electrophoresis System utilizando un detector de arreglo de diodos (DAD).
Empleando un capilar de silice fundida de 50 um de diametro interno, 50.2 cm de longitud
total y 40 cm de longitud del capilar al detector (en su lado largo). Como se muestra a

continuacion en la Figura 4.3.
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Carrusel

Figura 4.3. Equipo de electroforesiscapilar de zona

Para mantener la temperatura de trabajo (37°C £0.1) se us6 un sonicador ultrasonico
Cole-Parmer 8891. Se utilizé acetona como marcador de flujo electroosmotico.

SOLUCION DEL COMPUESTO LQM324

En un matraz aforado de 10 mL, se agregan aproximadamente 5 mg del compuesto
LQM324 vertiéndole agua desionizada hasta su marca de aforo. De la misma manera se
deben preparar todas las soluciones de los compuestos tiomorfolinicos restantes.

SOLUCION DE NaH,P0,0.5 M

En un matraz aforado de 25 mL se agregan 1.70 g de KH,PO, agregando agua hasta

su marca de aforo.
SOLUCION DE Na;HPO,0.5 M

Utilizando un matraz aforado de 25 mL se agregan 2.177g de NaHPO,

adicionando agua hasta su marca de aforo.
SOLUCION DE NasP0O,0.5M

Colocar en matraz aforado de 25 mL 2.049 mg de NasPO, y agua desionizada hasta

aforar.
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SOLUCION DE BUFFER DE FOSFATOS (50 mM)

Por ejemplo para obtener un pH de aproximadamente 10.3, se agregan 2475 uL
de NaH,PO4 0.5M y 25uL de Na,HPO, 0.5M, afadiéndole agua desionizada hasta
la marca de aforo. Esta solucién se calentd hasta 37 °C y se tomo la lectura del pH
para que al momento de la adquisicion del electroferograma, se realizara a esa
temperatura y con ello, los datos de electroforesis capilar de zona se puedan comprar

con las obtenidas en la espectroscopia ya que se encuentran a la misma temperatura.

Cabe mencionar que las cantidades y las soluciones de los fosfatos, varian para

obtener diferentes valores de pH.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

ACONDICIONAMIENTO DEL CAPILAR.

El equipo de ECZ tiene un capilar de silice fundida, asi que para acondicionarlo se
hace pasar una solucion de NaOH 0.1 M durante 5 min a una presion de 20 psi, con el
objetivo de retirar las posibles impurezas y activar los grupos silanol. Posteriormente se
hace pasar una corriente de agua desionizada por 5 min con una presién de 20 psi, esto
para retirar el exceso de hidréxido de sodio. Este procedimiento sélo se hace al inicio del
dia.

ADQUISICION DE ELECTROFEROGRAMAS

a) Se realizan lavados con NaOH 0.1M por 1 min y 20 psi, para despues realizarlo

con agua desionizada por el mismo tiempo y a la misma presion.
b) Se introduce el buffer de pH adecuado por 1.5 min con una presién de 20 psi.

c) Inyectar la muestra (la solucion LQM324 y 200uL de acetona) en 10 s con presion
de 1 psi. Se utiliza la acetona debido a que es eléctricamente neutra, no reacciona con los

LQM, ni con el buffer utilizado y es el marcador de flujo electroosmotico.

d) Efectuar la separacion con un voltaje de 20 KV por 15 minutos
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El resultado es un electroferograma en donde varia el tiempo de migracion del

compuesto de acuerdo al pH de la solucion amortiguadora, como se ejemplifica en la

Figura 4.4.
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Figura 4.4. Muestra el electroferogramas registrados a 290 nm del compuesto LQM324 a un valor de a) pH
de 4.55, b) pH de 10.93 para la solucién amortiguadora

e) Se varia el pH de la solucion amortiguadora para obtener electroferogramas

suficientes para poder calcular el pKa del compuesto (cada 0.2 unidades de pH,

aproximadamente)

g) Realizar el procedimiento por triplicado

f) Repetir la misma metodologia para los tres LQM restantes.

En algunos casos, para los valores de pH mas acidos, se realizaron los experimentos

con polaridad invertida e inyectando el LQM por el lado corto del capilar, para disminuir el

tiempo de migracion de la acetona.

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ MEDIANTE EL

METODO GRAFICO.

El método grafico es una herramienta util y cominmente utilizado para determinar

el valor de las constantes de acidez en soluciones acuosas, mediante datos de absorbancia

o movilidad electroforética en funcién del pH.
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Su objetivo es obtener un valor de pKa con base en datos experimentales que
corresponden con un solo equilibrio quimico, que se representa como se muestra en la

ecuacion 4.2.
HLeo L +H? (4.2)
Dénde: HL : cido monoproético, L : base conjugada del acido y H ™ : ion hidronio.

METODO GRAFICO PARA DATOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Para calcular el valor de la constante de acidez se grafica el valor de las absorbancias
en funcién del pH a una longitud de onda determinada (seleccionada para un maximo de
absorcion). En la figura 4.5 se presenta una de las curvas obtenidas para el compuesto
LQM324.

La curva mostrada en la figura 4.5 puede interpretarse si se considera que el
LQM324 se comporta como un acido monoproético HL en ese intervalo de pH y si a la

longitud de onda de 315 nm que se seleccion0, L™ absorbe mas luz que HL.

®  experimental

0.3 ——teorica AL_

0.25 - [ HL]

o
N

ABSORBANCIA
o =
= a

2 3 4 5 6 7 8
pH

Figura 4.5: Curva de absorbancia a 315 nm en funcién del pH, tedrica representada (linea) y experimental
(marcadores), para un pH de 2 a 7 para el compuesto LQM324.a 2.44x10°M

La constante de disociacion &cida de HL esta dada por la ecuacion (4.3):

K. = % (4.3)
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Despejando y aplicando el -log a ambos lados de la ecuacion (4.3) para no alterar el
resultado, y reordenando, se obtiene la ecuacion (4.4), que en muchas referencias se

conoce como ecuacion tipo Henderson-Hasselbalch:

pH = pKa+ IogM
[HL] (4.4)

Considerando que la concentracion total (Ct) del compuesto L se puede considerar
constante (en nuestro caso en un valor conocido), corresponde a la sumatoria de

concentraciones de la forma acida [HA] mas la concentracion bésica [L]
C; =[HL]+[L] (4.5)
Despejando [A] de la ecuacion 4.4 y sustituyendo en la ecuacion 4.5, para obtener
() (4.6)

Sustituyendo la ecuacion (4.6) en la ecuacién (4.5), se obtiene el valor de [HL] al
despejarlo de la ecuacion (4.5).
Aunado a lo anterior, si se utilizan las leyes de Beer (3.19) y la ley de aditividad

combinadas, puede escribirse la ecuacion (4.7).
A = AW 4+ AW = W (1 em)[HL] + X (1 em)[L7] (4.7)

Con base en lo anterior mediante una hoja de célculo (ejemplo Tabla 4.1), se obtiene
de manera iterativa el valor de pKa, la cual termina cuando el comportamiento de la curva,
es casi igual a la curva experimental, como se mostré en la Figura 4.5 para el compuesto
LQM324, el cual tiene una concentracion es de 2.44x10°M vy el valor obtenido de pKa es

de 5.5y la longitud de paso Optico de la celda es de 1cm.
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Tabla 4.1. Muestra un ejemplo (LQM324) de la hoja de célculo utilizada para determinar el pKa, mediante un
método gréafico de ajuste en donde CT = 2.44x10-5M vy los coeficientes de absortividad se han estimado

como gy = 12756 cm™ M* y g - =207 cm* ML

Absorbancia Absorbancia
pH | experimental [L7] [HL] calculada
2.282 0.00505 1.5X10® 2.4428X10° 0.0052336
2.365 0.00341 1.8X10® 2.4425X10® 0.0052727
2.497 0.00259 2.4X10® 2.4418X10® 0.0053524
2.893 0.00285 6.0X10° 2.4382X107 0.0058044
3.052 0.00064 8.7X10° 2.4356X107 0.0061376
3.258 0.00199 1.4X107 2.4303X10® 0.0067950
3.456 0.00499 2.2X10” 2.4224X10° 0.0077951
3.649 0.00454 3.4X10” 2.4103X10° 0.0093108
3.913 0.00922 6.2X10” 2.3826X107 0.0127869
4.175 0.01812 1.1X10°® 2.3338X10° 0.0189059
4.324 0.02071 1.5X10° 2.2915X10° 0.0242232
4.882 0.06302 4.7X10° 1.9696X107 0.0646148
5.11 0.09744 7.1X10°® 1.7367X10° 0.0938374
5.238 0.11679 8.6X10® 1.5800X10° 0.1135100
5.527 0.16511 1.3X10° 1.1842X10° 0.1631847
5.712 0.20728 1.5X10° 9.2963X10° 0.1951264
5.929 0.23412 1.8X10° 6.6324X10® 0.2285566
6.216 0.25857 2.1X10° 3.9424X10°® 0.2623146
6.576 0.28283 2.3X10° 1.8930X10° 0.2880338
6.869 0.29901 2.3X10° 1.0022X10° 0.2992120
Etclll’fz‘;g;‘ (4.6) despejado de (4.5) 4.7)

Otra forma de obtener de manera grafica el pKa es mediante un cambio de variable
para obtener una funcién lineal utilizando la ecuacion tipo de Henderson-Hasselbach (4.4).

Asi, de acuerdo a la ecuacion 3.21, pero para sistemas monodonadores:

Nombrando X = —

A= fiyAg + fi-A- =

[HL]

T

teniendo como resultado:

]

, entonces 1 — X = -

e, )

Cr

A= XALH + (1 - X)AL—

Despejando a X de la ecuacion 4.9

A - AL_ S XALH - XAL—

A-

. Sustituyendo en la ecuacion




A—A-=X(Ay —AL-)

_ A-Ap-
ALH—AL-

(4.10)

Se sustituye en la ecuacion (4.4) el valor de X y (1-X), teniendo el siguiente

resultado:
1-X
pH = logT + pKa (4.11)
Sustiyendo (4.10) en (4.11)
A—A-
H=1 1_A“*—AL‘+ K
p - Og A _ AL‘ p a
ALH - AL‘

Factorizando:

Ay —Ap- —A+Ap-

_ ALg — AL-
pH = log A—AL + pKa
AL — AL-
Eliminando
Alg—A
_ ALy — AL
pH = log A—A + pKa
ALy — Ar-

Para obtener una ecuacion que solo depende de las absorbancias y que tiene el

comportamiento de una linea recta

pH = log% + pKa (4.12)
A

Donde: y =m X + b
Por lo tanto si se grafica el pH que esta en funcion del término logZ#=2, su
A

pendiente es igual a la unidad, la ordenada al origen pKa y la linea debe atravesar el eje de
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las abscisas en donde pH=-pKa lo que significa que [L]=[HL] y por lo tanto,

An—A
A-Ap-

log 0

A continuacidn en la figura 4.6, se muestra un ejemplo (compuesto LQM324), donde
al realizar la regresion lineal se obtiene el valor de la ordenada al origen que representa el
valor de pKa= 5.509+0.043 y el valor de su pendiente es cercano a la unidad. Donde los

valores de A 4= 0.00505 Yy A(.=0.29901.

®

6 '/
5 4
/ H = 0.99361 ALH_A+5509
pa =5 iy '

-

pH
N

(<]

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5

Log((Au-A)/(A-AL-))

Figura 4.6: Curva linealizada y regresion lineal para obtener el valor de pKa de LQM324 a 2.44x10™°M

METODO GRAFICO PARA DATOS ELECTROFORETICOS

Una de las principales ventajas de utilizar ECZ es que aunque el compuesto tenga un
cierto nivel de impurezas no interfieren para la determinacion de los valores de pKa,
porque solo depende del tiempo de migracion de la sustancia que se estd estudiando
[Rodriguez, 2009].

Al graficar los datos de movilidad electroforética efectiva (los cuales son obtenidos
de los electroferogramas) como funcion del pH, el comportamiento en general describe las
zonas donde el analito se encuentra predominantemente como anion (movilidades

negativas) o como cation (movilidades positivas). En estas zonas la movilidad permanece
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aproximadamente constante hasta que las fracciones de las especies se empiezan a igualar
y entonces se observa un cambio marcado como se muestra en la Figura 4.7, para el
compuesto LQM324

1.40E-08 -

+
1.20E-08 - Mt

1.00E-08 -

~8.00E-09 - HL]
2
~
£ 6.00E-09

3
4.00E-09 -

2.00E-09 -+

0.00E+00

I 45 5 55 6 65 T—A7s s

-2.00E-09 - pH

Figura 4.7: Curvas de movilidad efectiva en funcion del pH, tedrica y experimentalmente, para un

intervalo de pH de 4.0 a 7.2 para el compuesto LQM324, representando Unicamente un equilibrio acido-base

En la grafica: py += Movilidad iénica efectiva de HL", del catién, p.= Movilidad

ionica efectiva de L, la especie neutra, y=Movilidad efectiva de la muestra

Debido al comportamiento de la Figura anterior se tiene que si pH<<pKa;, se puede
decir que sdlo existe la especie catidnica, obteniendo asi el valor de su movilidad efectiva
para el cation. Por el contrario si pH>>pKa, (no mostrado en la figura 4.7), puede
considerarse que solamente existe la especie anionica, conociendo con ello el valor de la

movilidad efectiva del anion.

