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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se realiz6 el estudio de la solubilidad de la
sal Naproxeno-Cobre (NAP-Cu), compuesto que fue obtenido mediante sintesis
quimica a partir de Acetato de Cobre (Cu®**) y Naproxeno (NAP), que es un
farmaco antiinflamatorio no esferoidal. Ademas se realiz6 la purificacion de esta
sal, empleando agua destilada y utilizando filtracion al vacio.

Teniendo en cuenta como referencia los estudios de solubilidad del NAP que se
reportan en la literatura cientifica, se evalué como la solubilidad de este principio
activo puede cambiar mediante la formacion del compuesto NAP-Cu. La
determinacion de esta propiedad fisicoquimica se llevo a cabo en medio acuoso a
condiciones especificas de pH (1.2, pH fisiolégico del estdbmago), temperatura
(25.0, 30.0, 35.0 y 40.0 + 0.1 °C) y fuerza i6nica constante (i 0.15 mol-L™). El
rango de temperatura fue seleccionado teniendo en cuenta que el valor normal de
la temperatura corporal en los seres humanos es aproximadamente 37 °C.

El atomo de Cobre tiene la capacidad de formar sales complejas y se conoce
como atomo central en la formacion de las mismas, por las caracteristicas que
este metal tiene, dentro de las que se resaltan, la disponibilidad de orbitales, su
valencia variable y su capacidad para actuar como acido de Lewis. De otro lado, el
NAP debido a que tiene en su estructura un grupo carboxilato, actida como
ligando, ya que los electrones libres de este grupo funcional le permiten establecer
enlaces idnicos, con el metal, formando asi un tipo de sal compleja.

Una vez se obtuvo el compuesto NAP-Cu se llevd a cabo la caracterizacion del
mismo mediante espectroscopia infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear
Protonica (RMN 'H), Andlisis Elemental y la cuantificacién de Cobre (Cu®*) por
Absorcion Atomica.

Con el desarrollo de este trabajo se buscd aportar informacion a cerca de la
solubilidad de la sal NAP-Cu, compuesto de interés investigativo debido a su
potencial antiinflamatorio, dando respuesta a la siguiente pregunta de
investigacion:¢ La solubilidad acuosa de la sal NAP-Cu determinada a diferentes
temperaturas, a pH 1.2, y fuerza idnica (u) 0.15 mol-L*, presenta un
comportamiento diferente respecto a los valores de solubilidad reportados en la
literatura para el farmaco sin modificar (NAP), bajo las mismas condiciones de
temperatura, pH y fuerza iénica?

La dependencia de la solubilidad con la temperatura permitidé calcular los
pardmetros termodinamicos aparentes (expresados en molaridad) del proceso de
disolucion del compuesto, como son: energia libre, entalpia y entropia. Los
resultados obtenidos para estas propiedades termodinamicas fueron interpretados
considerando las interacciones soluto-solvente (NAP-Cu / medio acuoso a pH 1.2,
1 0.15 mol-L™), especialmente las producidas por enlace de hidrégeno.



En este estudio se determin6 que la solubilidad de la sal NAP-Cu se incrementa
en funcion del aumento de la temperatura, indicando que el proceso de disolucién
es endotérmico, lo cual se evidencio en el valor positivo obtenido para la entalpia
de disolucion aparente (AH.5 “?).

sin

Los resultados de la energia libre de solucion aparente (AG,, “’*) presentaron

valores positivos, indicando la no espontaneidad del proceso de disolucion del
NAP-Cu en el sistema acuoso a pH 1.2. La entropia de disolucion aparente
(ASS;_“””) del NAP-Cu fue negativa conllevando a que no exista un favorecimiento

entropico.

En general, se observd un desfavorecimiento tanto entélpico como entrépico para
el proceso de disolucién de la sal NAP-Cu en agua a pH 1.2 y fuerza iénica 0.15
mol-L™.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de grado, se ofrece como
principal aporte para préximas investigaciones, el estudio preliminar de la
solubilidad del compuesto NAP-Cu; teniendo en cuenta que esta es una propiedad
intrinseca de reconocida importancia en el ambito farmacéutico para el disefio y
formulacion de medicamentos.

Palabras claves: antiinflamatorios no esteroidales, Naproxeno, Cobre, sal
Naproxeno-Cobre, solubilidad, termodinamica de soluciones.



ABSTRACT

In the present investigation is show the preliminary study of the solubility of
Naproxen-Copper (NAP-Cu) salt, this compound was obtained by chemical
synthesis from acetate Copper (Cu?*) and naproxen (NAP), which is non-steroidal
anti-inflammatory drug. Furthermore purification of this salt was carried out by
washing with purified water, and vacuum filtration.

Considering as reference the solubility studies of NAP that are reported in the
literature, was assessed the solubility of the active substance under study (NAP-
Cu). The determination of this physicochemical property was carried out in
agueous medium in specific conditions of pH (1.2, the physiological pH of the
stomach), temperature ( 25.0, 30.0, 35.0, and 40.0 £ 0.1 °C ) and constant ionic
strength (p 0.15 mol-L™ ). The temperature range was chosen considering that the
normal value of body temperature in humans is about 37 °C.

The copper atom is capable of forming complex salts and it is known as the central
atom in the formation of salts, because the features that this metal has among
which stand out, the availability of orbital, the variable valence and ability to act as
a Lewis acid. On the other hand, due to naproxen has in its structure a carboxy
group, acts as a ligand, since the free electrons allow this functional group to
establish ionic bonds with the metal, thus forming a type of complex salt.

Once the NAP-Cu compound was obtained was carried out with the same
characterization by infrared spectroscopy (IR), Proton Nuclear Magnetic
Resonance (NMR 'H), Elemental Analysis and quantification of copper (Cu?®") of
salt formed by Atomic Absorption.

With the development of this study sought to provide information about the
solubility of NAP-Cu salt, composed of research interest due to its anti-
inflammatory potential, answering the following research question: ¢Does the
agueous solubility of the compound NAP-Cu determined at different temperatures,
at pH 1.2, and ionic strength (u) 0.15 mol-L™ has a different behavior with respect
to the solubility values reported in literature for the unchanged drug (NAP); under
the same conditions of temperature, pH and ionic strength?

The dependence of the solubility with temperature allowed calculating the apparent
thermodynamic parameters (expressed in molarity) of the dissolution process of
the compound, such as: free energy, enthalpy and entropy. The results obtained
for these thermodynamic properties were interpreted considering the solute-solvent



interactions (NAP-Cu/aqueous medium at pH 1.2, 0.15 pymol-L™?), especially those
caused by hydrogen bonding.

In this study were determined that the solubility of NAP-Cu salt is increased
depending on temperature rise, indicating that the dissolution process is
endothermic, which was evidenced by the positive value obtained for the apparent

dissolution enthalpy ( AH_5~%P).

sin

The results of free energy of the apparent solution (AG,; “’) showed positive
values, indicating no spontaneity of the process of dissolution of NAP-Cu in the
agueous system at pH 1.2. The entropy of apparent dissolution of NAP-Cu
( AS..7*"P ) was negative leading to the absence of an entropic favoring.

In general, it is evident that a disfavor both enthalpy and entropy for the dissolution
of the NAP-Cu salt in water at pH 1.2 and ionic strength 0.15 mol-L™ is presented

From the results obtained in this project, the preliminary study of the solubility of
NAP-Cu compound provided as main contribution for future research; considering
that this is an intrinsic property of recognized importance in the pharmaceutical
field for the design and formulation of drugs.

Keywords: Non steroidal anti-inflammatory, Naproxen, Copper, Copper - naproxen
salt, solubility, thermodynamics of solutions



1. INTRODUCCION

El Naproxeno (NAP) es un analgésico antiinflamatorio no esteroidal (AINE)
utilizado ampliamente en el tratamiento clinico de la artritis cronica y estados de
dolor agudos. Estudios han demostrado que los iones metalicos desempefian un
papel vital en un gran niumero de procesos biologicos, y el desarrollo de algunas
enfermedades esta relacionado con la carencia de algunos metales; uno de ellos
el Cobre (Il), metal de transicion que puede ser utilizado como agente anti-
inflamatorio y anti-artritico; debido a su importancia fisiologica y actividad redox
( Congradyova y Jomova , 2012).

Los compuestos de Cobre (ll), incluyendo AINEs-Cu, muestran actividades anti-
inflamatoria significativas, como también la actividad mimética peroxido dismutasa
(SOD); de esta manera la sintesis de un compuesto NAP-Cu podria ser una
alternativa de investigacion que aporte a la generacion de un nuevo tratamiento
farmacolégico, que ademas de sus efectos inhibidores sobre la produccion de
prostanglandinas PG, también podria inhibir la produccion o actuar como
eliminador de radicales libres ( Congradyova y Jomova , 2012).

La solubilidad es una propiedad fisicoquimica de los ingredientes farmacéuticos
activos (IFA), de gran importancia debido a que influye en la disolucién, absorcién
y distribucion de los farmacos, y por lo tanto determina su capacidad para producir
la actividad terapéutica, ya que soélo las moléculas disueltas son capaces de
atravesar las membranas biologicas (Mora, 2006).

Teniendo en cuenta que el compuesto NAP-Cu puede ser una alternativa
farmacoterapéutica para mejorar el potencial anti-inflamatorio del NAP vy
considerando que la solubilidad es una propiedad intrinseca de los principios
activos que influye en su capacidad para generar el efecto farmacologico en el
organismo, y en los procesos de disoluciéon y absorcion de los farmacos a través
de membranas celulares, en el presente trabajo de investigacion se realizé la
sintesis quimica de la sal NAP-Cu y se llevo a cabo el estudio preliminar de la
solubilidad de este compuesto en solucién buffer a pH 1.2 (pH fisiolégico del
estdbmago) y fuerza iénica constante (1 0.15 mol-L™), y a diferentes temperaturas
(25.0, 30.0, 35.0y 40.0 £ 0.1 °C).

Después de sintetizar el compuesto NAP-Cu, éste fue caracterizado empleando
las técnicas analiticas de IR, RMN *H, Andlisis Elemental y la cuantificacion de
Cobre mediante Absorcion Atomica.



Como se puede observar, durante este estudio se tuvo en cuenta los factores que
influyen en la solubilidad de los ingredientes farmacéuticos activos, principalmente
aguellos que son dependientes del medio y tienen la capacidad de incrementar o
disminuir esta propiedad fisicoquimica, como son el pH y la temperatura.

Finalmente, se calcularon las propiedades termodindmicas aparentes (expresadas
en molaridad) del proceso de disolucién de la sal NAP-Cu (AH_S %P AG. Sy

sin sln

AS..” "), en medio acuoso, en el cual se da la transferencia de las moléculas de
este soluto desde la fase solida hasta la fase liquida.



2. DESCRIPCION DEL TRABAJO

2.1 PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Los antiinflamatorios no esteroidales (AINES) se encuentran entre los farmacos
mas ampliamente utilizados, puesto que los medicamentos de esta categoria
ofrecen un alivio sintomético del dolor y la inflamacion en artropatias crénicas
como la artrosis y la artritis reumatoide, asi como en entidades inflamatorias mas
agudas generadas por lesiones y fracturas (Dale, 2007).

Para que este tipo de farmacos produzcan dichos efectos terapéuticos,
inicialmente se deben disolver en los fluidos del tracto gastrointestinal, cuando se
emplean formas farmacéuticas sélidas para su administracion peroral, de tal
manera que haya una concentracion suficiente del mismo para su absorcion. La
disolucién del principio activo depende de su solubilidad en el fluido gastrico, asi,
cuanto mas soluble sea en este medio mas cantidad estara disuelta y disponible
para el proceso de absorcion, y por consiguiente mas farmaco alcanzara la
circulacion sistémica, para acceder a los tejidos y producir el efecto terapéutico
esperado (Jones, 2006).

Los AINEs son acidos organicos débiles, con valores de pKa menores a 5, por lo
cual su solubilidad en medios acuosos depende del pH, permaneciendo
disociados a un pH de dos unidades por encima del pKa (Hanson, 2003).