Dado que la forma matematica de las ecuaciones (3.12) y (3.21) es la misma, se
puede hacer un desarrollo similar al mostrado para los datos espectrofotométricos para los
datos de movilidad efectiva; con lo que se obtiene la ecuacion (4.13) —-anéloga a la
ecuacion (4.4)-y, por lo tanto, se puede realizar una regresion lineal parecida a la de los

datos espectrofotométricos
H _ l HLLH+—1
pH = log—=—— + pKa (4.13)

donde:
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Obteniendo un grafico como el de Figura 4.8, con un pKa=5.426 +0.075

5.5 _
pH = 0.9929 log ™ ¥ | 5425
5 4 W= -
4.5 4

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2

Log[(ky,-H)/ (-]

Figura 4.8: Regresion lineal para obtener el valor de pKa de LQM324 para un intervalo de pH de 4.0a7.2

ESTIMACION DE ESPECIES QUE ABSORBEN LUZ, MEDIANTE LOS
PROGRAMAS TRIANG Y SIBYLA

TRIANG

El programa TRIANG esté escrito en lenguaje FORTRAN [Hartley, 1980]. Estima el
numero de especies que absorben radiacion electromagnética en el sistema a partir de los
valores de absorbancia a diferentes longitudes de onda y diferente composicién quimica

del sistema, considerando el error en las lecturas de transmitancia (AT).

Considerando que se cumple la ley de Beer y la ley de aditividad, para el sistema de
estudio, TRIANG establece la existencia de una especie quimica absorbente comparando

entre valores de absorbancia y errores asociados a la misma.

Se calculan los elementos de una matriz de error, considerando el valor de AT, la
ecuacion del error en la absorbancia y la teoria de la propagacion del error. Después se
busca la diagonalizacién a cero de dicha matriz comparando los elementos de la diagonal
con la matriz de absorbancia (P): si elemento diagonal de la matriz del error Ej
multiplicado por tres es menor que el elemento Pj=0, el nimero de especies que absorben

en el sistema se estima como la suma de los elementos P’j; diferentes de cero.
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Tomando en cuenta que el error en las lecturas de transmitancia es igual a un medio
de la diferencia entre el cuadrado del error instrumental y el cuadrado del error
volumétrico, entonces para datos espectrofotométricos obtenidos experimentalmente el

valor de AT debe encontrarse en ¢l intervalo de 0.003<AT<0.010.
El procedimiento a utilizar TRIANG es el siguiente:

Se abre el programa y pide la siguiente informacion: Nombre del archivo de entrada,
Nombre del archivo de salida, (TRIANG lo creara para colocar los resultados) y el AT a

utilizar como se muestra en la Figura 4.9

ot ESYBILA~-1\triang\TRIANG. EXE

CALCULO DEL NUMERO DE ESPECIES QUE ABSORBEEN
PROGRAMA ADAFPTADO DEL ORIGINAL POR:

CARLOS ANDRES GALAN UIDAL ¥ ADRIANA MORALES PEREZ
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN. UNAM.

MA. TERESA RAMIREZ SILUA ¥ ALBERTO ROJAS HERNANDEZ
UNIUERSIDAD AUTONOMA METROPOLITAMA. IZTAPALAPA

MEXICO. 19%23. UERSION 2.8
DUPLIGATION IS NOT ALLOWED.

IMPUT FILE MAME: lgm331.txt
OUTPUT FILE NAME: slgqm331.txt
gRgg¥ EN TRANSMITAMCIA. DELIA T (DT> =

Figura 4.9 Caratula del programa TRIANG, para el compuesto LQM331.

El archivo entrante contiene datos de absorbancia en funcion del pH. El intervalo de
longitudes de onda, asi como los valores de pH, se seleccionan por contener la mayor
informacion espectral posible con los cambios significativos, como son los puntos
isosbésticos los cuales se muestra en la Figura 4.10. Por el lenguaje del programa no se
menciona, ni el valor de pH ni la longitud de onda en la cual se tiene el valor de la

absorbancia.

Se adiciona namero de columnas (pH) y de filas (absorbancia), que se requieren para el

calculo.

Obteniendo un archivo de salida mostrando en la Figura 4.11, en donde se obtiene la
matriz de absorbancia, matriz de errores, matriz reducida de absorbancias, matriz de

propagacion de error, los cuales conllevan al nimero més probable de especies quimicas

47



que absorben radiacion electromagnética a partir de las diferentes longitudes de onda

alimentadas y al error utilizado.

[® LQM331.TXT - Bloc de notas
Archivo  Edicién  Formato  Wer Ayuda
29 24 ~

13452, 07102, 04072, 02562, 01511, 89011, 87061, 78221, 75811, 74871, 75301, 72141, 68741, 67781, 66101, 62281, 61151, 58111, 55831, 55701, 56611, 55281, 54851, 5464
47791.45431.44401.43491.43261. 37491, 37621. 33611, 32621, 32691, 34551.33011.31961.32251.31591. 29691, 29581, 27971, 27161, 27661, 28721. 27801, 27571. 2757
26631, 28171, 27211, 26561, 26501, 20781, 20411, 14831, 13021, 12211, 12881.10361. 07511, 06711, 05481, 02321, 01650, 99540, 98170, 08470, 95100, 98100, 07640, 0745
35411.33411.32291.31431.31201. 23041, 21421, 11081. 07401. 045931, 03190.98520. 9204 0. 89070. 86580. 80810. 78710, 75010. 72080. 71750. 71930. 70450, 69610. 6916
55241, 52301, 50741, 40481, 45041, 37021, 33851, 17311, 11271, 06721, 02110, 94550, 83560, 77930, 73850, 64860. 60970, 55180, 50330.45320.48000.47320.46200.4 550
F7111.73301.71111. 69371, 68721, 53581. 49171, 27461.19471.13261. 06350.96500. 81830, 7414 0. 68840. 57150, 51840.44440.38140. 3664 0. 36080. 34410.33340. 3265
U001, 75711, 73561, 71741, 70051, 55081, 50281, 27111, 18591, 11001, 04350, 93840, 78160, 60310, 64230, 51760.460090.38330.31530., 29950, 20350, 27810, 26840, 2626
48411.45121.43511.41831.41271. 28241, 24351, 04970, 97890, 92460, 864 20.77510. 64460, 57650.52840.42220.37650.31040.25420. 24250, 23850. 22560, 21790, 2137
BE150.54300, 53510, 52430, 92230, 84050, 81530, 69250, 64710, 61320, 58230, 52400.44010. 30980, 36910, 20780, 27020.22660.15210.18760.18700.17820.17320.1712
51950. 51350, 51100. 50600. 50650, 46560.45300. 39280, 36870, 35310. 34760.31690. 27590, 2584 0. 24340, 20320.19300.16990.15550.15730.16130.15450.15150.1512
28000, 28120, 28110, 27930, 28180, 26400, 25820, 23510, 22370, 21500, 22880, 21520, 20000, 19660.10100.17030.17030.15960.15700.16270. 16880, 16370.16200.1624
18680.19120.19180.159170.19460.18860.18670. 18360, 17880, 18000.19800.19360.19230.15720.19650.18620.19190.18760.19170.19890.20620. 20210. 20130. 2022
16760.17300.17380.174 50, 17750, 17820, 17850, 18820, 18750, 19290, 21500, 21670.22430.23420. 23680, 23320, 24230, 24260, 25060, 25950, 26750, 26430, 26360, 2645
18910.19450.19520.19610.19930. 20240, 20490, 22160, 22390, 23140, 25630. 26200. 27560, 28850.29340.29400.30540.30810. 31900. 32870.33720.33480.33530. 3368
24220.24710, 24730, 24750, 25070, 25300, 25650, 27510, 27830, 28670, 31300.31540.33540,.349%0,35520.35740,36%70.37370. 38540, 35530.40460.40300. 40410, 4064
32370.32610.32470.32400.32660. 32230, 32380, 33280, 33300. 33840, 36030.36280.37220.38320.38610.38370.39350.39480.40400.41340.42250.42210.42460.4280
43350.43240.42860.42680,42820,41260.41020,40040, 39370, 39330, 40680.40130.30740.40110.39560, 38730, 30190, 38680, 35030, 35770.40640.40590.40850.4118
56110.55510. 54850, 54460. 54490, 50890.49900.45590.43690.42610.42460.40400.37630.36610.35560.32590.32080.30450.20680. 30090, 30820.30740.31030. 3151
69280, 68200, 67280, 66740, 66580, 60990, 59230, 51350, 48140.45960,44210.40550.35240,.32740,30800.25%980.24440.21640.15680.15660.20020.15730.19760, 2005
80000. 78590, 77470, 76850, 76640, 69630, 67450, 57380, 53400, 50530.47850.43120.36330.32980.30460.24520.22370.18810.16070.15660.15670.15030.14670. 1462
B3810.82260, 81120, 80410, 80180, 72700, 70250, 59450, 55200, 52110.40040.43580.36620.32520,30230,23880,21510.17710.14650.14100.13%60.13200.12640.1246
78280.76800. 75800, 75130. 74890, 67900, 65660, 55320, 51250.48350.45510.40710.33720.30240.27670.21620.19390.15780.12890.12370.12220.11450. 10960. 1081
62660, 615590, 60850, 60340, 60210, 54600, 52730, 44440, 41100, 38870, 36840.32530.27220.24510.22420.17380.15700.12750.10450.10120. 10100, 05480, 09010, 0892
40920.40400.40010. 39700, 39720, 36200, 34960, 29630, 27320, 25940, 25090.22450. 18750.17140.15790.12240.11350.09350. 07980. 07950. 08090. 07600. 07210. 0718
21350,21350,21220, 21140, 21280,19540, 18810, 16210, 14880. 14260, 14510.13050.11210. 10620, 095950, 07760, 07600, 06440, 05960, 06200, 06500, 06110. 05790, 0583
09320.09610. 09630. 09670. 09890, 09240, 08810, 07880, 07120. 06990, 07830, 07210. 06450, 06480, 06220. 04860.05170.04580. 04570, 04980. 05380. 05060, 04790. 0488
03720.03900, 03670, 03840, 04120, 03980, 03580, 03380, 03280, 03530, 04770.04340,. 03800, 03770, 03830, 03070, 03170.02950. 03330, 03460, 03520, 03670. 03600, 0400
01680.01920. 01700, 01900. 02180, 02180. 01840, 01920, 01880.02220.03530.03180. 02880, 02530.03010.02400.02360.02440.02890. 03090. 03520. 03300. 03330. 0370
01050, 01320, 01070, 01270. 01540, 01620, 01280, 01430, 01430, 01780, 03100.02750. 02530, 02600, 02700, 02120, 02300.02200. 026580, 02860, 03310, 03000, 03110. 0347
v

>

B T e e T

~

Figura 4.10 Datos de absorbancia para diferentes valores de pH y a diferentes longitudes de onda, para el
compuesto LQM331

f B SLQM331.TXT - Bloc de notas
Archivo  Edicién  Formato  Yer Ayuda
1 LA MATRIZ DE ABSORBANCIAS ~
2.1345 2.0710 2,0497 2,0256 2.0151 1.8901 1.8796 1,7822 1.7581 1.7487 1.7539 1.7214 1.6874 1.6778 1.6619
N 1.6228 1.8115 1.5811 1.5583 1.5579 1.5661 1.5528 1.5485 1.5464
1.4779 1.4543 1.4440 1.4349 1.4326 1.3740 1.3762 1.3361 1.3262 1.3260 1.3455 1.3301 1.3106 1.3225 1.3150
| 1-zeee 1.2058 1.2797 1.2716 1.2766 1.2872 1.2780 1.2757 1.2757
ll LA MATRIZ DE ERRORES
L0021 .0021 .0020 .0020 .0O20 .0O18  .QOL7  .00l4  .0013  .0013  .00l2 .00L1  .00L0  .000O  .0QOQ9
L0008  .0D0QB  .0007  .0007 .0007 .00O7 .00O7  .0007  .00Q7
L0027 L0027 L0026 L0025 L0025 L0022 L0021 L0018 L0015 L0014 L0013 L0012 L0010 L0009 L0009
L0008 L0007  .0007 (0006 Q006  .0006 L0006  .0006 . 0006
L0005 L0005 L0005  .0005  .0005  .0005 L0005 L0005 L0005 L0005  .0005  .0005  .0005 L0005 .0005
L0005  .0005  .0005  .0005  .0005 .0005  .0005  .0005 .00
1 LA MATRIZ REDUCIDA DE ABSORBANCIAS
-.0004  .0007 -.0006 L0002 -.0001 -.0001 .0012 -.0003  .0003
L0000 L0000 L0000  .0000 L0000 0000 L0000 L0000 L0000 L0000  .0000 -.0014 0001 L0002 -.0003
-.0003 -.0006 .0004 -.0006 .DO03 -.0002 .0000 -.000L1 -.0012
L0000 L0000 L0000 L0000 L0000 L0000 L0000 L0000 L0000 L0000 L0000 L0000 - 0011 L0009 -.0005
L0000 L0000 L0000  .0000  .QO00 L0000 L0000 L0000 L0000  .0000  .0000  .0000 L0000 L0000  .000O
L0011 - 0003 -.0001 -.0002  .0002 0008 -.0001  .000L -.0001
1 LA MATRIZ DE PROPAGACION DE ERROR
L0308 .0308 .0423  .0330 .0360 .0352 .0729 .1468 .1256 .1252  .1448 .3776 .1307 .1956 .2720
. 5470 .B219 L3722 L5310 L4853 L6093 L5576 L8375 1.2753
L0170 L0112 L0285 L0358 .0318  .0328 L0406 L0638 L0706  .0653 L2518 2051  .1744  .23&1  .2360
L4306 .3113  .7510 1.0742  .4738 .B688  .B57L 1.0880 1.1433
L0006 .00L5 L0027  .0l02  .Ol7z  .OL17  .0l44 L0277 L0218 .0203  .0302 .0588  .0243  .1420  .076L
(1313 .4148  .5833 8601  .5286  .6534 1.7152 2.0322 1.5580
EL WUMERQ DE ESPECIES ES = 2
ERROR EN TRAMSMITANCIA DELTA T (DT) = .00L1000 v

Figura 4.10 Resultados de TRIANG a partir de datos de absorbancia para el compuesto LQM331

Se realizaron corridas a diferentes valores de AT con los mismos datos de absorbancias

en todo el intervalo experimental (0.003<AT<0.010), se repita mayor nimero es la
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solucion. En la Tabla 4.2 para el ejemplo se observa que se presenta con mayor frecuencia
es el numero tres, para el compuesto LQM331. Por lo tanto se acepta que hay tres especies

presentes en el sistema que absorben luz en forma diferente.

Esta informacidn sera de mucha ayuda al momento de proponer modelos para SQUAD,
buscando el que mejor se adecue a lo observado experimentalmente y que sean capaces de
reproducir dichos resultados [Gomez, 2006].

Tabla 4.2. Resultados del programa TRIANG para estimar el nimero de especies que absorben luz, en forma
diferente, para soluciones que contienen LQM331 a diferentes valores de pH.

NuUmero de especies
AT gue absorben
0.001 2

0.002
0.003
0.004
0.005
0.006
0.007
0.008
0.009
0.01

N N W W Wl W W w w

SIBYLA

Es un programa escrito en lenguaje Basic, que permite estimar el numero de

componentes en un sistema quimico [Havel, 1990]

Para tal efecto se utiliza el andlisis de factores FA, por sus siglas en inglés, o el

analisis del componente principal (PCA) que son técnicas de estadistica multivariante.

Las técnicas de PCA y FA se refieren al analisis de una matriz de datos A de m x n,
donde A, podria ser el conjunto de espectros de absorbancia, o cualquier otra observacion,

para cada valor de n (variable) de pH. Cada espectro puede ser entonces representado
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como un punto en un espacio multidimensional. Tanto FA como PCDA, se ocupan de
encontrar un sub-espacio dimensional p (p<n) en el que el espectro pueda ser
aproximadamente representado. La técnica provee tal subespacio donde se tiene el mejor
ajuste por minimos cuadrados para los datos cuando estos se proyectan en él. La meta
principal es encontrar el valor méas bajo de p de la matriz ATA con los mayores
eigenvalores correspondientes son tomados como vectores base y son llamados

componentes principales (de aqui el nombre para PCA).

Por otra parte, PCA y FA sirvan para propdsitos sutilmente diferentes; mientras FA
intenta expresar las observaciones como combinaciones lineales de nuevas variables,
pequefias en nimero, denominadas factores, PCA se utiliza Unicamente para encontrar los

factores candidatos y para determinar su numero.

Partiendo de que el rango de una matriz de absorbancias se relaciona con el nimero
de componentes den el sistema, segun ha sido demostrado en otros trabajos, entonces,
suponiendo que se tiene una matriz A de valores de absorbancia para n,, longitudes de onda
de ns muestras, donde se tiene n. componentes que absorben en el intervalo elegido, la
matriz puede escribirse como (4.14) donde E es la matriz de absortividades molares ny X nc

y C es la matriz de concentraciones ny X Ns.
A =EC (4.14)
Ademas se puede decir para el rango de A :
Rango (A) = min[rango(E), rango(C)] < min(n,,, n¢, ny) (4.15)
Entonces, se garantiza que ny, Y ns, Sean iguales 0 mayores que ng, se tiene que:
Rango (A)<n, (4.16)

Y dado que el rango de la matriz es el orden del mayor determinante diferente de
cero formado a partir de A, o igual al nimero de columnas (o filas) linealmente
independientes de A, uno de los objetivos consiste en encontrar dicho determinante. Para

el determinante existe el método descrito por Wallace y Katz [Wallace, 1964], que
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involucra diagonalizaciones tanto de la matriz A como de la matriz error. Dicha

aproximacion es la que se utiliza también en el programa TRIANG.

Finalmente se menciona que en el caso de SIBYLA con FA, se utilizan varios
criterios para estimar el rango, en particular el propuesto por [Kamkare J., 1970] que

involucra los residuales de la desviacién estandar de las absorbancias.

La manera de ingresar los datos es muy similar a TRIANG, obteniendo el nimero de

especies que absorben, corroborando la informacién obtenida de TRIANG.

Para una mejor estimacion de las constantes de equilibrio, se han creado programas
computacionales para sistemas multirreaccionantes y multicomponentes. Estos programas
varian de acuerdo al algoritmo matematico que emplean y a la informacion experimental
gue se les alimenta. Tienen la ventaja de realizar un estudio estadistico de la informacion
resultante lo cual nos permite evaluar la calidad de los resultados obtenidos, ademas de
poder estimar constantes de equilibrio en sistemas poco o0 nada cualitativos y en algunos

casos, de especies polinucleares. Entre estos programas se encuentra SQUAD.
SQUAD (Stability QUotients from Absorbance Data)

Es un programa creado por Leggettt escrito en lenguaje FORTRAN. Esta disefiado
para refinar constantes de equilibrio a partir de un modelo quimico propuesto, empleando
la aproximacion de minimos de datos de absorbancia obtenidos a diferentes longitudes de
onda y a diferentes composiciones quimicas del sistema. EI modelo quimico puede ser

dependiente o independiente del pH.
Para cada valor de absorbancia
Aix = Z{zl[Especies]i,jl Eik (4.17)

Donde [Especies]; ; es la concentracion de la especie j-ésima en la solucion iésima
(espectro), | es la longitud de paso optico de la celda y ¢; ;, es la absortividad molar de la j-

ésima especie en la k-ésima longitud de onda.
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El refinamiento de las constantes se realiza por medio de una minimizacién de la
suma de los residuos de absorbancia cuadraticos, por minimos cuadrados no lineales,

empleando el algoritmo de Gauss-Newton.
U= Xi1 Ze2i(Ale — Af)? (4.18)

donde: L= todas las soluciones. NW= todas las longitudes de onda, A], =

Absorbancia calculada por SQUAD en la i-ésima solucién a la k-ésima longitud de onda.

Af), =Absorbancia experimental en la i-ésima solucion a la k-ésima longitud de onda.

Para conocer los valores de absorbancia, SQUAD necesita resolver la ecuacion de
Beer; SQUAD propone los coeficientes de absortividad molar por especie y determina la

concentracion de cada una empleando el algoritmo de Newton-Raphson.

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

convergencia en un minimo relativo.

SQUAD emplea distintos parametros estadisticos para determinar si el modelo

guimico propuesto puede explicar la informacién experimental.

El parametro de correlacion; la desviacion estandar sobre los datos de absorbancia
(0datos); la desviacion estandar sobre las constantes (oconst); la desviacion estandar total
sobre las constantes (o1et); 1a sSuma de cuadrados de las absorbancias calculadas (U) y la
desviacion estandar sobre loa coeficientes de absortividad molar (o), SOn todos los

parametros estadisticos [Leggettt, 1985].

A continuacion se muestra el archivo de entrada de SQUAD en el cual se requiere los
siguientes datos: a) EI numero de equilibrios acido-base presentes en el intervalo de pH,
con sus respectivos valores de las constantes de equilibrio global, b) Las longitudes de
onda del principio y al final del espectro y el intervalo de nanémetros para el que se va a
presentar la informacion de absorbancia, donde se consideré que existe la mayor

informacidn espectral del sistema acerca del comportamiento acido-base del compuesto c)
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La concentracion a la cual se encuentra el compuesto, d) Longitud de la celda y e) el valor
de las absorbancias correspondientes a pH. Esta informacion representa hasta 23 espectros

en funcién del pH.

Con ello SQUAD calcula entre otras cosas los valores de los coeficientes de

absortividad y las constantes de equilibrio global.

Archivo  Edician  Formato  Wer  Awuda

DICTIONARY :
LIGl=54aL}; PROT=H; HYDX=0H:
END:

SPECIES:

SALCLIIHELD; 5. 000; VE; VE:
SALCLIHCZ);15.000; VE; VE:

END:

JTHER:

SaLIVE:

EMD:

DATA:

240.0 380.0 5.0

LOGE

PRIM

ZARD

MMLS

PLOT 1

ZRT

100

1.0

SPECTRA:

0. 00000000 0.00000000 0.00002444 0.00000000 2,497 1.0
0.1386 0.1062 0.0743 0.0539 0.0523 0.06837 0.0812 0.1013
0.1224 0.1428 0.1627 0.1827 0.2020 0.2177 0.2272 0.2285
0.2182 0.2031 0.1822 0.1582 0.1332 0.1088 0. 0870 0. 0674|
0.0509 0.0373 0.0265 0. 0183 0.0131

0. 00000000 0.00000000 0.00002444 0. 00000000 3.456 1.0
0.1389 0.1056 0.0730 0.0521 0.0502 0.06813 0.0787 0. 0986
0.1158 0.1403 0.1606 0.1811 0.2003 0.2162 0.2258 0.2271
0.2209 0.2059 0.1852 0.1609 0.1365 0.1118 0.0803 0.0708
0.0548 0.0414 0.0310 0.0232 0.0165

0. 00000000 0.00000000 0.00002444 0. 00000000 3,013 1.0
0.1575 0.1041 0.0712 0.0503 0.0485 0.0593 0.0784 0. 0981
0.1165 0.1568 0.1568 0.1772 0.1%963 0.2121 0.2216 0.2227
0.2188 0.2041 0.1838 0.1602 0.1363 0.11:23 0.0914 0.0727
0.0571 0.0445 0.0344 0.0272 0.0211

0. 00000000 0.00000000 0.00002444 0.00000000 4,324 1.0
0.1415 0.1089 0.0768 0.0558 0.0538 0.0636 0.0796 0.0979
0.1172 0.1362 0.1556 0.1752 0.1941 0.2092 0.2183 0.2197
0.2129 0.19596 0.1805 0.1588 0.1365 0.1147 0.0956 0.0788
0. 0650 0.0542 0.0459 0. 0357 0.0341

0. 00000000 0.00000000 0.00002444 0. 00000000 4,641 1.0
0.1410 0.1055 0,078 0.0582 0.0557 0.0850 0.0794 0. 0960
0.1134 0.1511 0.1454 0.1683 0.1860 0.2006 0.2093 0.2106
0.2045 0.1929 0.1760 0.1567 0.1370 0.1179 0.1017 0.0873
0.0768 0.0683 0.0625 0.0583 0.0563

0. 00000000 0.00000000 0.00002444 0.00000000 4,882 1.0
0.1400 0.1098 0.0802 0. 0603 0.0577 0.0634 0.0778 0.0920
0.1073 0.1228 0.1394 0.1568 0.1735 0.1867 0.1947 0.1961
0.1923 0.1825 0.1689 0.1529 0.1370 0.1217 0.1091 0. 0987
0.0915 0.0866 0.0837 0.0825 0. 0813

0. 00000000 0.00000000 0.00002444 0. 00000000 5,238 1.0
0.1353 0.1121 0. 0854 0. 0672 0. 0637 0. 0689 0.0785 0. 0853

Figura 4.11 Archivo tipico de entrada del programa SQUAD del compuesto LQM324
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DETERMINACION DE VALORES DE pKa Y MOVILIDADES EQUIVALENTES
CON DATOS DE ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA
Existen varias propiedades fisicoquimicas (o respuestas a una perturbacion R) que en

algunas ocasiones controladas, tiene un comportamiento lineal con las concentraciones de
las especies que se producen. Esta linealidad puede ser descrita por la ecuacion (4.19).
R1+R2 ++RTL =K161+K2C2+"'+Kncn (419)

Donde R es la respuesta general del sistema, R;j, Cjy K; son la contribucion a la
respuesta general, la concentracion y el factor respuesta (el cual es independiente de las

concentraciones de las especies y respuestas) de la especie i-ésima, respectivamente.