El NAP es un principio activo que pertenece a la categoria de los AINES, cuyo
valor de pKa es de 4.15 (Hanson, 2003), y por tal razén su solubilidad esta en
funcion del pH del medio, en consecuencia a valores de pH inferiores a su pKa
(< 4.15), el farmaco se encontrara principalmente en su forma molecular, por lo
cual la disolucién en medio acuoso estara disminuida, mientras que a pH superior
a su pKa (> 4.15), el compuesto comenzara a disociar, logrando generar
interacciones ion-dipolo que favoreceran el proceso de hidrataciéon y por
consiguiente, el aumento de la solubilidad de este ingrediente farmacéutico activo
(Jones, 2006).

Reportes de estudios de solubilidad del NAP en medios acuosos indican que su
solubilidad es baja, en especial a pH 1.2 (Mora, 2006), por lo tanto, dentro de los
medios que se han empleado para mejorar la solubilidad de este principio activo
en medios acuosos, esta el disponer de la sal sddica del mismo.
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Los compuestos formados por farmacos tipo AINEs y un metal como el Cobre
(Cu?"), son de gran interés en la investigacion y el desarrollo de nuevos
medicamentos, de esta manera algunos de los estudios reportados son: sintesis y
caracterizacion de naproxenato de cobre monohidrato o con cafeina o con
nicotinamida, entre otros (Melnik et al., 1999); sintesis de compuestos con NAP y
algunos metales de transicion (zinc, cobre, hierro, entre otros) (Zhang et al., 2000).

En la literatura se ha reportado el potencial antiinflamatorio del NAP-Cu,
( Congradyova y Jomova , 2012), sin embargo no existen estudios de solubilidad
de este tipo de complejos, ni de sales de NAP-Cu en medios acuosos y a
diferentes temperaturas, lo cual identifica una oportunidad para llevar a cabo
estudios de investigacion relacionados con la determinacion de propiedades
fisicoquimicas de los farmacos unidos a Cobre, en especial la solubilidad por la
importancia que tiene en el disefio y formulacion de productos farmacéuticos.

La solubilidad de los componentes de una formulacién farmacéutica,
principalmente la del farmaco, es uno de los factores mas importantes que se
debe considerar, debido a que esta propiedad fisicoquimica influye en los
procesos de disolucion y absorcién de los principios activos, y por tanto en la
accion de los medicamentos, ya que solo las moléculas disueltas son capaces de
atravesar las membranas bioldgicas (Vila, 2001).

Teniendo en cuenta el fundamento expuesto, se plantea la siguiente pregunta de
investigacion para el desarrollo del presente trabajo: ¢ La solubilidad acuosa de la
sal NAP-Cu determinada a diferentes temperaturas, a pH 1.2, y fuerza iénica (u)
0.15 mol-L*, presenta un comportamiento diferente respecto a los valores de
solubilidad reportados en la literatura para el farmaco sin modificar (NAP), bajo las
mismas condiciones de temperatura, pH y fuerza i6nica?

Con el desarrollo de este trabajo de investigacién se obtuvo resultados del estudio
de la solubilidad de la sal NAP-Cu en un medio acuoso a pH 1.2 (pH fisiologico del
estomago) y fuerza iénica constante (i 0.15 mol-L™Y), y a diferentes temperaturas
(25.0, 30.0, 35.0 y 40.0 £ 0.1°C), proporcionando asi informacion util respecto a
una de las propiedades fisicoquimicas de gran importancia en el disefio,
formulacion y desarrollo de medicamentos, como es la solubilidad.

Ademas, se determinaron las funciones termodindmicas aparentes del proceso de
disolucion de este compuesto (AH.S %P AG.S™Py AS.. ). Por lo tanto, el

sin sln
presente trabajo de grado se constituye en un referente de consulta para
posteriores investigaciones en el area de fisicoguimica farmacéutica,

especialmente en la realizacion de estudios de solubilidad de ingredientes



farmacéuticos activos, que aporten al disefio y formulacion de nuevas formas
farmaceéuticas.

3. MARCO DE REFERENCIA

3.1 GENERALIDADES DE LOS FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO
ESTEROIDALES (AINES)

En la actualidad una de las categorias de medicamentos mas empleados en la
terapia de los pacientes son los AINEsS, que tienen la propiedad de disminuir la
inflamacion, el dolor, la fiebre y la coagulacion, principalmente mediante la
inhibicion de la formacion de prostaglandinas, que son mediadores importantes del
dolor y la inflamacién en los tejidos y de control de la temperatura en el hipotalamo
(Lorenzo et al., 2008).

Los AINEs ademéas de su efecto antiinflamatorio y antipirético, de acuerdo a
recientes investigaciones, poseen posibles beneficios terapéuticos en la
prevencion de diversos tipos de cancer incluyendo el colorectal y el de pulmoén, e
incluso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Weder, et al.,, 2002).
Dentro de esta categoria de farmacos se encuentran: el ibuprofeno, el
ketoprofeno, la indometacina, la fenacetina, el NAP, entre otros (Dale, 2007).

El NAP pertenece a la categoria de los farmacos antiinflamatorios no esteroidales
(AINEs), especificamente al grupo de los derivados del &cido propiénico. Este
farmaco ademas de su accién antiinflamatoria, poseen actividad analgésica y
antipirética, que a diferencia de los analgésicos opiaceos, no posee capacidad
significativa para producir adiccion (Mora, 2006).

El NAP al hacer parte de los AINEs no selectivos tradicionales, inhibe la
produccion de prostaglandinas (PGE2) y tromboxanos mediante la inhibicion de
los dos tipos de ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2), lo que resulta en un efecto
antiinflamatorio. Sin embargo, estos farmacos se asocian a efectos
gastrointestinales y renales secundarios graves debidos a la inhibicion de la COX-
1, la cual posee propiedades gastroprotectoras, es decir inhiben la secrecion
acida, mejoran la corriente sanguinea de la mucosa y estimulan la secrecion de
moco protector (Lorenzo et al., 2008).



3.2 PROPIEDADES FISICAS, QUIMICAS Y FISICOQUIMICAS DEL
NAPROXENO

El Acido-6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético (NAP 1) es muy utilizado en nuestro
medio y se comercializa en diferentes formas farmacéuticas, principalmente como
tabletas y cépsulas, y también en forma de suspensién oral, soluciéon inyectable
para administracion intramuscular y en gel (P.R.Vademecum, 2013).

Este ingrediente farmacéutico activo es administrado generalmente por la via
peroral, por lo cual después de ser liberado de su sistema de entrega es absorbido
a nivel de las membranas del tracto gastrointestinal para pasar a la circulaciéon
sanguinea y posteriormente dirigirse hacia el sitio blanco a ejercer su accion. El
NAP después de ser ingerido, casi siempre se absorbe en forma de especie
neutra y se acumula en los sitios de inflamacion, lo cual se constituye en una
propiedad farmacocinética atractiva para aquellas moléculas que se proyecten
emplear como antiinflamatorios no esteroidales (Mora, 2006).

A continuacion se muestra la estructura quimica del NAP y algunas propiedades
fisicoquimicas de este principio activo.

CHy

CHCOOH

HaCO
NAP 1 (realizada en software chemdraw)

Nombre quimico: Acido-6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético (O"Neil et al., 2013)

Formula molecular: C14H1403 (O Neil et al., 2013)

CAS: 22204-53-1 (O’Neil et al., 2013)

Masa molar: 230.26 g-mol™ (O"Neil et al., 2013)

pKa (25 °C): 4.15 (Hanson, 2003)
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Forma disponible: Acido o sal sédica (Hanson, 2003).

Descripcion fisica: Polvo cristalino blanco a casi blanco, sabor amargo, inodoro
(Hanson, 2003)

Solubilidad: Practicamente insoluble en agua a pH 2.0; escasamente soluble en
alcohol(Hanson, 2003). A pH 1.2, fuerza iénica 0.15 mol-L* y diferentes
condiciones de temperatura presenta los siguientesvalores de solubilidad,
expresados en molaridad (mol-L™): 6.67 (0.08) x 10°(20.0 °C); 8.28 (0.05) x 10
(25.0 °C); 9.69 (0.11) x 10® (30.0 °C); 1.169 (0.017) x 10™ (35.0 °C); 1.493
(0.021) x 10 (40.0 °C) (Mora, 2006).Soluble 1 en 25 de etanol, 1 en 15 de
cloroformo, 1 en 40 de éter y 1 en 20 de metanol (O Neil et al., 2013).

De igual forma, se reportan los datos de solubilidad en molaridad (mol-L™*) a pH
7.4, fuerza iénica 0.15 mol-L™* y diferentes condiciones de temperatura, los cuales
son: 1.210 (0.013) x 10(20.0 °C); 1.273 (0.016) x 10 (25.0 °C); 1.363 (0.004) x
102 (30.0 °C); 1.455 (0.028) x 102 (35.0 °C) ; 1.556 (0.006) x 102 (40.0 °C)
(Mora, 2006).

Punto de fusion: 152-154 °C (O"Neil et al., 2013).

Estabilidad: Almacenar en recipientes herméticamente cerrados, protegidos de la
luz y la humedad (Reynolds, 1993).

Datos espectrofotométricos: La longitud de onda de maxima absorcion en la
region ultravioleta (UV) es 229 nm, obtenida a pH 1.2 y p 0.15 mol-L™ (Mora et al.,
2006).

Aspectos farmacolégicos: Farmaco utilizado como analgésico, antipirético y
antiinflamatorio en artritis reumatoide, artrosis y artritis gotosa aguda, también es
indicado para aliviar el dolor postoperatorio, postparto y dolor visceral asociado
con el cancer (Lorenzo et al., 2008).

3.3 GENERALIDADES DE LOS COMPUESTOS DE COBRE (II)

Los atomos de los elementos metdalicos tienen una clara tendencia a perder
electrones y convertirse por tanto en iones con carga positiva, esto es debido a
gue poseen un radio atbmico elevado en relacion a la carga de sus nucleos lo que
posibilita que sus electrones de valencia se desprendan con facilidad. Por otro
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lado, los ligandos son nucledfilos, aniones, moléculas polares o facilmente
polarizables que poseen al menos un par de electrones de valencia no
compartidos (Basolo, 1980).

Para la formacion de un compuesto con metales, los orbitales de valencia no
ocupados del atomo central son ocupados por los pares de electrones no
compartidos del ligando. En el caso el compuesto NAP-Cu, el cobre en su forma
cationica (Cu®) ejerce intensas acciones atractivas sobre el extremo carboxilico
cargado de forma negativa del NAP. El interés en este tipo de sales radica en el
incremento de la absorcion y aceptacion en el organismo, comparado con los
cationes o ligandos individuales (Basolo, 1980).

Los compuestos que estan formados por enlaces idnicos, provenientes de acidos
o bases débiles permanecen en la forma no ionizada, en tanto estén en estado
sélido, sin embargo, una vez se encuentren en un ambiente acuoso se disocian
dependiendo del pH del medio. Esto significa que en un momento dado de tiempo,
la solucion acuosa de estos compuestos tendra tres componentes principales:
sales, iones metalicos libres y ligandos libres. La concentracion de cada uno de
estos dependera de las constantes de estabilidad, el poder de polarizacién del i6n
metalico, el pH y la temperatura del medio (Clavijo, 2002).

Dentro de los compuestos que involucran farmacos unidos a cobre se reporta la
sintesis y caracterizacién de naproxenatos de cobre con diversos ligandos como
son: agua, 1,4 dioxano, cafeina, nicotinamida o piridilcarbinol (Melnik et al., 1999).
De igual forma se ha realizado la sintesis y evaluacion de complejos con NAP y
algunos otros metales de transicién dentro de los que se destacan zinc, hierro y
cobre (Zhang et al., 2000).

Otros estudios han estado enfocados en evaluar las propiedades antiinflamatorias
de los complejos AINEs-Cu, los cuales se forman principalmente a través de los
grupos carboxilatos presentes en las moléculas de los farmacos antiinflamatorios
(ibuprofeno, naproxeno, indometacina, entre otros) mediante su unién al atomo
central de cobre (Cu?"). Estos farmacos en forma de carboxilatos de cobre se
constituyen en importantes agentes antiinflamatorios y anticancerigenos (Weder,
et al., 2002).