Si las especies estan relacionadas a traves de equilibrios quimicos rapidos, la
respuesta general puede ser entendida como una media ponderada del aporte de todas las
especies presentes, equivalentes a las fracciones de las especies. [Rodriguez, 2009]

Por ejemplo en espectroscopia se tiene la ecuacion de aditividad (3.21) en donde se
muestra que la suma de absorbancia de cada especie o la suma de los coeficiente de la
multiplicada por el ancho de la celda y por la concentracion de cada especie, da como
resultado la absorbancia total de la mezcla.

El mismo caso se presenta en ECZ, en la cual la suma de las movilidades
electroforéticas efectivas de cada una de las especies eléctricamente cargada se obtiene la

movilidad de la mezcla (ecuacion (3.13)).

[L7] [HL] [HaL+]
W= fi-Wi- + furMa + fupraMayie = M- FHar -+ Hiprs z (4.20)
T T T

Donde: p es la movilidad de la mezcla, u.—= movilidad correspondiente a la especie
anionica, py = movilidad correspondiente a la especie eléctricamente neutra y py, 4=

movilidad correspondiente a la especie cationica.
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CALCULO DE DATOS Y ESTIMACION DE LOS VALORES DE pKa’s POR
ADVANCED CHEMISTRY DEVELOPMENT (ACD/pKa).

Se han desarrollado métodos para la determinacion de constantes de equilibrio
mediante calculos semiempiricos que parten de la simulacién de un comportamiento o
tendencia para una serie de compuestos, obtenida originalmente de informacién
experimental. En la actualidad se dispone comercialmente del programa ACD/pKa, el cual
realiza un analisis estadistico profundo, calculando predicciones precisas, basandose en la
modelizacion de los parametros quimicos y bioldgicos, fundamentandose en la prediccion
de las propiedades moleculares y la medicion del grado de disociacion del compuesto en
solucion. Cuenta con la informacion de 14000 estructuras y dos bases de datos de
referencia, 31000 valores de pKa experimentales, los cuales son de aproximadamente
16000 compuestos en soluciones acuosas y 2000 de compuestos en soluciones no acuosas.
Realizando el calculo en condiciones de 25 °C y fuerza idnica de cero en soluciones

acuosas para cada grupo.

Calcula los valores de pKa, comparando los segmentos, estructuras o grupos

semejantes para una molécula dada, con su base de datos. [Sierra, 2002]

DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION DE LOS LQM
ENTRE n-OCTANOL Y AGUA

El coeficiente de particion de un compuesto es la porcidon de concentracién de un
solvente en una fase organica y en una fase acuosa cuando el sistema esta en equilibrio y el
logaritmo del coeficiente de particion entre octanol y agua es a menudo usado como una
medida para la hidrofobicidad del compuesto. El valor del LogP es uno de los parametros
comunmente utilizados en fisicoquimica de farmacos, y sirve para tener una expectativa de
la bioactividad y absorcion del disefio de la molécula y el analisis de la relacion
cuantitativa de la estructura-actividad. Esto puede ser utilizado para predecir la
permeabilidad de la biomembrana, la transportacion y la bioacumulacién en el organismo

del compuesto quimico.

El coeficiente de particion experimental se calcula en funcion de la fraccion de

extraccion, la cual se obtiene mediante la siguiente expresion:
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[LQM]o
E =<0 4.21
LQMo ™ 11.qM]o iniciaL ( )

donde: E qmo= fraccion de extraccion, [LQM]o= Concentracion del compuesto LQM
después de la extraccion en la fase organica, [LQM]o, iniciac= Concentracion del

compuesto LQM antes de la extraccion ( fase organica).

Y el coeficiente de particién dependiente de la fraccion de extraccion

LogP = Log [l (ﬂ)] (4.22)

r 1_ELQMO

donde LogP es el logaritmo del coeficiente de particion, r es el cociente de las cantidades
de fase

MATERIAL Y EQUIPO

[ Agua desionizada Espectrofotometro  Perkin-Elmer Lambda

L n-octanol 900

[0 LQM324 Embudo de separacion
LQM330 Electrodo combinado de vidrio con
LQM331 referencias internas Ag/AgCls) conectado a un
LQM334 potenciémetro TACUSSEL, LPH430T.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1.- Curva de calibracion: se preparan cinco soluciones octanolicas de diferente
concentracion, para preparar una curva de calibracion espectrofotométrica a la longitud de
cualquiera de los maximos del espectro de absorcién de cada uno de los compuestos de
LQM.

2.- Extraccion liquido-liquido: Se presaturan los volumenes totales de octanol y agua
desionizada que se usarian durante todos los experimentos. Se mezclan 10 mL de una

solucion octandlica del LQM de concentracion intermedia de acuerdo a la curva de
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calibracion correspondiente, con 90 mL de agua desionizada, agitando vigorosamente para

equilibrar ambas fases. Las extracciones de cada compuesto se hacen por triplicado.

3.- Determinacion de LogP: Al separar la fase acuosa se leyd la absorbancia a la
longitud de onda del maximo de absorcion del compuesto LQM. La concentracion de
equilibrio del LQM en la fase octandlica se obtuvo por interpolacién en la curva de
calibracion. La concentracion del equilibrio del LQM en la fase acuosa se obtuvo por
diferencia de la cantidad de sustancia inicial del LQM en el sistema de extraccion menos la
cantidad de sustancia de dicho compuesto en la fase octandlica, dividiendo entre el

volumen de la fase acuosa.

CALCULO DE LOS VALORES DE pKa POR METODOS DE LA QUIMICA
COMPUTACIONAL

Los calculos de los valores de pKa de los LQM estudiados en este trabajo de tesis se
realizaron con el paquetes computacional Gaussian 03 [Frisch, 2004]. Donde primero se
modelaron los puntos estacionarios en la fase gas (al vacio), y los calculos de los efectos
del solvente se incluyeron a posteriori por un calculo de un punto simple, utilizando un
modelo del continuo polarizable (PCM), especificamente el formalismo de la ecuacion
integral (IEF-PCM), [Cances, 1997, Mennucci, 1997a, Mennucci, 1997b y Tomasi, 1997],
utilizando agua como disolvente (e= 78.39). En los célculos de PCM, la eleccion de la
cavidad del soluto es importante porque las energias y las propiedades calculadas dependen
fuertemente del tamafio de la cavidad. En el presente trabajo de tesis, la cavidad ha sido
construida sistematicamente por el modelo de atomos unidos de Hartree-Fock (UAHF),
[Barone, 1997]. El cual es el método recomendado para la prediccion de energias libres de

solvatacion, [Frisch,2001].

Las energias libres de Gibbs relativas en solucion, se calculan usando la ley de Hess
y ciclos termodinamicos, incluyendo especificamente las energias libre de Gibss de
Solvatacion (AGs).
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HAG — 9> ALy +  H

gas)

Toas ) dasg(a) (W)

HAy— A+ H

sol) sol)

Figura 4.12. Ciclo termodinamico para el calculo de los valores de pKa.

La energia libre de Gibbs de reaccion en solucion (AGsol), se puede obtener como la
suma de la energia libre de Gibbs de reaccion al vacio (AGgas) y la diferencia en las

energias libres de solvatacion (AAGs) ecuacion 4.23.
AGs1=DGyqs + AAG, (4.23)
donde: AAGs y AGgas, son calculadas como:
AAG; = AGG(A™) + AG,(H) — AG,(HA) (4.24)
AGgas = AGgas(A7) + AGyas(H*) — AGyqs(HA) (4.25)

En todos los casos el estado de referencia es 1 M. Para los ciclos que implican
protones, se han obtenido valores de los AGgas (H ") y AGs (H *) de datos experimentales.
Esta idea es basada sobre el enfoque de que los métodos computacionales reproducen
pobremente la energia libre de solvatacion del proton y que se ha utilizado con éxito por
diferentes autores.[Brown, 2006 y Llano,2002]

Se ha utilizado AGgas (H )= -6,28 kcal/ mol= -26,28 kJ/mol y AGs (H *)=-264,61
kcal /mol= -1107,13 kJ/mol. Este procedimiento ha sido previamente utilizado con gran
éxito en el calculo de los valores pKa. [Liptak, 2001, Liptak, 2002, Palascak, 2004,
Murlowska, 2005 y Brown, 2006].

Las energias libres de Gibbs acuosas para las reacciones de desprotonacion son a su

vez utilizados para calcular la constante de equilibrio (Ka), que esta dada por la ecuacion 4.
Ka = e_AGsol/RT (426)
Y usando la definicién de pKa.
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pK, = —log(K,) (4.27)

Diferentes niveles de la teoria han sido probados, dentro de este esquema, para
LQM331 (R=H). Los resultados se muestran en la Tabla 4.3.

Para elegir un nivel de la teoria en el calculé de AGs, AGgas se calculd la mayor
precision posible (CBS-QB3). Como se mostro en la Tabla 4.3, cuando las energias de
solvatacion se obtienen utilizando el funcional B3LYP en lugar del funcional HF surge un
error grande para el segundo pKa. Este es un hallazgo lI6gico ya que el método UAHF se
ha optimizado para HF/6-31G (d). [Barone, 1997]. Debido al tamafio de los sistemas
estudiados en este trabajo, una alternativa computacionalmente menos costosa fue probada
para calcular Aggas: B3LYP/6-311++G (d, p). A pesar de que el error en el primer pKa es
mayor que en el calculo de Aggas con CBS-QB3, el error en el segundo es menor, lo que

Ileva al menor error promedio entre todos los metodos probados.

Tabla 4.3. Desviacion de los valores de pKa calculados con base en los valores experimentales para el
sistema LQM331 y diferentes métodos de calculo.

AGgas AGgas pKa; (SE)* | pKay (SE)* | MUE"
CBS-QB3 PCM/HF/6-31+G(d,p) 10.28(1.39) | 11.57 (1.18) 1.29
CBS-QB3 PCM/HF/6-311++G(d,p) 10.19 (1.30) | 11.51 (1.12) 121
CBS-QB3 CPCM/HF/6-31+G(d,p) 10.38 (1.49) | 11.50 (1.11) 1.30
CBS-QB3 CPCM/HF/6-311++G(d,p) | 10.28 (1.39) | 11.44 (L.05) 1.22
CBS-QB3 CPCM/B3LYP/6-311++G(d,p) | 9.84 (0.95) | 14.91 (4.52) 2.74

B3LYP/6-311++G(d,p) | CPCM/HF/6-311++G(d,p) | 10.49 (1.60) | 10.54(0.15) 0.88

*Error con signo, SE por sus siglas en inglés + Error promedio sin signo, MUE SE por sus siglas en inglés

Con base en estos resultados los valores de pKa para todos los demas compuestos se

calcularon usando el ultimo enfoque, es decir, la geometria s y los célculos de frecuencia,
se realizaron en el el nivel de la teoria B3LYP/6-311++G (d, p), seguido de calculos
CPCM de punto simple con el nivel HF/6-311++G (d,p), seguido de célculos CTCP de un
solo punto en el plano HF/6-311++G (d, p) para obtener los valores de AGs.
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ESTIMACION DE VALORES DE LogP POR METODOS COMPUTACIONALES
QUE RELACIONAN PROPIEDADES FISICOQUIMICAS CON PARAMETROS
MOLECULARES

Una forma de estimar el coeficiente de particion es por medio de programas

computacionales, como los que se describen a continuacion.

ACD/LogP proporciona una estimacion del valor del coeficiente de particion
octanol-agua para una amplia gama de compuestos neutros normales, a 25°C. Los calculos
se proporcionan con intervalos de confianza del 95 %, por medio de la revision del factor
de bioconcentracion y el coeficiente de absorcion. El algoritmo que utiliza para calcular el
LogP de un compuesto es por la suma de sus fragmentos (Valores de LogP de fragmentos
individuales se obtienen experimentalmente y/o determinados estadisticamente) y por
medio de la regla de los 5 pardmetros.

Virtual Computational Chemistry Laboratory: Este programa proporciona la
prediccion interactiva de LogP de compuestos para el disefio de farmacos y estudios
ambientales de la quimica Mediante el programa ALOGPS 2.1, la estimacion de LogP
entre Octanol/agua se desarroll6 con una base de datos de 12,908 moléculas. Ademas de
los ALOGPS 2.1 LogP y logW también muestra los valores calculados con Pharma
Algoritmos LogP, los registros de Actelion LogP y el pKa, asi como los registros de LogP
Molinspiration, KOWWIN LogP, ALOGP (Viswanadhan et al, 1989), MLOGP
(Moriguchi et al, 1992) implementado en el software DragonX, XLOGP2 y programas
XLOGP3 y calculadora ChemAxon LogP.

Molinspiration cheminformatics: es una organizacion de investigacion
independiente centrada en el desarrollo y aplicacion de técnicas quimioinformatica
moderna, especialmente en relacion con Internet. Este software calcula lo que él llama
miLogP. El método para la prediccion de LogP Molinspiration (miLogP2.2 noviembre de
2005). se basa en contribuciones de los grupos. Estos han sido obtenidos mediante el ajuste
de LogP y LogP experimentales, los cuales forman una base de datos de mas de doce mil,
en su mayoria moléculas como farmacos. De esta manera se han obtenido, los valores de
hidrofobicidad para 35 pequefios fragmentos basicos, asi como los valores de 185

fragmentos de mayor tamafio, que caracteriza la contribucion de enlace de hidrogeno
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intramolecular a las interacciones LogP y carga. La metodologia de Molinspiration para el
calculo LogP es muy robusto y es capaz de procesar practicamente todas las moléculas

orgénicas y moléculas organometélicas.

El 50.5% de las moléculas LogP se predice con un error <0.25, el 80.2% con un error
<0.5 y el 96,5% con un error <1.0. Solo el 3,5% de las estructuras LogP se prevé con el
error> 1.0. Los parametros estadisticos que figuran por encima de rango, por ende
Molinspiration miLogP como uno de los mejores métodos disponibles para la prediccion
LogP.

SRC: Es una empresa cuya finalidad es la prediccion de perfiles quimicos, la
cual ha desarrollado muchas nuevas metodologias para satisfacer las necesidades actuales.
El programa KowWin realiza estimaciones del coeficiente de particion octanol-agua
(LogP) de productos quimicos usando la contribucion de fragmentos de a&tomos.
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CAPITULO V.- PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

PRUEBAS DE ESTABILIDAD

El estudio de estabilidad sobre los cuatro compuestos se llevaron a cabo por medio
de un analisis espectrofotométrico de sus soluciones acuosas (basica y acida) en funcion
del tiempo. Cabe sefialar que al compuesto no se le protegi6 de la luz, ni del aire, ni se

amortiguo el pH debido a posibles interacciones con el sistema de estudio.

En la figura 5.1 se muestra el comportamiento espectral del compuesto LQM324 a
distintos tiempos, tiene como objetivo obtener el intervalo de trabajo (ya que se mide tanto
los espectros de absorcién como el pH a la misma temperatura a diferentes tiempos), en el

cual se realizaran valoraciones acido-base, sin que se descomponga el compuesto tanto en
solucidon acida como baésica.

0.50 .
. SOLUCION  __gh
0.45 + " BAS| —24h
040 | - 8 ——36h
. ——48h
0354 |* - 0h
<[ a
< . F . 36h
O 4 . &
= SRk SOLUCION i o
41z ; J Y - 60h
@ 025 : ACIDA £
2 :
% 0.20 - \
o
<€ 0.15 A
0.10
0.05
0.00 ;
200 250 300 350 400 450 500
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 5.1: Espectro de absorcion del LQM324 a diferentes tiempos para: solucién acida 2.65x10"°M (Lineas continuas)
y solucion basica 2.21x10°M (marcadores).

En los espectros anteriores se observa poca variacion en la absorbancia en funcion
del tiempo. Para una mejor perspectiva se realizan los graficos mostrados a continuacién
en donde se seleccionan tres longitudes de onda y se gréfica su absorbancia en funcion del
tiempo, primeramente para la solucion &cida en la Figura 5.2 y posteriormente para la

solucion bésica (Figura 5.3), Estas pruebas se realizaron para todos los compuestos LQM.
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SOLUCIONES ACIDAS
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Figura 5.2. Absorbancia dependiente del tiempo de las soluciones acidas de los compuestos LQM: a)
LQM324 a 2.65x10°M, b) LQM330 a 4.52x10°M, c¢) LQM331a 1.9 x10°M yd) LQM334 a 8.45x10°M

Los compuestos LQM324 y LQM331, presentan una mayor estabilidad comparada
con LQM330 Y LQM334. Se observa que en el compuesto que contiene al grupo Br, se
precipita lentamente después de algunas horas.
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SOLUCIONES BASICAS
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Figura 5.3 Prueba de estabilidad de los compuestos LQM para las soluciones bésicas: a) LQM324 a 2.21x10°M, b)
LQM330 a 4.89x10°M, c)LQM331 a 1.03 x10°M y d) LQM334a 6.78x10°M.

Para realizar los experimentos se tomaron en cuanta los intervalos de tiempo en el

cual las soluciones son estables y en otros casos se utilizaron soluciones frescas

Las pocas variaciones de las absorbancias tanto en la solucion acida y bésica, se le

atribuyen a que el pH no se amortigud, mostrando que no tienen un cambio tan radical al

exponerlos a la luz y el aire.
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VALORACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS ACIDO-BASE

Una vez obtenidas las concentraciones de trabajo y el conocimiento de que las
soluciones tanto acidas como béasicas no se descomponen (al menos en el tiempo de
experimentacion), se realizan las valoraciones espectrofotometricas. Primero se llevan a
cabo utilizando como titulante la solucion basica, para incrementar con ello el pH y
después se parte de una solucion basica y se titula con la solucion acida.

A continuacion, en la Figura 5.4 se muestran los conjuntos de espectros mas
representativos de los cuatro compuestos LQM. Para el compuesto LQM324, se observa
que es el Unico que tiene respuesta en el intervalo del visible, debido a que existe una
resonancia entre los electrones del anillo del fenol y el grupo nitro, que proporciona el

color amarillo al compuesto.
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Figura 5.4: Espectros de absorcién de los compuestos LQM a) LQM324 a 2.44x10°°M, b) LQM330 a 4.61x10°M, c)
LQM331 a 4.78x10°M, d) LQM334 3.85x10°M
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En la Tabla 5.1, se presenta un resumen de los aspectos mas relevantes que se

observan en la figura 5.4.

Tabla 5.1: Resumen de comportamiento espectral de los LQM

Intervalo de | Absorbancia Comportamiento Puntos
LQM N -
pH Maéaxima Isosbésticos
LQM324 Aumento de pH
or 271 nm ] o 272 nm
N *Hipercromico en 392 nm
7Y 315 nm A 290 nm
K/S 2.079-11.311 *Hipocromico en 315 nm
MO, 392 nm . L 340 nm
*Hipocromico en 413 nm
413 nm ] o 388 nm
*Hipsocrémico hasta 390 nm
Aumento de pH
LQM330 *Hipercromico en 275 nm
] o 254 nm
on 247 nm *Hipercromico en 284 nm, en un
] 258 nm
O 2.079-11.097 274 nm intervalo de pH 6.0a 8.5
: ] o 272 nm
o 284 nm *Hipsocrémico hasta 274 nm
] 320 nm
en un intervalo de pH 8.4a11.0
*Hipocrémico en 247 nm
LQM331 Aumento de pH
o 238 nm ] o 279 nm
L 6.612-11.082 *Hipercrémico en 238 nmy 295 nm
\ "/\ 295 nm ) o 259 nm
& K/S *Hipocrémico en 277 nm
LQM334 227 nm Aumento de pH
] o 232 nm
e 245 nm *Hipercrémico en 227 nm y 288 nm
A~ ~| 5.752-11.124 ) o 256 nm
i 288 nm *Hipocromico en 245 nmy 305 nm
i L 292 nm
! 305 nm

Como puede observarse, existen puntos isosbésticos en la familia de espectros de
absorcion, lo que indica que al menos existe un equilibrio acido-base en cada uno de los
sistemas. Por lo tanto, en el intervalo de pH de los experimentos correspondientes a la
Figura 5.4 y a la Tabla 4.1, existe al menos un valor de pKa.

De estos datos se seleccionan las longitudes de onda mas representativas de los
espectros, (por ejemplo, en donde se presentan mayores valores de absorbancia) de cada

una de las familias de espectros de la Figura 5.4. Se espera el comportamiento de curvas de
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absorbancia como funcién del pH de tipo sigmoide para cada valor de pKa presente en el

sistema, evidencia de que existe un equilibrio acido-base.

Los cambios de absorbancia con respecto al pH, a partir de los resultados espectrales
obtenidos, para diferentes longitudes de onda se muestran en la Figura 5.5.
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Figura 5.5: Absorbancia vs pH a partir de los compuestos LQM a diferentes longitudes de onda: a) LQM324 a 2.44x107®
M, en 310 nm. b) LQM330 a4.53x10° M, en 275 nm, 246 nm y 284 nm. c) LQM331 a 9.689 x 10 M, 238 nm, 295
nm. d) LQM334 a 3.85x10° M, en 305 nm y 245 nm

En las curvas de la Figura 5.5 se hacen evidentes dos tendencias sigmoides para
cada uno de los compuestos (en unos casos es mas evidente que en otros), lo que indica la
presencia de dos equilibrios acido-base. Los marcadores de estrella en las imagenes,

representa los posibles valores de pKa, basados en la forma de las graficas.

METODO GRAFICO CON DATOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Se realiza el célculo de pKa por el método gréafico, obteniendo resultados como los
que se muestran en la Figura 5.6, la cual pertenece al LQM324.
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Figura 5.6: Método gréafico del compuesto LQM324. Absorbancia vs pH teorica (lineal) y experimental (marcadores),
para intervalos de pH: a)2 a 7 y b) pH de 7 a 10.7, con sus respectivas regresiones lineales c) y d)

De igual manera se obtienen los valores de pKa de los cuatro LQM mostrados en la

siguiente tabla:

Tabla 5.2: Valores de pKa. Calculados por el método gréafico.

COMPUESTO PENDIENTE ORDENADA AL ORIGEN
(pPKa)
0.993+0.056 5.500+0.043
LQM324 0.966+0.043 8.284+0.358
1.063+0.197 7.254+0.160
LQM330 0.998+0.052 0.685+0.254
1.0020.018 8.920+0.162
LQM331 1.003+0.056 10.393£0.064
0.978+0.418 6.541+0.335
LQM334 1.023+0.129 0.354+0.086
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Todas las pendientes son estadisticamente la unidad indicando que es un buen
ajuste entre los valores tedricos y experimentales, encontrando dos valores de pKa para

cada uno de los cuatro LQM en el intervalo de pH estudiado.

ESTIMACION DEL NUMERO DE ESPECIES QUE ABSORBEN LUZ

El método grafico muestra que existen tres especies que absorben luz, o que se
encuentran presentes en cada uno de los LQM,; es por ello que antes de utilizar el Programa
computacional SQUAD, se determina el niUmero de especies que existen, para lo cual se
utilizan TRIANG y SYBILA.

En la tabla 5.3 se presentan los resultados de TRIANG en los cuales, se propone un
error de las lecturas de absorbancia, teniendo como resultado el nimero de especies que
absorben luz, esto se basa a que a medida que se va incrementando el error, el nimero de
especies cambia y el nimero de especies que mas se repite, es el namero correcto de
especies presentes.

Tabla 5.3: Numero de especies presentes para cada uno de los LQM mediante el programa TRIANG de
acuerdo a los resultados experimentales.