Los complejos de cobre incluyendo AINEs-Cu, presenta una significativa actividad
anti-inflamamatoria, también como una actividad mimética SOD (superdxido
dismutasa). La SOD es una metaloenzima que actia como inhibidor preventivo de
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la oxidacidn lipidica, catalizando la dismutacion del anion superoxido (O7) en H,0;
y O, mediante el siguiente mecanismo (Robbins et al., 2006):

SOD-Cu? + O, - SOD-Cu* + O,
SOD-Cu* + O, + 2H" — SOD-Cu?" + H,0,

OL,+0,+ 2H" > O, + HO»

Algunas investigaciones proponen que los AINEs al formar complejos con un
metal como (Cu?") ademas de los efectos inhibitorios en la sintesis de
prostaglandinas también podrian inhibir la produccion de radicales libres in vivo.
Cualquiera que sea el mecanismo de accion anti-inflamatoria de los complejos
formados con cobre (Cu?"), su funcién beneficiosa y su efecto clinico han sido
aspectos ampliamente investigados en los ultimos 50 afios (Weder, et al., 2002).

De acuerdo con la revision bibliografica realizada no se reportan estudios sobre la
solubilidad en medios acuosos para los compuestos AINEs-Cu(ll), tanto para
complejos como para sales provenientes de estos. Por esta razén, mediante la
ejecucion del presente trabajo se contribuye a generar informacién cientifica
relacionada con la sintesis de la sal NAP-Cu y el estudio de su solubilidad en
solventes acuosos, teniendo en cuenta factores como el pH y la temperatura.

3.4 ASPECTOS RELACIONADOS CON LA SOLUBILIDAD DE SOLUTOS

El estudio de la solubilidad de los farmacos en medios acuosos que simulan las
condiciones fisiolégicas del organismo, como las que se encuentran en el fluido
gastrico o en la circulacion sanguinea, es un paso importante en las etapas de
pre-formulacién y formulacion de formas farmacéuticas, puesto que se constituye
en un parametro esencial para determinar la biodisponibilidad de los principios
activos, es decir, para establecer el porcentaje de fraccion de farmaco
administrado que esta disponible para producir un efecto farmacoldgico (Bafios,
2002).

La solubilidad es definida en términos cuantitativos como la concentracion de un
soluto en una solucidon saturada a una determinada temperatura y presion
constante, y en forma cualitativa, como la interaccion espontanea de dos o mas
sustancias que forman una dispersion molecular homogénea (Mora, 2006). Esta
propiedad fisicoquimica depende de las caracteristicas fisicas y quimicas del
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soluto y el solvente, y de factores como la temperatura, la presion, el pH y en un

menor grado, del estado de subdivision del soluto (Martin et al., 1993).

3.4.1 Etapas Implicadas en el proceso de formacion de la disolucion

El proceso de disolucion de un soluto (solido A) en algun solvente, se considera
que se produce en dos pasos: en el primero, el sélido absorbe energia para
convertirse en liquido y en el segundo paso, el soluto en estado liquido se disuelve

en la solucién, como se indica en la siguiente ecuacion (Hanson, 2003):

A(sslidoy—s A (Liquido)*=s A (solucién)

En esta segunda etapa se involucran los siguientes aspectos (Vila, 2001):

(Ec. 3.1)

a) Las moléculas de soluto vencen las fuerzas cohesivas (atractivas) que las
mantiene unidas en estado liquido. Por su parte las moléculas de disolvente deben

separarse suficientemente para crear cavidades donde se acomoden

las

moléculas de soluto. Esta etapa es endotérmica ya que necesita un aporte de
energia y su contribucion a la solubilidad es desfavorable.
b) Las moléculas de soluto se insertan en las cavidades creadas en el disolvente. Se
produce la solvatacion del soluto, es decir la interaccion entre el soluto y el
disolvente mediante interacciones moleculares atractivas. Debido a que este
proceso es exotérmico contribuye favorablemente a la solubilidad.

AHF

ASF

Sdlido

Liquido
AHM
Fusidn Mezcla AS™
* Disolucion
AHZ AS®

Figura 3.1 Proceso de Disolucién de Sdlidos y Liquidos (Vila, 2001)

La Figura 3.1 representa las etapas incluidas en el proceso de disolucion de un
soluto en un solvente. Como se puede observar, el esquema indica el paso en el
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cual el soluto en estado solido vence las fuerzas atractivas del cristal, seguida de
la mezcla con el disolvente, de acuerdo con las etapas a) y b) descritas
anteriormente. Ademas esta figura resume el proceso de disolucién de sélidos en
un solvente liquido, incluyendo las magnitudes termodinamicas de fusion y mezcla
(Vila, 2001).

Las ecuaciones 3.2 y 3.3 indican la entalpia (AHsn) Yy la entropia (AS°gn) estandar
de solucion del sdlido, respectivamente (Vila, 2001):

AH°gn(s6lido) = AH™ + AHY (Ec. 3.2)
AS°gn(s6lido) = ASF+ ASM (Ec. 3.3)

Donde AH" es la entalpia de fusién y AH" es la entalpia de la mezcla, ASF es la
entropia de fusién y ASMes la entropia de la mezcla.

Los valores de entalpia y entropia de disolucién (ecuaciones 3.2 y 3.3) determinan
el signo y la magnitud de la energia libre estandar de disolucién (AG°sn) (Vila,
2001):

AGosIn = AHoSIr\ - TASOsIn (EC 34)

La energia libre de disolucion se relaciona directamente con la solubilidad, Xo,
porque ésta es una constante de equilibrio (Vila, 2001):

AG°gn=-RT LnX, (Ec. 3.5)

En las ecuaciones 3.4 y 3.5, el signo positivo es desfavorable y el signo negativo
favorable. Para que el proceso de disolucién sea espontaneo, la variacion de
energia libre debe ser negativa, es decir, esta funcion termodinamica debe
disminuir. La entalpia de fusién AH es constante e independiente del disolvente,
su signo es siempre positivo (desfavorable), ya que la fusion requiere el aporte de
calor. Sin embargo, esta etapa es posible porque la fusion produce un aumento de
entropia, AS°, (mayor desorden). Por su parte, el signo de la entalpia de
disolucion depende del valor de las magnitudes termodinamicas de fusion y
mezcla (Vila, 2001).
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Finalmente, AHY depende de la naturaleza del disolvente y puede ser
endotérmica y exotérmica. De esta manera la creaciébn de una cavidad en el
disolvente requiere suministro de calor (proceso endotérmico), mientras que la
solvatacion es un proceso exotérmico, favorable (Vila, 2001).

De acuerdo a lo anterior, el proceso de disolucion en medio acuoso para la
mayoria de los solutos solidos implica un consumo de energia, es decir es un
proceso endotérmico. Van'tHoff propuso la siguiente ecuacion, que define la
relacion entre una constante de equilibrio, en este caso la solubilidad, y la

temperatura:
In (I{g) AV b [ 1 1 }
K, R Ty T3] (Ec.36)

Donde, K; es la solubilidad a la temperatura absoluta T; y K, es la solubilidad a la
temperatura T,, AH° es una constante que corresponde al calor o0 a la entalpia de
disolucidbn y R es la constante de los gases cuyo valor es 8.3143J/(K-mol)
(Hanson, 2003). Entonces si en el proceso de disolucion se absorbe calor, AH es
por convencion positiva y la solubilidad del soluto aumentara con el incremento de
la temperatura. Caber resaltar que en la ecuacion de Vant't Hoff se considera la
AH como constante en el intervalo de temperatura entre 80-100°C, debido a que
en este rango de temperatura no se genera variacion en la capacidad calorifica
(ACp), parametro termodinamico que mide la energia que puede almacenar una
molécula en las rotaciones o vibraciones internas, generadas por la energia
suministrada en forma de calor (Hanson, 2003).

Por lo tanto mediante la ecuacion 3.6 se puede determinar la solubilidad a
cualquier temperatura, si se conoce el valor de AH° y la solubilidad a una
determinada temperatura (Hanson, 2003). Esta relacion entre la solubilidad y la
temperatura es importante para el desarrollo de este trabajo de investigacion,
puesto que se determind la solubilidad de la sal NAP-Cu a diferentes temperaturas

3.4.2 Factores que Influyen en la Solubilidad de solutos

3.42.1 pH

La mayor parte de los farmacos son &acidos o bases débiles. En el caso de los
acidos débiles, éstos se encuentran parcialmente disociados en disolucion acuosa,
lo cual se expresa mediante su respectiva constante de disociacion. Si HA
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representa un acido débil que se disuelve en un medio acuoso, su proceso de
disociacion se puede ilustrar de la siguiente manera:

HA (ag) + HzO () > HsO" + A” (Ec. 3.7)

Donde, A es la base conjugada del acido débil (HA), y el ion H30", es el producto
de la union entre el agua y el ion H*; dado que esta en disolucion acuosa no puede
permanecer aislado, debido al caracter dipolar de la molécula de agua.

La concentracion del agua al ser mayor que las otras especies es constante y por
lo tanto, se omite de la expresién de la constante de equilibrio, la cual se puede

escribir como:
A7 |Ha0"
(Ec. 3.8)

La magnitud de K, indica la tendencia del &cido a ionizarse en agua, cuanto mas
grande es el valor de K, mas fuerte es el acido. Mediante la reaccion de
disociacién se puede deducir que en un medio &cido los hidrogeniones [Hz0']
presentes en el mismo reaccionaran con la base conjugada del acido débil [A7], en
consecuencia el equilibrio estara favorecido hacia la formacion del acido débil en
su forma molecular. En este caso, la solubilidad del &cido débil en medio acuoso
se vera disminuida debido a que las interacciones de tipo ion-dipolo entre el acido
y el agua estaran limitadas (Bursten, 2004).

Para determinar la solubilidad de un &cido débil como el NAP se debe tener en
cuenta el pKa del compuesto, que es 4.15 (Hanson, 2003) y el pH del medio en el
que se disolvera. De esta forma, a un pH acido como el que se tiene en el fluido
gastrico (pH 1.0 a 2.0), el farmaco se encontrara predominantemente en su forma
molecular, por lo cual su solubilidad estar4 desfavorecida en medio acido; en
cambio a un pH alcalino (pH 5.0 a 7.0), la solubilidad del farmaco se incrementara
debido a que éste se encontrara principalmente en su forma disociada (Hanson,
2003).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, la solubilidad de un &acido débil en
funcién del pH del medio, se expresa mediante la ecuacion 3.9.

S(n)= So(1+ 10P™PK¥) (Ec. 3.9)

Donde, Sy es la solubilidad intrinseca correspondiente a la forma no disociada del
compuesto (Hanson, 2003).
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3.4.2.2 Temperatura

Como se menciond anteriormente, la solubilidad de un sdélido en un liquido
depende de la temperatura. Si se absorbe calor, AH%,por convencién es positiva
y la solubilidad del soluto aumenta al aumentar la temperatura. Si se libera energia
durante el proceso, AH® ¢, es negativa por convencion y la solubilidad disminuye
al aumentar la temperatura (Gupta, 2000).

3.4.3 Pardmetros evaluados en la metodologia analitica al ultravioleta
para la cuantificacion del compuesto NAP-Cu en medio acuoso

El método analitico definido para la cuantificacion de la sal NAP-Cu en el medio
acuoso a pH 1.2 y fuerza iénica x 0.15 mol-L™, fue la espectrofotometria UV, en
razon de que el NAP presenta en su estructura molecular grupos cromoéforos
compatibles (naftilo y carbonilo), los cuales permiten obtener una adecuada
absorcion en la region UV (Mora, 2006).

Los pardmetros evaluados en la metodologia analitica al ultravioleta para la
cuantificacion del compuesto en estudio fueron: especificidad, linealidad,
repetibilidad del instrumento de medida y del método (Ospina, 1994 y 1995). Estos
parametros fueron definidos de acuerdo con el objetivo del andlisis fisicoquimico a
realizar durante el presente trabajo de grado.

A continuacion se definen cada uno de los pardmetros evaluados (Mora et al.,
2006):

Especificidad: Capacidad de evaluar inequivocamente el analito en presencia de
componentes que se espera estén presentes en la matriz (solventes, excipientes,
impurezas, productos de degradacion, entre otros).