AT LQM324 | LQM330 | LQMS331 | LQM334
0.001 5 5 2 5
0.002 5 5 3 4
0.003 5 5 3 3
0.004 4 4 3 3
0.005 3 4 3 3
0.006 3 3 3 3
0.007 3 3 3 3
0.008 3 3 3 3
0.009 3 3 3 2

Teniendo como resultado que el nimero de especies que mas se repite es tres, lo que

se puede proponer que la molécula tiene dos desprotonaciones esto se corrobora con el
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resultado de SIBYLA, en el cual en todos los LQM mostro tres especies presentes en el

sistema, con una desviacion estandar de 0.002.

Con base en este resultado y en el del método grafico, se utiliza SQUAD
proponiendo el modelo de uno y de dos equilibrios, en donde el refinamiento con dos
equilibrios tendria que ser el mejor, debido a que en el existen tres especies presentes en el

sistema, como los estudios anteriores han demostrado.

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ CON DATOS
ESPECTROFOTOMETRICOS Y SQUAD

Los datos experimentales se alimentan para el refinamiento de las constantes de
acidez. Asi se introdujeron 23 espectros de absorcion a diferentes valores de pH con
intervalos de longitud de onda de A=5 nm, indicandose el intervalo de pH estudiado para
cada uno de los compuestos LQM, Se tomaron los modelos de uno y de dos equilibrios
acido-base para que mediante criterios estadisticos se concluya cuantas constantes de
equilibrio global (Log B) existen para cada uno de los modelos en ese intervalo de pH con

sus respectivos parametros (Tabla 5.4).

SQUAD, calcula varios parametros estadisticos para que se tome la decision de
cudl de los dos sistemas es el més factible. Al observar la Tabla 5.4 observamos que la
desviacion total para cada constante en el sistema de dos equilibrios es menor en los
compuestos LQM, con excepcién al 330 y 334. Sin embargo en todos los casos la suma de
los cuadrados y la desviacién estandar total es menor. Esto, aunado a lo descrito con
TRIANG Y SIBYLA y a la estructura molecular de los compuestos.

Ahora en la Tabla 5.5 se muestran los valores de pKa, para los compuestos LQM,

por medio del método grafico y SQUAD , para poderlos comparar.
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Tabla 5.4: Constantes de formacion para los compuestos LQM determinadas para diferentes modelos
quimicos con el programa SQUAD. o4.«= desviacion estandar total sobre las constantes; U= Suma de los

cuadrados de las absorbancias calculadas.

LOM324
Modelo Intervalo de pH | Log pKa oTotal U
1 EQUILIBRIO 5.464 | 5.464+0.006 |6.38x107° | 3.82x10?
H,(LQM324)* < H(LQM324)
2 EQUILIBRIOS 8.412 | 8.412+0.001
2.079 2 10.665 : 4120
H,(LQM324)* & H(LQM324) 4.82x10° | 2.18x10%
13.862 | 5.450+0.001
H(LQM324) & (LQM324)~
LQM330
1 EQUILIBRIO 0.388 | 9.388+0.025 | 1.71x10? | 2.44x10™
2 EQUILIBRIOS 6.079-11.097 9.380 | 9.380+0.004
2.19x102 | 8.31x10°
16.820 | 7.437+0.008
LQM331
1 EQUILIBRIO 8.945 | 8.945+0.004 | 1.23x1072 | 9.6x107
2 EQUILIBRIOS 7.086-10.886 | 10.391 | 10.391+0.075
7.34x10°2 | 3.37x107
19.281 | 8.890+0.009
LQM334
1 EQUILIBRIO 0.283 | 9.283+0.015 | 9.04x10° | 7.02x10
2 EQUILIBRIOS 5.800-10.200 9.261 | 9.261+0.009
4.55x107° | 1.91x10?
16.099 | 6.421+0.032

Se observa que el modelo para dos equilibrios es el 6ptimo. La diferencia entre los

valores de pKa de ambos métodos, es menor al 2%, mientras que para el pKa de LQM330

es menor de 3.3 %, lo que significa que hay una buena aproximacién entre ambos métodos.
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Tabla 5.5. pKa de los compuestos LQM por medio del método grafico comparado con SQUAD con
espectrofotometria UV-Visible

NOMBRE METODO GRAFICO SQUAD

pKay pKa, pKay pKa,
LQM324 5.509+0.043 8.284+0.358 | 5.450+0.001 8.412+0.001
LQM330 7.254+0.160 9.685+0.254 | 7.437+0.008 9.380+0.004
LQM331 8.920+0.162 | 10.393+0.064 | 8.890+0.110 | 10.391+0.075
LQM334 6.541+0.335 9.354+0.086 | 6.421+0.0317 | 9.261+0.009

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ POR
ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA

Para corroborar los valores de pKa, también se obtuvieron mediante ECZ para

ambos métodos, el método grafico y por SQUAD

Se llevaron a cabo experimentos para calcular, las movilidades electroforéticas por
triplicado y con valores de pH no mayores a 0.2 unidades, obteniendo curvas sigmoides
(Figura 5.7), lo cual indica que al menos hay un equilibrio acido-base, esto para cada uno
de los compuestos LQM. Las movilidades electroforéticas efectivas se presenta en la
Figura 5.7, de cada uno de los compuestos LQM, en funcion del pH. Muestra La
informacion obtenida de este estudio indica que existen tres especies: anionica
(movilidades electroforéticas son negativas), catidénica (movilidades electroforéticas
positivas) y neutra (movilidades electroforéticas de cero), las cuales prevalecen en distintos
intervalos de pH. Por lo tanto se utilizan los métodos grafico y SQUAD para obtener los

valores de pKa.

Todos los compuestos muestran el comportamiento esperado; especies doblemente
protonadas, corresponden a un mono cation, mientras que la especie totalmente
desprotonada corresponde a un monoanién. No obstante es de destacar, que las especies
eléctricamente neutras (o sea las monoprotonadas) (HL) para los LQM324 y LQM334
alcanzan una fraccion méxima (fy) de 0.95 en un pH de 6.5 y 7.9, respectivamente. Por
otro lado los compuestos LQM330 y LQM331, solo alcanzan un valor maximo alrededor

de 0.82 en un pH de 8.5 y 9.6, respectivamente. En otras palabras las especies neutras
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predominan para los derivados nitro y bromo, pero las especies que predominan en los

derivados ciano e hidrégeno son las especies catidnicas.
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Figura 5,7: Curvas de la movilidad electroforética efectiva en funcién del pH, obtenidas a 37 °C y fuerza
i6nica 0.05 M, los marcadores representan el comportamiento experimental, mientras que la curva solida
representa el ajuste tedrico mediante el programa SQUAD. En la parte de arriba de cada figura se muestra el
correspondiente diagrama de zona de predominio de las especies, el cual es representa a los compuestos
A)LQM334, B)LQM324, C)LQM331y D)LQM330

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ CON EL
PROGRAMA COMPUTACIONAL SQUAD

A pesar de que el programa computacional SQUAD fue  disefiado
primordialmente para determinar los valores de constantes de acidez usando datos de
absorbancia para equilibrios en solucién en funcion del pH [Leggett, 1985], se ha
demostrado que es una excelente herramienta para determinar dichas constantes con datos
de movilidad en funcion del pH [Rodriguez, 2009], debido a que el tiempo de migracién

depende tanto de la carga, peso y del pH del medio.
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Los datos obtenidos por ECZ a diferentes valores de pH, se alimentan a SQUAD
para el refinamiento de las constantes de acidez. Formando dos grupos de datos: 1.-Desde
la especie catidnica hasta la neutra y 2.- De la especie neutra hasta la aniénica. Ambos
constan de 24 valores de movilidad en funcion del pH, los cuales se consider6 que poseen
mayor informacion relevante sobre las movilidades de las especies presentes en el sistema
(Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Resultados obtenidos a partir de SQUAD, basandose en datos experimentales de movilidad en
funcion del pH. * Movilidad electroforética de la especie cationica (H,L*), “ Movilidades electroforéticas de
la especie anidnica (L"). Ddnde: o= desviacion estandar total sobre las constantes; U= Suma de los
cuadrados de las absorbancias calculadas.

Intervalo de Movilidad
PH electroforética
pKaiGconst U O datos efectiva (“)*103
(m*V's?
LoMaz4 | 4072 | 5.296:0.018 2.838X107 | 3.128X107 | 1.367+0.015

74-12.0 | 8.329+0.129 | 2.189X10° | 6.975X10% | -1.250+0.115°

LOM330 5.05-8.125 | 7530+0.002 | 2.347X10% | 1.0772X102 | 1.750+0.001"
8.563-11.0 | 9529+0.019 | 3.3650X10° | 2.4533X10° | -1.737+0.006"

LOM331 7.000-102 | g597+0.006 | 5.651X10* | 3.625X10° | 0.831+0.014"
102-12.6 | 10516+0.003 | 4.229X10" | 4.288X10° | -1.203+0.002°

LOM334 4.789-8.201 | 6195+0.009 | 4.277X10% | 3.154X107% | 2.305+0.014
8.201-11.633 | 9592+0.001 | 2.786X10°* | 2.998X10° | -1.919+0.115"

Movilidad electroforética, correspondiente a la especie catidnica’, * especie aniénica

Debe tomarse en cuenta que los compuestos son monocatiénicos y que las
movilidades ionicas efectiva positivas representan la especie predominantemente cationica
(HoL") la cual representa la especie acida, mientras que en las movilidades i6nicas
efectivas negativas (L"), la especie predominante es la especie &cida que se presenta en
forma anidnica. La movilidad idnica efectiva es cero cuando la molécula se encuentra
neutra (HL). Para pH menores que pKa; la especie que predomina es la cationica, mientras
que para pH cuyos valores se encuentran entre los dos pKa’s se encuentra de forma neutra
y cuando la especie predominante es la anionica el pH es mayor que el pKa,. Cuando tengo
valores de movilidades idnicas efectivas (MIE) positivas se tiene un cation, por lo tanto

los cuatro LQM se presentan especies anionica, cationicas y neutras
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DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ MEDIANTE EL
METODO GRAFICO. POR ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA

Tomando los mismos intervalos de pH que se utilizaron para SQUAD se el método

gréafico se calculan los valores de pKa, para cada uno de los compuestos. (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Método gréafico del compuesto LQM324. Movilidad electroforética efectiva vs pH; tedrica (lineal) y
experimental (marcadores), para intervalos de pH: a) 4.0 a7.2'y c) pH de 7.4 a 12, con sus respectivas regresiones

lineales b) y d)

Todas las R? de las ecuaciones regresiones lineales son aproximadamente uno, lo que

significa que es buen ajuste a una linea recta y por lo tanto el valor de pKa es una buena

aproximacion. (Tabla 5.7). También se muestra una comparacion entre los resultados

obtenidos por el método grafico y por SQUAD
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Tabla 5.7. pKa calculados por el método grafico, cuando se utilizan movilidades electroforéticas

efectivas.

ORDENADA AL ORIGEN
COMPUESTO PENDIENTE
(PKa)
LQM324 0.988+0.037 5.426+0.016
0.990+0.009 8.179+0.129
0.987 +0.068 7.572+0.071
LQM330
0.994 +0.076 9.683+0.075
0.988+0.037 8.568+0.016
LQM331
0.990+0.009 10.480+0.016
1.092 +0.082 6.100+0.081
LQM334
1.053 +0.131 9.543+0.125

Tabla 5.8. pKa de los compuestos LQM por medio del método grafico comparado con SQUAD con
Electroforesis capilar de zona

NOMBRE METODO GRAFICO SQUAD

pKay pKa, pKa; pKa,
LQM324 5.426+0.016 8.179+0.129 | 5.296+0.018 8.329+0.129
LLQM330 7.572+0.071 9.683+0.075 | 7.530+0.002 9.529+0.019
LQM331 8.568+0.016 | 10.480+0.016 | 8.597+0.006 | 10.516+0.003
LLQM334 6.106+0.081 9.543+0.125 | 6.195+0.009 9.592+0.001

COMPARACION DE CONSTANTES DE ACIDEZ DE LOS VALORES DE
CONSTANTES DE ACIDEZ DETERMINADOS EXPERIMENTALMENTE Y LOS
ESTIMADOS POR EL PROGRAMA ACD/pKA

Se realizaron las estimaciones de pKa’s por ACD/pKa (Tabla 5.9). Este software es

una herramienta muy Util debido a que calcula el pKa comparando los segmentos,

estructuras o grupos semejantes para una molécula dada con su base de datos. Al igual de

los métodos anterioreslos resultados muestran que la molécula se desprotona en dos

ocasiones, teniendo con ello dos valores de pKa.
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Tabla 5.9, valores de los pKa calculados mediante ACD/pKa a 25 °C y fuerza ionica de cero

NOMBRE ACD/pKa

pKa; pKa,
LQM324 5.4+0.6 7.5£0.5
LQM330 6.0+0.6 8.1+0.4
LQM331 8.5+0.4 11.6+0.4
LQM334 6.1+0.6 9.5+0.4

Comparando los valores de pKa mediante las dos técnicas experimentales (método

grafico y SQUAD), se presenta en la Tabla 5.10.