Linealidad: Esla habilidad del método para obtener resultados en la prueba,
proporcionales a la concentracion del analito presente en la muestra, dentro de un
rango dado de concentraciones con el cual se obtiene una regresion lineal.
Generalmente se expresa en términos de la pendiente y el coeficiente de
correlacion de la regresion lineal, calculados de acuerdo a una relacién
matematica de los resultados obtenidos de la prueba.
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Precision: La precision de un método analitico se refiere al grado de
concordancia entre los resultados individuales de la prueba, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a muestras multiples o a una muestra
homogénea. La precision del método, se expresa como la desviacion estandar o
desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de mediciones
y puede ser una medida, ya sea del grado de reproducibilidad o repetibilidad.

Mientras que la reproducibilidad involucra el uso del procedimiento analitico en
diferentes laboratorios, la repetibilidad se refiere al uso del procedimiento analitico
dentro del laboratorio por un periodo corto de tiempo, por el mismo analista y
utilizando el mismo equipo.
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4. OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la solubilidad de la sal NAP-Cu en medio acuoso, como parte de la etapa
de pre-formulacién para el disefio de potenciales formas farmacéuticas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar el compuesto NAP-Cu a partir de NAP y Acetato de Cobre, y
caracterizarlo estructuralmente, utilizando técnicas analiticas como IR,
RMN 'H, anélisis elemental y cuantificacion de Cobre por absorcién
atomica.

e Determinar la solubilidad de la sal NAP-Cu, a condiciones fisiologicas de pH

y fuerza i6nica (pH: 1.2; pu: 0.15 mol-L™?) y a diferentes temperaturas (25.0,
30.0, 35.0 y 40.0 £ 0.1 °C).
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5. METODOLOGIA

La metodologia que se llevé a cabo en este proyecto se divide en dos etapas. En
la primera etapa se realizd la sintesis, la caracterizacion estructural de la sal
NAP-Cu, utilizando analisis instrumental de espectroscopia IR, analisis elemental y
RMN *H, asi como también se cuantificé el Cobre contenido en el compuesto por
absorcion atomica. En la segunda etapa, se determino la solubilidad de la sal
NAP-Cu en medio acuoso a pH 1.2 y fuerza iénica 0,15 mol-L™?, a las temperaturas
de 25.0, 30.0, 35.0 y 40.0 £ 0.1 °C.

5.1 ETAPA 1. SINTESIS Y CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LA SAL
NAP-Cu

5.1.1 Materiales y Reactivos

Acetato de cobre (ll), Sigma Aldrich; agua desionizadaconductividad < 2 u S;
Naproxeno USP; etanol J.T. Baker; Metanol J.T Baker; filtros Advantec MFS No.
131; material para filtracion al vacio, material de vidrio graduado y/ aforado.

5.1.2 Equipos

Espectrofotometro IR, ThermoScientificNicolet; espectrofotometro UV-VIS, UV-
1800 SHIMADZU; balanza analitica RADWAG AS 220/c/2, precision 0.1 mg;
Nevera Mabe; planchas de agitacion y calentamiento VWR, bomba de filtracién al
vacio, GAST; micropipetas graduables Transferpette®; conductimetro SCHOTT,
horno de secado Binder®.

5.1.3 Parte Experimental
5.1.3.1 Formacion del compuesto NAP-Cu

Para la sintesis de la sal NAP-Cu, se disolvié 9,201 g de Acetato de Cobre (Il) en
500 mL de agua; la mezcla se agité hasta disolucion completa. A esta solucién se
le agregd lentamente una solucion previamente preparada de 46,101 g de NAP
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USP en 1 L de una mezcla de solventes etanol/metanol en proporcion 1:1
(manteniendo una temperatura de 40.0 °C).

La mezcla, se mantuvo en agitacion constante durante 30 minutos a 70.0°C, hasta
obtener una mezcla homogénea, que posteriormente fue sometida en un bafio de
hielo para precipitar los soélidos, realizando lavados con agua destilada y utilizando
papel de filtro Advantec MFS No. 131. Finalmente los sélidos se secaron a una
temperatura de 110.0 + 2.0 °C durante 72 horas.

5.1.3.2 Caracterizacién de la sal NAP-Cu

5.1.3.2.1 Espectroscopia de infrarrojo (IR)

Se utilizé el equipo de infrarrojo ThermoScientificNicolet,y pastilla de KBr, para
obtener los espectros de absorcion al IR de la sal NAP-Cu. El equipo se encuentra
ubicado en el laboratorio de Analisis Instrumental de la universidad Icesi.

5.1.3.2.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (Protonica)

Se obtuvo el espectro de RMN 'H para el compuesto NAP-Cu disuelto en
cloroformo deuterado (CDCI3), mediante prestacion del servicio por parte del
laboratorio de Analisis Instrumental de la Universidad del Valle.

5.1.3.2.3 Andélisis elemental

Se realiz6 el analisis elemental de la sal NAP-Cu mediante prestacion del servicio
por parte del laboratorio de Analisis Instrumental de la Universidad del Valle. En el
Anexo 1 se presenta el certificado de analisis.
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5.1.3.24 Cuantificacién del metal Cobre (ll) por absorcion atdmica en el
compuesto NAP-Cu

5.1.3.2.4.1 Materiales y Reactivos

Soporte universal; recipiente metalico, material de vidrio graduado/ aforado, Aceite
Mineral, Acido Nitrico (HNOs al 76 %), Acido perclérico (HCIO,4 al 36 %), estandar
de Cobre de 1000 ppm, agua destilada.

5.1.3.2.4.2 Equipos

Balanza semianalitica de precision (£ 0.001 g), RADWAG AS 220/c/2; plancha de
calentamiento, ThermoScientific, Cabina de Extraccion.

5.1.3.2.4.3 Procedimiento

5.1.3.2.4.3.1 Mineralizacién de la sal NAP-Cu por digestion acida: mezcla de
los &cidos Nitrico-Perclorico (HNO3-HCIO,)

Se realiz6 el montaje del sistema para la mineralizaciéon de la sal NAP-Cu,
utilizando un bafio de aceite mineral. Ademas se prepar6é 100 mL de la mezcla de
acidos (HNO3/HCIO,4) en proporcion 2:1. Luego se peso 1,006 g de la sal NAP-Cu,
al cual inicialmente se adiciond, 20 mL de la mezcla de acidos, preparada,
mezclando con un agitador de vidrio. Cabe resaltar que este procedimiento se
llevé a cabo en la cabina de extraccion.

El tiempo de mineralizacion &cida de la sal NAP-Cu fue 100 horas, durante el cual
se adiciono la mezcla de acidos, dependiendo de la necesidad en el proceso.

La mineralizacion de la sal NAP-Cu, se realiz6 a una temperatura de 220 °C, las
primeras 20 horas, luego se aumentd la temperatura a 350 °C durante las
siguientes 40 horas y se finaliz6 con una temperatura de 500 °C las 40 horas
restantes, momento en el cual se observo que la muestra torné un color azul claro,
translucido indicando que el proceso se habia completado.
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5.1.3.4.3.2.2 Preparacion de la curva de calibracion

Se prepar6 una curva de calibraciéon entre 15 a 50 mg/L, utilizando un estandar de
cobre (Il) de 1000 mg/L, completando a volumen de 10 mL con una solucién al
5 % de la mezcla de acidos HNOs al 76 %/ HCIO4 al 36 % (2:1).

La muestra obtenida de la mineralizacién de la sal NAP-Cu por digestion 4cida se
adicion6 a un balon aforado de 100 mL y se complet6é volumen con agua destilada,
de esta diluciéon se tomo6 0,2 mL y se completd con agua destilada a un volumen
de 10 mL.

5.1.3.4.3.2.3 Determinacion de Cobre (I) mediante Espectroscopia de
Absorcién Atdmica

Se utilizé el equipo de Espectroscopia de Absorcion Atdmica, Perkin Elmer; para
obtener los espectros de absorcion al IR de la sal NAP-Cu. El equipo se encuentra
ubicado en el laboratorio de Andlisis Instrumental de la Universidad Icesi, es
importante tener en cuenta que el Cu®* absorbe a 324.9 nm.
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5.2 ETAPA 2. DETERMINACIQN DE LA SOLUBILIDAD DE LA SAL NAP-
Cu A pH 1.2, FUERZA IONICA () 0.15 mol-L™ Y A DIFERENTES
TEMPERATURAS DE ESTUDIO

5.2.1 Materiales y Reactivos

Sal NAP-Cu; agua destilada conductividad <2 u'S; cloruro de potasio R.A. Merck;
acido clorhidrico fumante P.A. Merck; filtros Millipore®25 mm, 0.45 ym didmetro de
poro; tubos de vidrio con tapa rosca,; jeringas plasticas; material de vidrio graduado
y/o aforado.

5.2.2 Equipos

Balanza analitica digital, RADWAG AS 220/c/2, precisibn 0.1 mg; balanza
semianalitica digital, RADWAG PS750/c/1, precision 0.001 g; Shaker orbital,
agitador de vértice IKA®; potenciémetro-pH SCHOTT; espectrofotémetro UV-VIS,
UV-1800 SHIMADZU; micropipetas graduables Transferpette®; conductimetro
SCHOT, equipo de ultrasonido ULTRASONIC®.

5.2.3 Metodologia

5.2.3.1 Obtencion de la curva de calibracion empleando la metodologia
analitica al ultravioleta para la cuantificacién del compuesto NAP-Cu
en medio acuoso

La técnica analitica empleada para la cuantificaciéon de la sal NAP-Cu fue la de
espectrofotometria UV. Para ello, se elaboré una curva de calibracion para la
cuantificacion del compuesto NAP-Cu en solucion buffer pH 1.2 y fuerza iénica p
0.15 mol-L™ (Anexo 2), teniendo en cuenta pardmetros como especificidad,
linealidad y repetibilidad del instrumento de medida y del método. Estos fueron
definidos de acuerdo con el objetivo del analisis fisicoquimico a realizar
(Ospina, 1994).

La metodologia empleada para la evaluacion de cada uno de los parametros
estudiados, se describe a continuacion:
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5.2.3.1.1 Especificidad

Inicialmente se realizé un registro en la region ultravioleta entre 200 y 350 nm con
el solvente acuoso puro (buffer pH 1.2,  0.15 mol-L™ (Anexo 1), para observar si
existia algun tipo de absorcion en esta region del espectro. Ademas, se obtuvo el
espectro de absorcion molecular para la sal NAP-Cu en este sistema buffer con el
proposito de definir su longitud de onda de maxima absorcion (Amax). Para ello se
utilizé una solucioén de 1.5 pg/mL del compuesto.

De igual forma, se obtuvo el espectro de absorcién del NAP-Cu degradado,
empleando dos soluciones acuosas de 1.5ug/mL del compuesto (una envasada en
frasco de vidrio &mbar y la otra en un envase de vidrio translicido), las cuales
fueron sometidas a condiciones de estrés: exposicion directa a la luz solar por
varios dias (7 dias).

El criterio de aceptacién de este pardmetro es que se encuentren claramente
diferenciados los espectros de absorcion de cada uno de los componentes que
puedan estar presentes en la solucion en el momento de la lectura, de tal forma
gue la sefial que genere la sal NAP-Cu sea diferente de la producida por el medio
solvente y por los posibles productos de degradacién (Mora et al., 2006). Baena
tesis

5.2.3.1.2 Linealidad

En la evaluacion de este parametro se empled cinco concentraciones crecientes
de NAP-Cu en el sistema buffer: 0.8, 1.1, 1.4, 1.7 y 2.0pg/mL en buffer pH 1.2 y p
0.15 mol-L-1. La solucion de cada concentracion fue preparada por triplicado a
partir de la dilucién de tres soluciones madre de 5 mg/L de NAP-Cu en buffer pH
1.2.Es importante mencionar que debido a que el compuesto es muy hidréfobo, y
por lo tanto insoluble en sistemas acuosos, la cantidad de 5 mg de NAP-Cu fue
disuelta previamente en 80mL de metanol. Durante el ensayo de especificidad
también se evalué que no existiera interferencia de este solvente en la obtencién
del espectro de absorcion del compuesto en estudio.

Los resultados obtenidos fueron evaluados utilizando un andlisis de regresion
lineal y un ANOVA, ademas se aplicé la prueba t de Student para el intercepto, la
pendiente y el coeficiente de correlacion.
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5.2.3.1.3 Precision

5.2.3.1.3.1 Repetibilidad

Para determinar la repetibilidad relacionada con el instrumento de medida
(espectrofotémetro), se preparé una solucion de NAP-Cu de 1.1 pg/mL en buffer
pH 1.2 y p 0.15 mol-L ™ y la cual fue leida diez veces.

En la evaluacion de la repetibilidad del método, se elaboraron seis soluciones de
1,1 pg/mL de NAP-Cu en buffer pH 1.2 y p 0.15 mol-L™, a partir de una solucion
madre de 5 mg/L de NAP-Cu. Para esto se realizaron las diluciones
correspondientes hasta obtener lecturas de absorbancia en la zona media de la
grafica de linealidad. Es importante mencionar que las soluciones fueron
preparadas en un mismo dia, por el mismo analista y leidas en el mismo equipo.

Para el caso de la repetibilidad del instrumento y del método, el andlisis estadistico
se llevé a cabo mediante la determinacion del coeficiente de variacion entre las
lecturas obtenidas.

5.2.3.2 Estudio de la solubilidad de la sal NAP-Cu en medio acuoso (pH
1.2y p 0.15 mol-L™)

5.2.3.2.1 Ensayos preliminares para la determinacién de la solubilidad del
compuesto NAP-Cu

Se llevaron a cabo ensayos previos para la determinacion de la solubilidad del
compuesto NAP-Cu en el sistema solvente utilizado en el estudio (buffer pH 1.2 y
M 0.15 mol L-1), con los cuales se establecié el tiempo requerido para alcanzar el
equilibrio de solucion. Este tiempo fue determinado a la temperatura maxima del
estudio, correspondiente a 40.0 + 0.1 °C, ya que de esta forma se cubrian las otras
temperaturas a las que se determinaria la solubilidad del compuesto (25.0, 30.0,
35.0 £ 0.1 °C). El procedimiento consistid en la realizacion de muestreos sucesivos
a través del tiempo y la respectiva cuantificacion del farmaco, hasta encontrar
valores relativamente constantes de solubilidad. De esta manera, el tiempo de
equilibrio de solucion establecido fue de siete dias.
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5.2.3.2.2 Sistema solvente empleado en el estudio de solubilidad del
compuesto NAP-Cu

Para la determinacion de la solubilidad de la sal NAP-Cu en medio acuoso se
empled un sistema buffer a pH 1.2, valor de pH que es acorde con el reportado
para el organismo, donde el pH fisiolégico para el estomago es de 1.0 (Ansel,
1999). La solucién buffer fue ajustada a una fuerza iénica (u) de 0.15 mol-L-1 con
KCI, valor también considerado como fisiologico a nivel del tracto gastrointestinal
(Cevc, 1993). En el Anexo 2 se presentan los célculos realizados para la
preparacion de esta solucion buffer.

5.2.3.2.3 Determinacion de la solubilidad del compuesto NAP-Cu

Para la determinacion de la solubilidad de la sal NAP-Cu se prepararon tres
muestras independientes, para lo cual en tubos de ensayo de vidrio con tapa rosca
con capacidad de 10 mL, se adicioné el compuesto a un volumen de solvente
establecido (aproximadamente 10 mL), hasta presentar un exceso del mismo sin
disolver. Se introdujeron las muestras en un bafo de ultrasonido durante una hora
y posteriormente se trasladaron al agitador orbital con control de temperatura y se
sometieron a 25.0, 30.0, 35.0 y 40.0 £ 0.1 °C, durante el tiempo necesario para
que el sistema alcance el equilibrio, el cual fue establecido en los ensayos
preliminares. Durante este tiempo los tubos se mantuvieron en agitacion
constante.

Posteriormente, se tomo6 un volumen determinado de la solucion de cada una de
las muestras, empleando una jeringa plastica y se filtr6 a través de una membrana
con un tamafio de poro de 0.45 um, con el fin de asegurar la ausencia de
particulas soélidas no disueltas. Se utilizaron jeringas plasticas y filtros
precalentados, con el fin de trabajar en condiciones isotérmicas para evitar la
precipitacion del compuesto por la disminucion en la temperatura de la solucion.
Una vez se obtuvo la solucion filtrada se tom6 una cantidad (en masa) definida de
la misma y se realizaron las diluciones gravimétricas adecuadas con solucién
buffer pH 1.2 y fuerza iénica 0.15 mol-L™.

Finalmente, se procedio a realizar la valoracion de la sal NAP-Cu mediante la
técnica espectrofotométrica en la region ultravioleta, obteniendo lecturas de
absorbancia dentro de la zona de linealidad en la curva de calibracion. A partir de
dichas lecturas y del factor de dilucion empleado se determind la concentracion del
soluto, que corresponde a la solubilidad acuosa del mismo a cada temperatura.
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Cada valor de solubilidad se presenta como el resultado promedio de tres
determinaciones con su respectiva desviacion estandar y coeficiente de
variacion.Estos valores promediados fueron utilizados para realizar el gréfico de
van'tHoff, el cual se ajustdé por el método de minimos cuadrados mediante el
programa de Excel.
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5.3

MATRIZ DE MARCO LOGICO

Objetivo General

Objetivos
especificos

Actividad

Indicador

Estudiar la solubilidad de la sal NAP-Cu en medio acuoso, como parte de la etapa de pre-formulacion para el disefio de

potenciales formas farmacéuticas.

caracterizarlo

y

NAP-Cu

el compuesto

Sintetizar
estructuralmente, utilizando técnicas analiticas como IR, RMN

'H analisis elemental y cuantificacion de Cobre (Cu?" por

absorcién atomica.

Realizar una revision de
la literatura cientifica.

Articulos 'y documentos
propios de metales,
complejos 'y ensayos
anteriores.

Adquirir
reactivos.

materiales y

Adquisicion exitosa.

Sintesis de la sal NAP-
Cu.

Porcentaje de rendimiento
de la sal NAP-Cu.

Caracterizar la sal NAP-
Cu. Realizar IR, RMN H,
Andlisis Elemental vy
Cuantificacion de cobre
(Cu®), por Absorcién
Atdmica.

Obtencion de espectros.

Vibraciones y enlaces
caracteristicos de grupos
quimicos de la sal NAP-Cu

Sefales de protones, con
un desplazamiento (ppm)
especifico de acuerdo a su
ambiente quimico.

Porcentaje de carbono,
hidrogeno y  oxigeno
presentes en la molécula
de la sal NAP-Cu.
Porcentaje de cobre (Cu®")
presente en la molécula
sal NAP-Cu.

Determinar la solubilidad de la sal NAP-Cu, a

(pH: 1.2; w 0.15 mol LY y a diferentes

condiciones fisioloégicas de pH y fuerza idnica
temperaturas (25.0, 30.0, 35.0y 40.0 + 0,1 °C).

Realizar una revision de
la literatura cientifica

Articulos cientificos sobre
estudios de solubilidad de
NAP.

Elaborar una curva de

calibracion para la
cuantificacion de la sal
complejo NAP-Cu en

solucién buffer pH 1.2 y
fu?rza i6nica p 0.15 mol-
-

Curva de calibracién que
cumple con el parametro
de Especificidad,
Linealidad y repetibilidad
del método y  del
instrumento.
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Realizar ensayos | Tiempo necesario para
preliminares de la | que el sistema alcance el
solubilidad de la sal | equilibrio de solucién en el
NAP-Cu a pH 1.2 y p | solvente a utilizar.

015 mol-Lt, a las

diferentes temperaturas

de estudio.

Determinacion de la | Valores de la solubilidad

solubilidad de la sal NAP-
CuapH 1.2 y p 015
mol- L*, a 25.0, 30.0,
35.0y40.0 £ 0.1 °C.

de la sal NAP-Cu a las
diferentes temperaturas de
estudio, en el sistema
solvente definido.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DEL NAP-Cu

La sintesis realizada para la obtencion de la sal NAP-Cu 3, se realizo a partir del
NAP 1, y acetato de cobre 2, como se muestra en la ecuacion 6.1

S om /)”\ ' P W *i'
A 1 + " — PN _»M:,m,:m:s' + v
r - =Ly ,‘;A\:A&, @ - 2L -
1 2 3 4
(EC. 6.1)

El mecanismo propuesto para la sintesis de la sal NAP-Cu se describe en el
esquema 1, donde R indica la parte hidrocarbonada de la molecula NAP, AC" el ion
acetato y al Cu®*, el ion cobre.

Esquema 1
| .'/- -‘\‘. o |: 0 | |
: Vi o+ ~I - = —=
NG A I PPN ,f'-:x.* Ca. P 5N
a_) B e i d oe l_!--" "“\-\.U R "H.:.E-l ln.f’-’ R
, { 2 ‘
1 5 6 7 Sounv

8
En el esquema 1 se observa que 2 acepta el ion H*, por lo tanto se produce la
desprotonacion de 1 generando estructuras resonantes 5 a 7, posteriormente el cobre
interacciona mediante fuerzas atractivas electrostaticas, formando la sal NAP-Cu.
6.1.1 Control de calidad del NAP
Inicialmente se realiz6 la caracterizacion por IR. El espectro de IR se muestra en

la Figura 6.1 y en el anexo 2 se presenta el certificado de calidad del NAP que fue
utilizado como materia prima para la sintesis de la sal NAP-Cu.
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Figura 6.1 Espectro IR de NAP.

En el espectro IR se observa en 3212.47 cm™, una banda ancha de vibracién de
tensién del grupo OH, que pertenece al grupo funcional &cido carboxilico. Entre
1228.05 y 1303.88 cm™ se encuentran las bandas intensas, debida al
alargamiento C-O, teniendo en cuenta que para éteres del tipo Ar-O-CHjz se
presenta una tension asimétrica C-O-C, y una vibracion simétrica mas débil, entre
1028.22 y 1071.63 cm™. La absorcién de alta frecuencia por alargamiento C-H del
carbono sp3, se observa en el espectro entre 2938.50 y 2974.36 cm™; en
3000.52 cm™ se encuentra la sefial que corresponde a la absorcion por
estiramiento C-H del carbono Sp® Para enlaces dobles C=C la sefial por
conjugacion se encuentra a 1603 cm™ y la banda que corresponde al alargamiento
del enlace C-C aparece a 1630 cm™.

Entre 819 y 875,19 cm™ se observa la flexion, fuera del plano del enlace, C-H
pertenecientes a los anillos aromaticos, este tipo de absorciones son internas. La
sefial de tension del grupo carbonilo (C=0) se observa en 1728,36 cm™. La sefial
que indica los sobretonos correspondientes al enlace C-H de los anillos
aromaticos del NAP se observan entre 1925,01 y 2100 cm™. Esta banda presenta
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menor intensidad que las anteriormente descritas debido a que el momento dipolar
del enlace es pequefio y por lo tanto la vibracion de estiramiento y de deformacién
del enlace va a ser baja, en consecuencia se observa en ambos espectros bajas
intensidades de absorcion para este tipo de enlace (Morrison, 1998).

6.1.2 Descripcién Fisica de la sal NAP-Cu

La sal NAP-Cu es un polvo fino de color verde esmeralda, inoloro
Rendimiento: 50 %

Punto de fusién: 250,05 °C

Figura 6.2 Descripcion Fisica de la sal NAP-Cu.
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6.1.3 Caracterizacion de la Sal NAP-Cu por IR

En la figura 6.3 se presenta el espectro de la sal NAP-Cu.
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Figura 6.3 Espectro IR de la sal NAP-Cu.

En el espectro IR de la sal NAP-Cu, se observa como la banda en 3212,47 cm™,
que corresponde a la vibracion de tension del grupo OH, en el NAP (Figura 6.1),
desaparece; ademas el espectro de IR de NAP-Cu presenta una disminucion en el
namero de onda de las sefiales con respecto al del NAP, por ejemplo la sefial que
corresponde a la frecuencia de vibracion del carbonilo (C=0), se desplaz6 hasta

un numero de onda de 1586.41cm™

- e €]
ﬁ CO: :0: HoH
/C\.. 3 ll - é - ('|_‘,
R 0@ R \56 NG R \6

Esquema 2
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(Vollhardt, 2000)

Es posible que la disminucion del nimero de onda con respecto a las bandas se
deba a que el par de electrones al conjugar con el grupo carbonilo por efecto
electrodonante, aumenta el caracter simple del grupo C=0 y de esta manera baja
la frecuencia de estiramiento.