Es conveniente sefialar que probablemente los valores experimentales de pKa,
obtenidos espectrofotométricamente, podrian ser mas precisos que los determinados por
ECZ debido a que la imposicion de la fuerza ionica seria mejor (con NaCl en el primer
caso y buffer de fosfatos en la segunda). De hecho, las diferencias observadas en los
valores de pKa es de hasta 0.33 entre los dos métodos, lo que podria atribuirse

principalmente a la diferentes valores de fuerza ionica impuestas en ambos casos.

En cuanto a ACD/pKa, que puede usarse para calcular pKa’'s cuyos valores estan
bastante cercanos con los datos experimentales, sin embargo en algunos casos difieren por
casi 1.6 unidades, el programa en algunos sistemas es confiable, estas diferencias se le
atribuyen a que ACD estima los pKa a condiciones diferentes a las experimentales (fuerza

ionica de cero y temperatura de 25 °C), esto se puede observar mejor en la Figura 5.9.

La comparacion de los valores de pKa mediante las dos técnicas experimentales vy
por el método grafico y SQUAD se presentan en la Tabla 5.10.

Es conveniente sefialar que probablemente los valores experimentales de pKa,
obtenidos espectrofotométricamente, podrian ser mas precisos que los determinados por
ECZ debido a que la imposicion de la fuerza iénica seria mejor (con NaCl en el primer
caso y buffer de fosfatos en la segunda). De hecho, las diferencias observadas en los
valores de pKa es de hasta 0.33 entre los dos métodos, lo que podria atribuirse

principalmente a la diferentes valores de fuerza ionica impuestas en ambos casos.
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Tabla 5.10. Resumen de los valores de pKa, calculados por UV-Visible y ECZ, ACD/pKa, mediante
SQUAD Y el método grafico

COMPUESTO | TECNICA | METODO pKay pKa,
GRAFICO | 5.509+0.043 | 8.284+0.358
UV-Visible
SQUAD | 5.450+0.001 | 8.412+0.001
LQM324 GRAFICO | 5.426+0.016 | 8.179+0.129
ECZ
SQUAD | 5.296+0.018 | 8.329 +0.129
ACD/pKa | CLASSIC 5.4+0.6 7.5+0.6
GRAFICO | 7.254+0.160 | 9.685+0.254
UV-Visible
SQUAD | 7.437+0.008 | 9.380+0.004
LQM330 GRAFICO | 7.572+0.071 9.683+0.075
ECZ
SQUAD | 7.530+0.002 9.529+0.006
ACD/pKa | CLASSIC 6.0+0.6 8.1+0.4
GRAFICO | 8.920+0.162 | 10.393+0.064
UV-Visible
SQUAD 8.890+0.110 | 10.391+0.075
LQM331 GRAFICO | 8.568+0.016 10.48+0.016
ECZ
SQUAD | 8.597 +0.006 | 10.516 + 0.003
ACD/pKa | CLASSIC 8.5+0.4 11.6+0.4
GRAFICO | 6.541+0.335 | 9.354+0.086
UV-Visible
SQUAD | 6.421+0.032 9.261+0.009
LQM334 GRAFICO | 6.100+0.081 9.543+0.125
ECZ
SQUAD | 6.195+0.009 | 9.592 +0.001
ACD/pKa | CLASSIC 6.1+0.6 9.5+0.4
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DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE PARTICION DE LOS
LQM ENTRE n-OCTANOL Y AGUA

En la Tabla 5.11 se muestran las ecuaciones de las regresiones lineales de las curvas

de calibracion (Absorbancia vs [LQM]o), mostrando las longitudes de onda en donde se

encuentran los mayores valores de absorbancia en los espectros de absorcion, mostrando

que estadisticamente se representa perfectamente como una linea recta debido al dato

estadistico de R?.

Tabla 5.11: Ecuaciones obtenidas por regresion lineal, de las curvas de calibracion, donde [LQM]o
esta dada en mg/dm? y representa las concentraciones del correspondiente LQM en la fase octandlica.
También se presentan los valores de LogP obtenidos para cada compuesto entre n-octanol y agua.

Compuesto | A /nm Ecuacion de regresion lineal LogP
55.49+1.34X10°[LQM324]o+(-0.018+0.024)
LQOM324 315 ) 1.591 £ 0016
con R"=0.9989
76.85+4.25X10°[LQM330]o+(-0.015+0.045)
LQM330 354 ) 1.631 +0.009
con R°=0.9963
12.95+0.1X10~°[LQM331]o+(-0.0068+0.0061)
LQOM331 275 ) 1.743 £ 0.038
con R°=0.9999
0.72+0.05X10°[LQM334]o+(0.007+0.0011)
LQM334 287 2.126 £0.017

con R?=0.9917

La curva de calibracion se utilizo para obtener la concentracion del correspondiente

LQM en la fase orgénica por medio de interpolacion la absorbancia medida.
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Figura 5.10: Muestra los espectros de absorcion del compuesto LQM334 antes y después de la
extraccion, esto presentado en la fase organica.

Las ecuaciones de la regresion lineal de las curvas de calibracion de todos los
compuestos LQM estudiados en el presente trabajo se presentan en la Tabla 5.11.

Una vez obtenida la curva de calibracidn, se realizaron las extracciones liquido-
liquido, tomando los espectros de ambas fases, que se muestran en la Figura 5.10,
observando que después de la extraccion, la mayoria del compuesto se encuentra en la fase
organica, lo que significa que el compuesto LQM334 es mas afin a la fase organica (n-

octanol), como se muestra en la Figura 5.11.
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0 T T T T T u —
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Figura 5.11: Muestra el espectro de absorcidn del compuesto LQM334 en la fase acuosa después de la
extraccién. Debe observarse que la forma del espectro obtenido en agua es muy similar a la del compuesto

disuelto en n-octanol.
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Los valores de LogP fueron obtenidos aplicando la ecuacion 4.22 para las
condiciones experimentales descritas en el Capitulo IV de este trabajo de tesis. Dichos
valores se muestran también en la tabla 5.11. Los compuestos LQM cumplen con la regla
de Lipinski, relacionada con el valor del coeficiente de particion (O<LogP<3) y son buenos

candidatos para actuar como principios activos en farmacos orales en el organismo.

COMPARACION DE LOS COEFICIENTE DE PARTICION DE LOS LQM
ENTRE n-OCTANOL Y AGUA OBTENIDOS EXPERIMENTALMENTE Y
ESTIMADOS CON PROGRAMAS COMERCIALES

La comparacion de los valores de LogP de los compuestos LQM estudiados en este
trabajo obtenidos experimentalente y los estimados con diferentes programas comerciales
se muestra en la Tabla 5.12 y en la Figura 5.12. Como se puede ver hay una gran diferencia
entre los valores de los diferentes programas. Puede observarse que los programas
ACDLogP y ALOGPS 2.1, fallan por més de 0.15 unidades de LogP en dos de los cuatro
LQM estudiados, mientras que el programa SRC lo hace en tres de los cuatro casos. El
programa miLogP falla por mas de 0.15 LogP unidades en todos los LQM estudiados. En
otras palabras, los diferentes métodos predictivos rinden resultados significativamente
diferentes para el mismo compuesto. Por otro lado, parece que el compuesto LQM con
sustituyente bromo es el que origina mayor solubilidad y afinidad a la fase de n-octanol,
como ocurre con los compuestos antihipertensivos con sustituyentes cloruro (por ejemplo,
losartan y felodipino), dando valores mayores de LogP que el de los otros sustituyentes.

Tabla 5.12: Representa los valores de LogP tanto experimentales como teoricos, por los diferentes
programas mencionados con anterioridad [6].

COMPUESTOS | EXPERIMENTAL TEORICOS
ACD/LogP | ALogPS2.1 | miLogP | KowWin SRC
LQM324 1.591 + 0016 1.53 1.77 2.00 2.13
LQM330 1.631 + 0.009 1.56 1.67 1.80 1.83
LQM331 1.743 £ 0.038 1.45 1.78 1.07 1.73
LQM334 2.126 £ 0.017 2.45 2.58 2.85 2.62
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Figura 5.12: Datos de LogP entre n-octanol y agua obtenidos experimentalmente y estimados con

programas comerciales
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CAPITULO VI. VALORES DE pKa CALCULADOS CON METODOS
DE LA QUIMICA COMPUTACIONAL Y COMPARACION CON LOS
VALORES EXPERIMENTALES

CALCULO DE LOS VALORES DE pKa POR MEDIO DEL PROGRAMA
GAUSSIAN 03

Una vez que Yya se tienen cuantos y cudles son los valores de pKa de los compuestos
estudiados, es necesario conocer el orden de desprotonacion y en que parte de la molécula
se van a llevar a cabo dichas desprotonaciones. La manera experimental para hacerlo
podria ser con resonancia magnética nuclear, pero debido a la pequefia cantidad de los
LQM se realiz6 mediante calculos tedricos de la Quimica Computacional.

El estudio tedrico de los mecanismos de desprotonacion.

Las superficies de densidad LUMO (orbital ocupado de mayor energia, por sus siglas
en inglés) obtenidos para las especies H,L" se muestran en la Figura 6.1. De acuerdo con
este criterio, el sitio con méas alto caracter acido, depende del sustituyente en la posicién
para del fenol. Para las especies con sustituyentes nitro y ciano, el OH fenolico muestra
mayor contribucion a la densidad del LUMO que los sitios amino, es decir, se espera que
el H fendlico sea el maés acido y por lo tanto es el que se desprotona primero y el que
provoca el primer pKa.

En los sustituyentes para H y Br, los grupos amino contribuyen a las densidades
LUMO en una mayor proporcion que el OH fendlico, es decir, se espera que los sitios mas
acidos sean aquellos en el grupo tiomorfolinico. Sin embargo, esto es sé6lo un criterio
cualitativo, y se necesita un estudio mas detallado sobre la base de energias libres de Gibbs
para establecer, con un mayor grado de certeza, el mecanismo de desprotonacion.

Las energias libres de Gibbs para todos los posibles procesos de desprotonacion se
han calculado a 298.15 K. La Tabla 6.1 muestra los valores AGsol, correspondientes a las
diferentes vias consideradas para la primera desprotonacion. Estos valores de energia
concuerdan con las predicciones basadas en la distribucion de la densidad LUMO.
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Para las especies con grupos NO, y CN en los sitios para de los fenoles, el proceso
mas viable es la que implica el OH en el grupo fenol, es decir, el primer pKa debe estar
asociado con la acidez de este sitio. Para todos los otros sustituyentes, las vias de

participacién de grupos amino conducen a procesos mas favorables, es decir, menos

endergoénicos.

Figura 6.1: Superficies de densidad LUMO calculado con valor de isodensidad de 0.02 ua.

Tabla 6.1: Energias libres de Gibbs de reaccién (kcal/mol) para todas las desprotonaciones por todas las vias
posibles presentadas a 298.15K

_ Sitios acidos
Sistema
-OH -NH"
R=H 87.32 59.87
R=Br 84.52 41.30
R=CN 50.33 51.46
R=NO; 39.71 51.38

Una vez identificado el camino mas viable para la primera desprotonacion de los
sistemas H,L", las rutas de desprotonacion son completamente especificas considerando
que solo hay dos procesos de desprotonacion. En consecuencia, la ruta A se propone como
la més viable si R=CN o0 NO, y la ruta B si R=Br o H. (\Ver Esquema 6.1)
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RUTA A

OH 0o 0
NT%S PKAl r@%s pKaz N%s
H H
R R R
H,L* HL L
R=CN, NO,
OH OH RUTA B 0
<>/\ﬁ/\\/8 PKa1 N%S pKas @/\N%S
H
R R R
H,L* HL L
R=H, Br

Esquema 6.1: Desprotonacion encontrada segun los diferentes sustituyentes estudiados.

Los valores de pKa calculados con ayuda de la Quimica Computacional se reportan

en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2: Valores de pKa calculados de acuerdo al esquema de desprotonacién

Sistema pKal pKa2
R=H 10.49 10.54
R=Br 7.24 10.05
R=CN 8.82 9.40

R=NO, 6.96 8.60
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COMPARACION DE LOS VALORES DE pKa CALCULADOS CON LOS
OBTENIDOS EXPERIMENTALMENTE

Los valores calculados (Tabla 6.2) reproducen las tendencias experimentales
observadas por medio de los datos espectrofotométricos y los determinados por ECZ
(Tabla 5.10), con un error sistematico de aproximadamente 1 unidad para los valores de
pKaz, (y mejor aun para los valores de pKay) que tambien estan en linea con la intuicion
quimica. Por ejemplo, la presencia del grupo nitro en el posicion para del fenol aumenta
significativamente la acidez protén fendlico, que se explica por el alto caracter electron
atractor de este sustituyente. Por otra parte, los valores de pKa disminuyen cuando este
sustituyente esta presente, lo que sugiere que también influye en la acidez de los protones
en los a&tomos de N del grupo tiomorfolinico a pesar de la presencia de un metileno el cual

es el grupo entre la tiomorfolina y el anillo fendlico. (Figura 6.2.)