Entre 1213.29 y 1230.0 cm™ se observa las bandas intensas correspondientes a la
vibracion de tension del enlace C-O-C, también la absorcion de alta frecuencia por
alargamiento C-H del carbono Sp®, se observa en el espectro de NAP-Cu en
2362.02 cm® y en 2963.44 cm® se encuentran las bandas intensas
correspondientes a la vibracién de tensién del enlace C-H del carbono Sp®. La
sefal correspondiente a la vibracion de tension del enlace C=C de los anillos
aromaticos de NAP-Cu aparece alrededor de 1505.97 cm™. Entre
817.30 y 856.5 cm™ se con conserva la sefial con respecto a la del NAP vy
corresponde a la flexién, fuera del plano del enlace, C-H de los anillos aroméaticos.
Finalmente con este andlisis se puede concluir que el espectro IR del NAP-Cu
tiene algunos cambios con respecto al espectro IR del NAP. Se resalta la ausencia
de la banda del enlace O-H correspondiente al grupo carboxilico del NAP,
confirmando la formacién del enlace i6nico entre Cu®* y el NAP en su forma iénica.

6.1.4 Caracterizacion del la Sal NAP-Cu por RMN *H

En la figura 6.4 se presenta el espectro RMN *H del NAP. Entre 7.0 y 8.0 ppm se
observa tres sefiales que corresponden a los protones de los anillos aroméaticos; a
7.74 y 7.69 ppm se encuentran los protones mas desplazados, posteriormente se
observa las sefales 7.44 y 7.41 ppm vy finalmente a 7.20 y 7.10 ppm se
encuentran las sefales correspondiente a los protones que presentan menor
desplazamiento. Entre 3.90 y 3.83 ppm se encuentra un singulete que integra para
3 protones y que corresponde a los protones unidos al grupo metoxilo (O-CH3) y
en este desplazamiento también se encuentra un cuarteto que integra para 1
protén, y la sefal entre 1.56 y 1.54 ppm es un singulete e integra para tres
protones y corresponde a los protones del CHs.
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En la figura 6.5 se observa el espectro RMN *H del NAP-Cu.

g 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 6.5 Espectro RMN 'H de la sal NAP-Cu.
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En el espectro de RMN 'H, del NAP-Cu se observa las sefiales correspondientes
a los protones de los anillos aromaticos entre 7.0 y 8.0 ppm, estas sefales se
encuentran en la misma zona, con respecto espectro RMN H, del NAP. Entre
3.90y 3.83 ppm se observa las sefiales que corresponden a los protones unidos al
grupo metoxilo (O-CHy), el desplazamiento se debe a que este grupo se encuentra
unido directamente con el oxigeno (atomo electronegativo) que produce
desapantallamiento al disminuir densidad electronica alrededor de los protones
que hacen parte del grupo metoxilo, y por lo tanto absorben a campo bajo
(Morrison, 1998); se considera que en este mismo desplazamiento se encuentra
un cuarteto que integra para 1 protén; la sefial que se encuentra entre 0.8-2.2 ppm
corresponde a los protones unidos grupo metilo (-CHs), y el proton que hace parte
del grupo carboxilico no se visualiza en el espectro ya que se encuentra entre
10.5 y 13.0 ppm. Como se puede observar las sefiales del espectro RMN *H de la
sal NAP-Cu, no se tienen la suficiente resolucion, para definir la integracion, esto
se debe a que las impurezas presentes en la muestra interfieren en la toma del
espectro y por lo tanto en la definicién de las sefiales obtenidas.

6.1.5Caracterizacion de la Sal NAP-Cu mediante Anéalisis Elemental

El analisis elemental es una herramienta que aporta informacion del porcentaje de
cada elemento en la molécula. Para realizar un analisis, del cambio que present6
la molécula de NAP con respecto a la sal NAP-Cu, haciendo referencia a dichos
porcentajes, a continuacion se presenta los resultados de analisis elemental tanto
experimental y el obtenido tedricamente para la molécula de NAP y para el
compuesto sintetizado NAP-Cu.
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Tabla 6.1 Analisis Elemental de NAP y la Sal NAP-Cu.

Porcentajes Obtenidos Experimentalmente Porcentajes Calculados Tedricamente

NAP NAP-Cu NAP NAP-Cu

Carbono:72,10 % Carbono: 65,15% Carbono:73,026% Carbono: 64,42%

Oxigeno:21,81 % Oxigeno: 20,845% Oxigeno:18,39%

Hidrégeno: 6,09 % Hidrégeno: 5,12% Hidrégeno: 6,129% Hidr6geno:5,02 %
*Cobre (Cu *): 11,26% Cobre (Cu®):12,17%

*Resultado obtenido experimentalmente

Teniendo en cuenta las estructuras moleculares de NAP y NAP-Cu, los
porcentajes calculados  tedricamente son muy similares a los obtenidos
experimentalmente; este resultado demuestra la concordancia entre el porcentaje
de cada elemento y la estructura molecular propuesta para la sal NAP-Cu.

Cuando se incorpora Cu®* a la molécula de NAP, se forma la sal NAP-Cu
mediante enlace i6nico y en consecuencia se presenta una disminucion en los
porcentajes de cada elemento, como se indica en la Tabla 6.1.

6.1.6 Cuantificacién de cobre por espectroscopia de Absorcién Atémica

Finalmente para obtener conocimiento acerca del porcentaje de cobre incorporado
en la molécula, de NAP-Cu, se realiz6é la cuantificaciéon del metal por absorcion
atomica. Obteniendo los siguientes resultados.
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Figura 6.6 Curva de calibracion para cuantificar Cu®*

En la Figura 6.6 se presenta la curva mediante la cual se obtiene la ecuaciéon de
la recta y teniendo en cuenta la absorbancia de la muestra (0.058), se calcula la
concentracion de cobre:

Abs = 0,007[Cu®"] -0,100

_0,100+0,058_
0,007

[Cu® 22,571mg/L

Esta concentracion es utilizada para calcular el porcentaje de cobre en 1g de
muestra que fue sometida a proceso de digestion, en este calculo se tendra en
cuenta el factor de dilucion,

C.V1=C,V, (EC 61)

C1x 0.2 mL=22.571 mg/Lx 10 mL

22571mg, 4 o

Cl=—L — "=1128.55 mg/L

0,2ml

41



1128.55mg,100mL, 1L, 1g 4 100%
L 1000mL 1000mg lgmuestra

= 11,26 % de metal en la muestra

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis elemental tedrico, el cual
indica un porcentaje de 12,17 % de cobre en la muestra de la sal NAP-Cu, y el
porcentaje de cobre obtenido de la cuantificacion por absorcion atomica, de una
muestra del compuesto sintetizado, previamente sometido a un proceso de
digestion se obtiene un porcentaje cercano al valor teorico, por lo cual se puede
concluir que el 11,26% de cobre fue incorporado a la molécula y ademas, este
resultado coincide con el porcentaje que deberia tener la estructura molecular
propuesta para la sal NAP-Cu.

El porcentaje de carbono, calculado a partir de la estructura molecular propuesta
para la sal NAP-Cu, coincide con el porcentaje obtenido mediante la técnica de
analisis elemental, de igual manera ocurre con el porcentaje de oxigeno e
hidrogeno. Cabe resaltar que el porcentaje de cada elemento disminuye una
proporcién debido a la incorporacién de Cu?*.

Todo el proceso de caracterizacion y el respectivo analisis, se realizé con el fin de
identificar los grupos funcionales, presentes en la sal NAP-Cu de tal manera que
se puede sustentar la estructura molecular propuesta para este compuesto
sintetizado.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion de la sal NAP-Cu, indican que el
atomo de cobre (Cu?) fue incorporado a la molécula de NAP para formar el
compuesto sintetizado (sal NAP-Cu). En el espectro (IR), se observa que la sefial
correspondiente al grupo (OH), desaparece debido a que en esta posicion se
incorpora el Cu?* para formar un enlace iénico con el oxigeno del grupo funcional
acido carboxilico. Adicionalmente mediante RMN 'H, se observé que las sefiales
caracteristicas correspondientes a los tipos de protones de la molécula de NAP, se
mantienen en la molécula de la sal NAP-Cu, y el analisis elemental aporta
informacion acerca de los porcentajes de C, H y O presentes en la molécula de
NAP-Cu, estos valores coinciden con los porcentajes calculados tedricamente y
finalmente mediante la cuantificacion por espectroscopia de Absorcion atomica se
obtuvo que el porcentaje de cobre incorporado en la molécula fue de 11,26%.
Teniendo en cuenta estos resultados a continuacidon se propone la siguiente
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estructura quimica, con el peso molecular y el porcentaje de cada atomo presente
en la molécula.

O\

O )
2+
o oo

Chemical Formula: CogH25CuOg
Exact Mass: 521,10
Elemental Analysis: C, 64.42; H, 5.02; Cu, 12.17; O, 18.39

Esta estructura se obtuvo de un software, utilizado para el disefio de estructuras
guimicas. El andlisis elemental reportado a través del software, teniendo en cuenta
la estructura molecular propuesta para el compuesto NAP-Cu, indica los
porcentajes de cada atomo implicado en la estructura, y comparando con el
analisis elemental que se realiz6 a la sal NAP-Cu sintetizado, los porcentajes son
muy similares. El porcentaje de cobre (Cu?*) obtenido mediante cuantificacién por
espectroscopia de Absorcion Atomica 11,26% es cercano al reportado
tedricamente, cuyo valor es 12,17%.

A continuacién se presenta una caracterizacion fisica y quimica del compuesto:

6.1.7 Propiedades Fisicas y Quimicas

Formula molecular: C,gHosCuOg

Masa Molar: 522,05g-mol™

En conclusién, los resultados de la caracterizacion de la sal NAP-Cu, indica que se
obtuvo el compuesto y que la estructura quimica propuesta es la mas adecuada.
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6.2 ETAPA 2. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE LA SAL NAP-Cu

A pH 1.2, FUERZA IONICA (u) 0.15 mol-L* Y A DIFERENTES
TEMPERATURAS DE ESTUDIO

6.2.1 Obtencion de la curva de calibracién empleando la metodologia

analitica al ultravioleta para la cuantificacion de la sal NAP-Cu en
medio acuoso

Para obtener la curva de calibracién a emplear en la cuantificacion de la sal NAP-
Cu en medio acuoso (pH 1.2 y p 0.15 mol-L™Y), se utilizé el método analitico de
espectrofotometria UV, teniendo en cuenta que la sal NAP-Cu en su estructura
molecular presenta grupos croméforos compatibles (naftilo y carbonilo), los cuales
permiten obtener una adecuada absorcion en la regién UV (Mora, 2006).

A continuacion se presentan los resultados de los parametros evaluados para la
curva de calibracion y se realiza el analisis correspondiente de los mismos.

6.2.1.1 Especificidad

Como se observa en la Figura 6.7, la solucién buffer pH 1.2 y x 0.15 mol-L™* no
presenta ningun tipo de absorcion en el intervalo de 200 a 350 nm. El maximo de
absorcién (Amax) para la sal NAP-Cu en este sistema solvente fue de 229,20nm,
considerando que este pico permiti6 obtener un valor de absorbancia intermedio

en el intervalo entre 0.150 y 0.850, adecuado para el cumplimiento de la ley de
Lambert y Beer, como se indica en la Figura 6.8.

2429
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No. PV Wavelength Abs.
1 (] 340,90 0,029
2 ()] 308,30 0,029
3 (4] 339,40 0,024
4 (4] 304,80 -0,004
5 (4] 259,20 0,000

Figura 6.7 Espectro UV de la solucién Buffer pH 1.2 y p 0.15 mol L™

En la validacion de una metodologia analitica para la cuantificacion de NAP en
estudios de solubilidad en medios acuosos y reparto liquido/liquido mediante
espectrofotometria ultravioleta, Mora y colaboradores reportaron una la longitud de
onda de maxima absorcidon para este farmaco de 229 nm en medio acuoso a pH
1.2 y fuerza i6nica 0.15 mol-L™. Al comparar este valor con el obtenido para la sal
NAP-Cu y bajo

las mismas condiciones no se presentaron diferencias
considerables en la longitud de onda de maxima absorcion para la sal NAP-Cu, la
cual fue de 229.20 nm.
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No. PV Wavelength Abs.
1 @ 365,80 0,004
2 @ 363,80 0,004
3 @ 328,20 0,017
4 @ 315,80 0,019
5 @ 271,80 0,052
6 ()] 262,80 0,052
7 (O] 229,20 0,561
8 (4] 364,60 -0,001
9 O 324,20 0,016
10 O 306,00 0,014
11 O 296,40 0,017
12 O 267,20 0,049
13 O 255,80 0,047

Figura 6.8 Espectro UV del NAP-Cu en buffer pH 1.2 y u 0.15 mol-L™* (Concentracion 1.5 ug/mL).