Las desviaciones de los valores de pKa calculados a partir de los datos
experimentales con las técnicas espectrofotometricas y electroforesis capilar de zona, se
reportan en la Tabla 6.3 (sin tener en cuenta el valor de pKal del compuesto LQM331), en
términos de errores promedio con signo (MSE, por sus siglas en inglés), errores promedio
sin signo (MUE), y los errores de la raiz media cuadratica (RMSE). Dado que la exactitud
del célculo por Quimica Computacional con Gaussian 03, generalmente se acepta como de
1 kcal/mol= 4.184 kJ/mol, para los més altos niveles de la teoria, esto implicaria un error
de aproximadamente 0.73 unidades de pKa, en T= 298.15 K. Es por ello que se puede
afirmar que los presentes calculos reproducen los valores experimentales dentro del error

esperado.

Tabla 6.3: Errores promedio con signo (MSE), errores promedio sin signo (MUE) y los errores de raiz media
cuadratica (RMSE) para los valores de pKa calculados con respecto a a los estimados con las técnicas
espectrofotométrica y de electroforesis capilar de zona.

) . Electroforesis Capilar de
Espectroscopia UV-Visible
Zona
MSE 0.607 0.578
MUE 0.607 0.610
RMSE 0.676 0.721
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Figura 6.2: Comparacién de los valores de pKa experimentales con los calculados por Gaussian 03, para
todos los compuestos tiomorfolinicos estudiados en este trabajo de tesis.
a) Valores de pKal. b) Valores de pKa2.
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En resumen, a partir de los calculos tedricos, puede ser propuesto que la naturaleza
del sustituyente para- en el grupo fenol influye no solo a la acidez de los diferentes
protones (fendlico y tiomorfolinico) en H,L", sino también la ruta de los procesos de
desprotonacién sucesivos.
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Figura 6.3: Coeficientes de absortividad de los compuetos LQM refinados por el programa coputacional
SQUAD, mediante la técnica de UV-Visible, a T=37 °C y 1=0.15M. a)LQM324, b)LQM330, c)LQM331y
d)LQM334

Por ltimo, la naturaleza del caracter zwitterionico de las especies neutras también
podrian estar relacionadas con las diferencias en la magnitud de los coeficientes de la
absorbortividad molar de LQM331 y LQM334, que son muy similares, y las especies
neutras molecularmente son no zwitteidnicas en ambos casos. Las diferencias son mayores
con el conjunto de absortividades molares de las especies de LQM330 y LQM324, donde

las especies neutras parecen ser zwitterionicas. (Figura 6.3.)
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Estos podrian ser atribuidos a la capacidad electroatractora del sustituyente en la
posicion para- con respecto al grupo fenol, la cual es mayor para -NO, que para -CN que
para-Br. Hay un corrimiento batocrémico para las longitudes de onda de absorcion
maxima para LQM324, como se esperaba. Sin embargo, las diferencias en magnitud de los
coeficientes de absortividad molar son dificiles de explicar porque ellos también estan
relacionadas con las diferencias de energia de los orbitales moleculares implicados en la

transicion electronica, en cada caso (las cuales podrian ser diferentes).

Aunado a lo anterior, los fenoles y los alcoholes experimentan reacciones semejantes
que comprenden la ruptura del enlace oxigeno-hidrogeno del grupo —OH. Mientras que la
mayoria de los alcoholes alifaticos son acidos bastantes débiles, los fenoles son mas

acidos. De hecho, una solucién acuosa del fenol es &cida al papel tornasol

e wa bl
RO—H &= RO: + H? K.=10""%a10"
lon alcoxido
77 Th;\ » , f,__:\ )
\Y | e i .\'” | ..' - > ) | i

(\k__,_} =, = \'}C )0 +H K,=128x 10

..... 2 A

lon
fendxido

Dos factores pueden ser los causantes de la creciente acidez de los fenoles respecto a
los alcoholes. EI primero es la relativa estabilidad de los aniones, las bases conjugadas que
se forman en la ionizacion, Pero quiza la razobn mas importante es el efecto de la

solvatacion

La acidez de los alcoholes respecto al agua se atribuye a la donacion electrénica por
los grupos sustituyentes alquilo, que desestabilizan el anion alcdxido formado en la
reaccion. Ampliando estd consideracion, examine el efecto electronico del anién fenoxido

CesHsO™ que se forma al disociarse el fenol. Se pueden dibujar varias estructuras de
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resonancia para el ion fendxido, las cuales muestran la forma como se distribuye la carga

negativa en los atomos de carbono del anillo:

Estructuras H
de Kekulé

Mejor representado por el hibrido de resonancia

lon
fenoxido

En contraste con los iones alcoxido e hidroxido en los que se concentra la carga
negativa en el oxigeno, el i6n fendxido presenta la carga negativa distribuida en un area
mucho mayor de la molécula; dicha estabilizacion de resonancia da lugar a una mayor
estabilidad del fendxido y, por ello, constituye la base mas débil de las tres.

Las correlaciones estructura-acidez para una serie de fenoles sustituidos concuerda

con las ideas presentadas antes con respecto a la acidez del fenol.

Los sustituyentes de anillo que eliminan electrones estabilizan la carga negativa

situada en el anillo después de que ocurre la disociacion.

Los sustituyentes que ceden electrones al anillo reducen la acidez debido a que el ion

fendxido sustituido resultante es menos estable.

Lo siguiente ilustra este efecto relativo, comparado con el fenol como referencia:
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como R—, Ar—, RO— ] @
Estabilidad o como —X,—NO,,—NR,
G hace que el anidn sea menos estable inestabilidad G hace que ¢l anion sea mds estable
debido a la dondcion de electrones no especial debido a la afinidad de G para
al anilfo negativo los electrones

Por ejemplo, las constantes de disociacion para la serie de fenoles para-sustituidos,
p-G-CeHs-OH, muestran que el p-cresol (G=CHs) es menos &cido Ka= 0.67x107,
(pKa=10.173) que el fenol Ka= 1.28x10™*° (pKa=9.892) lo cual es razonable pues el metilo
dona electrones por el efecto inductivo. Por otra parte, el p-clorofenol, p-bromofenol, p-
yodofenol tienen valores Ka= 6.5x10™ (pKa=9.187), Ka= 5.6x10™"° (pKa=9.250) y
Ka=6.3x10"° (pKa=9.200), respectivamente, y son mas &cidos que el fenol, debido al
efecto sustractor de electrones de los haldgenos. El p-nitrofenol es un &cido maés fuerte adn,

Ka= 6.8x10™"°, (pKa= 7 .167) dado el fuerte efecto electro-a tractor del grupo -NO-

OH OH
CH,
ka=0.67 x 10 (-10) ka=1.28 x 10 (-10)
pka=10. 173 pka = 9. 892
p cresol fenol
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OH
OH OH OH
Br |
Cl
ka=6.5x10(-10) ka=5.6x10(-10) ka=6.3x 10 (-10) ka=1.28 x 10 (-10)

pka=9. 187 pka =9 . 250 pka=9. 200 pka = 9. 892

p clorofenol p bromofenol p yodofenol fenol

En el caso de ciertos sustituyentes como el grupo nitro, se presenta la estabilizacion

por resonancia del anién por el efecto inductivo electroatractor atribuido al grupo nitro.

Por ejemplo, las estructuras de resonancia para el ion p-nitrofendxido (sin considerar

las estructuras de Kekulé) son:

-'?I)'. '00 .' ..O.. 1
: H

] = - H:_:\l J.K

o — m ) I — . ) ”

C ~

NO, . s’ N S NO,
‘o] So

(1) (2) (3)

Especiaimente estable
debido a cargas diferentes
adyacentes entre si

{4}
Estructura de resonancia estabilizada,
carga negativa deslocalizada sobre un area
mayor de la molécula
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Las estructuras de resonancia 1 y 3 presentan una estabilidad semejante, ya que en
cada una de ellas la carga negativa se encuentra en el carbono que posee un hidrégeno. La
estructura 2 es especialmente estable debido a las cargas negativas y positiva adyacentes en
el nitrégeno y en el carbono, respectivamente; puede dibujarse una estructura de
resonancia adicional 4 para mostrar como puede deslocalizarse esa carga negativa en un
area mayor de la molécula. Esta estabilizacion de resonancia adicional explica la acidez
excepcional del p-nitrofenol respecto al fenol. La unidn de los grupos nitro; orto y para al
grupo-OH en el anillo aumenta hasta el maximo la acidez por razones analogas a las que
explican por que los haluros de arilo orto- y para-nitrosustituidos son mas reactivos en la

sustitucién nucleofilica aromatica.

También observamos que los valores de las movilidades tienen el siguiente orden:
LQM330>LQM324>LQM331>LQM334, notoriamente LQM330 es el que tiene menor
tiempo de migracion debido a que tiene en la posicion para el Hidrogeno y es el mas

pequefio.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

Todos los LQM, presentaron una estabilidad aceptable en el tiempo de trabajo,

Se obtuvieron dos valores de pKa para los cuatro compuestos antihipertensivos
estudiados, de acuerdo a lo esperado. Se determinaron por espectrofotometria UV-Visa T=
37 °Cy 1=0.15 M y CZE en T= 37 °C y fuerza ionica variable, por un método grafico y el
programa computacional SQUAD, observando que para la mayoria de los casos SQUAD
tiene un mejor tratamiento, ya que mientras éste toma valores de absorbancia a diferentes
longitudes de onda, el método grafico solamente se realiza para una longitud de onda cada

VEZ.

Los valores determinados de pKa, utilizando el programa SQUAD, por UV-Vis y
ECZ, difieren a lo mas en un 3.33%; lo que puede atribuirse a que se trabajd a diferentes

valores de fuerza ionica.

En cuanto a los datos estimados los calculos con quimica computacional (Gaussian
03), se observd que el valor de pKa; da un error mayor comparado con los datos
experimentales, mientras que para el pKa, tiene un error mas pequefio, posiblemente a la

forma de calibracidon de los calculos por Gaussian 03.

Con los valores de pKa estimados por ACD/pKa, son muy cercanos a los valores
experimentales, teniendo mayor error en el calculo comparado con la parte experimental en

el pKa

Los esquemas de desprotonacion se determinan mediante calculos tedricos. Se
encontré que los compuestos estudiados dan lugar a dos diferentes esquemas: si el
sustituyente en la posicién para- al fenol es electroatractor se desprotona primero el grupo
feno, pero si dicho sustituyente es electrodonador se desprotona primero el grupo
tiomorfolinico. Posiblemente esto se debe a que los grupos electroatractores estabilizan al
anfolito como zwitterion, en tanto que los electrodonadores no lo hacen (estabilizan al
anfolito molecular neutro). Esto confirma lo observado para LQM simialres con grupos

piperidinicos (en lugar de los tiomorfolinicos).
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Se determinaron experimentalmente los coeficientes de particion de los cuatro
compuestos estudiados en este trabajo y se observd que el valor de LogP aumenta
conforme el caracter electrodonador del sustituyente en la posicion para- al fenol aumenta,

lo que coincide con los célculos efecutados.

Los resultados teoricos permiten proponer que la especie neutra del derivado Br,
podria conferirle una menor solubilidad en el agua y una mayor afinidad a las membranas

lipidicas.

Los valores determinados de pKa y LogP para los cuatro compuestos estudiados

cumplen con las reglas de Lipinski.

Estos resultados experimentales permiten esperar un mejor comportamiento

fisiologico en el orden:

LQM334 (Br-) > LQM331 (H-) > LQM330 (CN-) > LQM324 (NO,-)
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CAPITULO VIII. PERSPECTIVAS

Determinar la interaccion de los cuatro compuestos tiomorfolinicos con diferentes

iones metalicos (Hierro, Zinc y Cobre), los cuales puedan formar complejos.

Realizar estudios de Resonancia Magnética Nuclear para poder asignar con certeza

cuales con los protones que intervienen en las reacciones acido-base.

Hacer correccion de fuerza idnica, para reducir la diferencia de las constantes de

acidez entre ambas técnicas.
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