De otro lado, en la Tabla 6.2 se reportan las observaciones realizadas al comparar
los espectros de absorcion molecular al UV del compuesto NAP-Cu, expuesto a
condiciones de estrés como exposicion a la luz solar (Figuras 6.9 y 6.10), y el

obtenido para la solucibn envasada en un recipiente ambar, es decir

proteccion a la luz solar (Figura 6.10).
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No. PV Wavelength Abs.
1 (O] 340,30 0,016
2 (T 305,40 0,025
3 (T 227 60 0,611
4 (T 200,40 0,268
5 O 339,70 0,016
§ O 305,90 0,018
7 O 303,50 0,018
8 O 204,00 0,210

Figura 6.9 Espectro UV de la muestra resultante de la exposicién a luz solar, envasada en frasco
de vidrio transparente, en buffer pH 1.2 y 1 0.15 mol-L™* (Concentracion 1.1ug/mL de NAP-Cu).
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nm.
No. PV Wavelength Abs.
1 (0] 340,30 0,016
2 " 305,40 0,025
3 @ 227,60 0,611
il @ 200,40 0,268
5 (1] 339,70 0,016
6 O 305,90 0,018
7 O 303,50 0018
8 O 204,00 0,210

Figura 6.10 Espectro UV de la muestra resultante de la exposicidn a luz solar, envasada en frasco
de vidrio ambar, en buffer pH 1.2 y 1 0.15 mol-L™ (Concentracion 1.1 ug/mL de NAP-Cu).



Tabla 6.2. Observaciones de la comparacién de los espectros de absorcién de las soluciones de
NAP-Cu en buffer pH 1.2 (x 0.15 mol-L™), expuestos a la luz y protegidos de la luz, en recipiente
de vidrio &mbar.

Solucién de 1.1pg/mL de NAP-Cu en buffer pH 1.2 (2 0.15
mol-L™)

Envasada en frasco de vidrio Envasada en balén de
ambar vidrio transparente

Condiciéon de estrés

Duracion

(dias) 4 4

No hubo alteracién en la forma | La sefial de méaxima
o del espectro. Este presenta una | absorcion presenta una
Exposicion a ligera disminucion del valor de | disminucién considerable
luz solar .. | absorbancia a 229.20 nm, | en el valor de
Observacién - .
respecto al de la solucion de | absorbancia y se
NAP-Cu sin degradar. encuentra deformado con
respecto al espectro
patron.

De acuerdo con la descripcion realizada en la Tabla 6.2, las muestras de la sal
NAP-Cu en el sistema acuoso (pH 1.2 y x 0.15 mol-L™), se deben proteger de la
luz solar durante el desarrollo del estudio de solubilidad para evitar la
descomposicion del compuesto y la posible generacibn de productos de
degradacion que alteren la absorbancia generadas por el NAP-Cu y que por lo
tanto, puedan afectar la especificidad de la metodologia analitica.

Estudios anteriores han reportado que cuando se exponen soluciones acuosas
(pH 1.2 y x 0.15 mol-L™) del NAP a una temperatura de 40 °C, el farmaco
permanece estable y no se originan productos de descomposicion, de tal forma
gue esta informacion se tuvo en cuenta para la realizacién del presente trabajo,
indicando con ello que no existen otros compuestos que puedan interferir con la
sefal producida por la sal NAP-Cu (Mora et al., 2006).

Por lo anterior, la metodologia analitica cumple con el parametro de especificidad.

6.2.1.2 Linealidad

A continuacion se presenta la representacion grafica y la ecuacion de la regresion
lineal de la curva de calibracion para la cuantificacion del compuesto NAP-Cu en el
sistema buffer pH 1,2 y fuerza iénica 0.15 mol-L™.
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Figura 6.11 Gréfica de linealidad para NAP-Cu en buffer pH 1.2 y p 0.15 mol-L™" a 229,2 nm.

Para el parametro de linealidad, se obtuvo un coeficiente de correlacion (r) de
0,99867; con el fin de verificar la regresion lineal se determiné el estadistico t de
Student para r y la pendiente (b) (Tabla 6.3).

Prueba t Student:

e Hipdtesis nula (Hy): no existe una correlacion significativa entre las dos
variables: concentracion (x) y absorbancia (y).

e Hipdtesis alterna (H;): Existe una correlacion significativa entre las dos
variables: concentracion (x) y absorbancia (y).

Tabla 6.3. Parametros estadisticos para la linealidad de NAP-Cu en buffer pH 1,2 y u 0.15 mol-L™.

. Desviacion | Hipdtesis | Hipotesis .
Parametro Valor estandar nula alterna texp ttab(16;0.05)
Intercepto 1.774 2.120

) -0.01166 0.00657 (Sa) Ho: a=0 Hy: 0#0
Pendiente 4.922 x10° Ho: B=0 Hi: B#0 77.533 2.120

0.38159

(b) (Sh)

Corr(z:;imon 0.99867 ) Ho: r =0 Hi:r#0 77.533 2.120
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Tanto para la pendiente (b) como para el coeficiente de correlacion (r), el valor de t
experimental fue mayor que el t de la tabla (77.533 > 2.120), en consecuencia se
rechaza la hipotesis nula (Ho: r = 0y Ho: B = 0) y se acepta que existe una
correlacion significativa entre las dos variables, concentracion (x) y absorbancia (y)
con una confiabilidad del 95 %. De esta forma se evidencia que tanto r como b son
diferentes de cero, indicando con ello que existe regresion lineal entre la
concentracion y la absorbancia.

Este resultado obtenido fue confirmado por el ANOVA para el coeficiente de
regresion (Tabla 6.4):

Prueba de Fisher:

e Hipdtesis nula (Hy): no existe diferencia significativa entre las respuestas
(absorbancia) al variar la concentracion.

e Hipotesis alterna (H,): existe diferencia significativa entre las respuestas
(absorbancia) al variar la concentracion.

Tabla 6.4. Cuadro de ANOVA para NAP-Cu en buffer pH 1.2y y 0.15 mol-L ™.

l\:/ifgggﬁ Grados de Sumatoria de Cuadrado Medio E .
Libertad Cuadrados (S.C.) (C.M.) exp tab
(F.V)
(G.L)
Regresion 1 1.10663 1.10663 6011.41 | 4.49
Error 16 2.94541 x 10° 0.000184088 - -

Se obtuvo un valor de F mayor al tabulado (6011.41 > 4.49), rechazandose la
hipétesis nula, por lo tanto, con un 95 % de confianza, existe diferencia
significativa entre las respuestas (absorbancia) al variar la concentraciéon
(Montgomery, 2004).

El valor de t experimental para el intercepto (a) fue menor al t tabulado (1.774 <
2.120), por lo tanto no se rechaza la hipétesis nula (Ho: a = 0), con una
confiabilidad del 95 %, lo que indica que la recta presenta un intercepto que no es
significativamente diferente de cero. Ademas se calcul6 el limite de confianza para
el intercepto, el cual contiene al origen (cero), demostrando asi que existencia
convergencia al origen (Tablas 6.3y 6.5).
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Tabla 6.5. Intervalos de confianza (1 — a = 0.95) para el intercepto y la pendiente de la curva de
calibracién de NAP-Cu en buffer pH 1.2 y p 0.15 mol-L™.

Limite de confianza

Parametro ; Limite de confianza inferior
superior
Intercepto (a+t * Sa) 0.002276 -0.025591
Pendiente (b £t * Sh) 0.392022 0.371154

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y el analisis estadistico realizado se
demuestra que la metodologia analitica para la cuantificacion de la sal NAP-Cu en
buffer pH 1.2 y 1 0.15 mol-L™, cumple con el pardmetro de linealidad, en el rango
de concentraciones definidas.

6.2.1.3 Precisién

6.2.1.3.1 Repetibilidad del instrumento y del método

Para analizar la variacion de las mediciones, obtenidas con el instrumento de
medida (espectrofotometro), se obtuvo el coeficiente de variacion de las 10
lecturas de una solucibn de NAP-Cu de 1.1 pg/mL en buffer pH 1.2
(u 0.15 mol-L™), cuyo valor fue de 0.138 %:; el cual no es mayor al porcentaje
definido como maximo en la literatura, generalmente se reporta un valor maximo
del 1 % (Green, 1996).

En cuanto a la repetibilidad del método, el coeficiente de variacién para las 6
soluciones de NAP-Cu en buffer pH 1.2 (u 0.15 mol-L™), fue de 1.339 %, valor
acorde con el maximo permitido que se encuentra entre el 2 y el 3 % (Green,
1996). Considerando estos resultados se puede afirmar que la metodologia
cumple con el parametro de repetibilidad.

6.3 Determinacién de la solubilidad de la sal NAP-Cu en medio acuoso

Considerando que la solubilidad es definida como la concentracion de soluto en
una disolucién saturada a una determinada temperatura y presion constante, la
cual se determina en presencia de soluto sin disolver en un medio solvente
definido, en el caso del presente estudio se obtuvo la solubilidad de la sal NAP-Cu
a condiciones fisiolégicas de pH y fuerza i6nica (pH: 1.2; p: 0.15 mol-L") y a
diferentes temperaturas (25.0, 30.0, 35.0 y 40.0 = 0,1 °C). También es importante
tener en cuenta que para determinar la solubilidad de la Sal NAP-Cu, es
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necesario, obtener datos en un intervalo de temperaturas para analizar la variacion
de la temperatura con respecto al tiempo.

Esta propiedad fisicoquimica se puede expresar en distintas unidades de peso o
volumen de disolvente o de disolucion (Vila, 1997). En este caso la solubilidad del
compuesto sintetizado se expresa en términos de molaridad (C), la cual es una
unidad de concentracion volumétrica de uso comun en el campo farmacéutico y en
guimica analitica, y ademas puede convertirse a porcentaje peso a volumen,
facilitando asi la presentacién de los resultados (Mora, 2006).

Una de las unidades de concentracidon mas utilizadas en experimentacion y en
aplicaciones termodinamicas es la escala de fraccion molar (X) debido a que
suministra una medida de las proporciones relativas de moles de cada
constituyente de la solucion, y permite expresar relaciones directas entre el
namero de moléculas de soluto y de solvente en una muestra (Martin et al., 1993).

En el presente estudio no se pudo expresar la solubilidad del compuesto NAP-Cu
en fraccién molar, ya que no se disponia de los valores de densidad de la solucién
saturada de soluto a cada una de las temperaturas de estudio. Para determinar
dichas densidades se requeria un densimetro con control de temperatura, equipo
que no se encuentra en el laboratorio donde se llevo a cabo la experimentacion.

Otra manera de expresar la concentracion es en partes por millébn, que es
frecuentemente empleada en andlisis quimico. Cuando esta medida se aplica a
disoluciones acuosas diluidas, practicamente coinciden con los gramos por millén
de mililitros de disolucion. Como en un kg hay 1 millon de mg y 1 litro pesa
aproximadamente 1 kg se emplea corrientemente como expresién equivalente a
mg/L o pg/mL (Brown, 1977). Esta unidad de concentracion también fue utilizada
para expresar los valores de solubilidad del compuesto NAP-Cu en el medio
acuoso de estudio.

En las Tabla 6.6 se presentan los resultados obtenidos de la solubilidad del
NAP-Cu, en buffer pH 1.2 y fuerza i6nica 0,15 mol-L, en funcién de la
temperatura expresada en escala de partes por millén (ug/mL).

Tabla 6.6. Solubilidad experimental de NAP-Cu en funcién de la temperatura (£ 0.1 °C), en buffer
pH 1.2 y fuerza iénica 0,15 mol-L™, expresada en pg/mL.

Solubilidad de NAP-Cu (pg/mL)
Temperatura —

(°C) Promedio Desviacion Coef(ljcgente

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 estandar S

variacion

25.0 2.88 2.85 2.75 2.83 0.066 2.3%
30.0 3.15 341 3.01 3.19 0.202 6.3%
35.0 3.51 3.56 3.84 3.64 0.180 5.0%
40.0 4.15 4.19 4.26 4.20 0.058 1.4%

52



Los valores de solubilidad se calcularon a partir de los valores de absorbancia
obtenidos, los cuales fueron interpolados en la curva de calibracion que se elabor6
previamente (Figura 6.13), obteniendo de esta manera concentraciones en ug/mL.
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Figura 6.12 Solubilidad de NAP en medios acuosos: buffer pH 1.2, u 0.15 mol-L-1 y buffer pH 7.4,
p 0.15 mol-L-1, en fraccion molar, en funcion de la temperatura.

Como se puede evidenciar en la figura 6.12, la solubilidad de la sal NAP-Cu
(ug/mL) aumenta con el incremento de la temperatura (°C), indicando que la
disolucién de este compuesto en el medio solvente en estudio es endotérmico, es
decir, se requiere del suministro de energia para que se lleve a cabo este proceso.

Los datos de solubilidad tienen un comportamiento lineal con un coeficiente de
determinacién R? de 0.990, por lo cual fue posible aplicar el tratamiento de
van’tHoff para determinar los parametros termodinamicos correspondientes, como
se explicara mas adelante.

En la Tabla 6.7 se muestran los datos obtenidos de la solubilidad del NAP-Cu, en
buffer pH 1.2 y fuerza iénica 0,15 mol-L™, en funcién de la temperatura expresada
en molaridad (mol-L™). La solubilidad del NAP-Cu en molaridad se calculé a partir
de la concentracion expresada en pg/mL y utilizando la masa molar del compuesto
sintetizado (522.05 g-mol™).
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Tabla 6.7. Solubilidad experimental de NAP-Cu en funcién de la temperatura (x 0.1 °C), en buffer
pH1.2, fuerza iénica 0,15 mol-L™, expresada en molaridad (C).

Solubilidad de NAP-Cu (mol-L™)
Temperatura —

(°C) Promedio Desviacién Coefgzente

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 estandar S

variacion

25.0 551x10° | 5.46x10° | 5.27x 10° | 5.42x 10° | 1.264 x 10 2.3%
30.0 6.04 x 10° | 6.53x10° | 5.76 x 10° | 6.11x 10° | 3.877 x 10" 6.3%
35.0 6.73x 10° | 6.82x10° | 7.37x10° | 6.97 x 10° | 3.450 x 10 5.0%
40.0 7.95x10° | 8.03x10° | 8.17x 10° | 8.05x 10° | 1.107 x 10" 1.4%

De acuerdo con los resultados de solubilidad presentados en la Tabla 6.7 se
puede apreciar que la sal sintetizada es muy insoluble en solventes acuosos, en
este caso en buffer pH 1.2 y fuerza i6nica 0,15 mol-L™, indicando que el NAP-Cu
es un compuesto de naturaleza lipofilica.

Este comportamiento se puede explicar inicialmente teniendo en cuenta las
caracteristicas fisicas del compuesto sintetizado. El NAP-Cu es un sélido (polvo
fino), que tiene un punto de fusiébn de 250,05 °C, por lo tanto el proceso de
disolucion estaré afectado por las fuerzas atractivas del solido, es decir, el primer
paso que se va generar es la fusién del solido, seguida de la mezcla con el
disolvente. El alto punto de fusion de la sal NAP-Cu indica que las interacciones
intramoleculares de cohesién son tan fuertes que el compuesto requiere energia
pare vencer esas fuerzas cohesivas, de tal manera que las moléculas del soluto
(NAP-Cu), interactien mas facilmente con las moléculas del solvente (buffer pH
1.2 y 1 0,15 mol-L™) (Vila, 1997).

Otro aspecto a considerar, es que a pesar de que la sal NAP-Cu se form¢ a través
de un enlace iénico, es decir hay iones disponibles mediante los cuales se puede
establecer una interaccion ion-dipolo entre el solvente acuoso y el soluto
favoreciendo el proceso de solvatacién; a la condicion de pH 1.2 a la cual fue
sometida la sal durante el estudio, estaria predominando la forma no ionizada del
NAP-Cu, generando iones Cu?* libres en solucién acuosa. Estos iones tienen la
capacidad de crear un campo eléctrico a su alrededor de tal manera que alteran la
estructura del agua (dipolar), estableciendo una interaccion electrostatica del tipo
ion-dipolo y en consecuencia reduciendo la cantidad de agua disponible para el
proceso de disolucion de la sal NAP-Cu. Por lo tanto, la disminucién en la
solubilidad de la sal NAP-Cu pudo ser producida por un efecto salino interno
negativo conocido como salting out (Vila, 2001).

De otro lado, es importante mencionar que la sal NAP-Cu contiene dos grupos
aromaticos naftilo y dos grupos metilo alrededor del ion metalico (Cu?),
provenientes del NAP, los cuales le confieren caracteristicas apolares a toda la
molécula, mas el radical metilo que hace parte del grupo metoxilo (Figura 6.15).
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Las interacciones hidrofébicas, que se producen mediante fuerzas de Van der
Waals entre las partes apolares de las moléculas de NAP-Cu, excluyen a
moléculas polares y por lo tanto la disolucion del NAP-Cu en solventes acuosos
estara desfavorecida (Dickerson, 1992).

Entre los factores que afectan la solubilidad de un compuesto, se encuentran el pH
y la temperatura, y con el fin de determinar la solubilidad del compuesto
sintetizado en condiciones fisiolégicas, el estudio se realizd en un sistema buffer
pH 1,2 (pH del estbmago) y a un rango de temperatura entre 25y 40°C.

El compuesto NAP-Cu es una sal que proviene de la reaccion entre el NAP que es
un acido débil y el acetato de cobre (Il), que es la base conjugada del acido
acético. Por lo tanto, la sal obtenida es un electrolito débil y en solucion acuosa
van a coexistir en equilibrio especies no disociadas y disociadas.

A"+ H,O = HA + OH"

En el esquema anterior se puede observar que si se disminuye el pH de la
disolucién mas cantidad de especies disociadas (A’), se convertirAn en especies
no disociadas (HA), de acuerdo con el principio de Le Chatelier (Sokolosky, 2000).
Teniendo en cuenta que la sal en solucion se comporta como una base débil, su
solubilidad est& influenciada por el pH del medio acuoso en el que se disuelve,
razon por la cual en la Tabla 6.7 se evidencia la baja solubilidad del compuesto
cuando éste se encuentra en un medio muy acido como lo es en agua a pH 1.2.

En la Tabla 6.8 y en la Figura 6.13 se presenta una comparacion entre los valores
de solubilidad del NAP y el NAP-Cu en buffer pH 1.2 y fuerza i6nica 0.15 mol-L™,
expresada en molaridad (C). Los dos compuestos bajo estas condiciones estan
preferiblemente como especie molecular y por lo tanto, su interaccion con el agua
es debida basicamente a la formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos
polares de la molécula (carbonilo, hidroxilo y metoxilo) y los atomos de oxigeno e
hidrogeno del agua. En el caso del NAP la constante de disociacion es de 4.1 (pKa
corregido a fuerza i6nica de 0.15 mol-L™) (Mora, 2006).

Sin embargo, se puede observar que el NAP-Cu es mas insoluble en medio
acuoso a pH 1.2, que el NAP. La solubilidad de la sal NAP-Cu para las
temperaturas de 25.0 °C y 30.0 °C disminuyd en un orden de magnitud y a 35.0 °C
y 40.0 °C hasta en dos ordenes. Esto se explica porque en la estructura quimica
del compuesto NAP-Cu se tienen dos grupos aromaticos naftilo y dos grupos
metilo que se encuentran alrededor del ion cobre (Cu?"), y dos radicales metilos
del grupo metoxilo (Figura 6.15), generando interacciones hidrofébicas que
nofavorecen las interacciones entre el soluto y las moléculas de solvente (agua).
Este hecho también explica el por qué el punto de fusion para la sal NAP-Cu
(250,05 °C) fue mas alto que el reportado en la literatura para el NAP, el cual es
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de 152 °C — 154 °C (O'Neil et al., 2013). Como se conoce, entre mayor sea el

punto de fusidbn de un compuesto poco polar menor sera su solubilidad en medio
acuoso.

Tabla 6.8. Solubilidad experimental de NAP y NAP-Cu en funcién de la temperatura (+ 0.1 °C), en
medio acuoso a pH 1.2 y fuerza iénica 0,15 mol-L™, expresada en molaridad (C)

Compuesto Solubilidad de NAP-Cu (mol-L™)
25.0 °C 30.0 °C 35.0 °C 40.0 °C
NAP (a) 8.28 x 10® 9.69 x 10® 1.169 x 10™ 1.493 x 10™
NAP-Cu 5.42 x 10° 6.11 x 10° 6.97 x 10° 8.05 x 10°
(@) Tomado de Mora, 2006.
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Figura 6.13 Solubilidad experimental de NAP y NAP-Cu en funcién de la temperatura (+ 0.1 °C), en
medio acuoso a pH1.2 y fuerza iénica 0,15 mol-L?, expresada en molaridad (C).

En la literatura cientifica se reporta que la solubilidad del NAP expresada en
molaridad es baja en medios acuosos (buffer pH 1.2 y pH 7.4 a p 0,15 mol-L™),
con respecto a la obtenida en solventes organicos como cloroformo, octanol y
miristato de isopropilo. Al comparar los resultados de solubilidad del NAP a pH 1.2
y pH 7.4, se observa que la solubilidad en medio acuoso a pH 7.4 es
considerablemente mayor que la obtenida a pH 1.2 (especie molecular 99.87 %),
lo cual se explica porque a pH 7.4 las moléculas del farmaco estan en un 99.95 %
como especie disociada, de tal forma que pueden ser facilmente solvatadas por el
agua mediante fuerzas de interaccion ion-dipolo. Ademas, forman enlaces de
hidrogeno con el agua, mediante los grupos carbonilo y metoxilo presentes en las
moléculas de este principio activo. Todas estas interacciones conducen a que la
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solubilidad del NAP en este medio se incremente de manera considerable
(Mora, 2006).

Por ello, seria interesante estudiar a futuro el comportamiento de la solubilidad de
la sal NAP-Cu en medio acuoso a pH 7.4 (u, 0,15 mol-LY) y en solventes
organicos como los mencionados anteriormente, a diferentes temperaturas. Esto
con el fin de explicar el proceso de disolucion a nivel de las interacciones
intermoleculares producidas entre este soluto y los distintos medios solventes.

Para analizar el comportamiento de la solubilidad del NAP-Cu en funcion de la
variacion de la temperatura, a continuacion se consideran las etapas involucradas
en el proceso de disolucion. La sal NAP-Cu es un solido con un alto punto de
fusidon (250,05°C), en consecuencia su disolucién en el solvente se produce en
dos pasos: absorcion de energia por parte del compuesto para convertirse en
liquido y posteriormente la disolucion del mismo (Hanson, 2003).

Teniendo en cuenta el equilibrio que se presenta durante el proceso de disolucion,
es posible construir un grafico de van'tHoff entre el logaritmo natural de la
solubilidad (constante de equilibrio) y el inverso de la temperatura absoluta (K™).
De esta manera, con los datos obtenidos de solubilidad en molaridad (mol-L™) del
NAP-Cu en funcion de la temperatura (K), reportados en la Tabla 6.8,se realiz6 el
grafico de Ln solubilidad en funcion del reciproco de la temperatura absoluta 1/T
(Kh). Para ello se emplearon las cuatro temperaturas experimentales (25.0, 30.0,
35.0 y 40.0 £ 0.1 °C) involucradas en el estudio.

Tabla 6.9. Solubilidad experimental de NAP-Cu en funcion de la temperatura (K), en medio acuoso
a pH 1.2 y fuerza iénica 0,15 mol-L™, expresada en molaridad (C).

Reciproco de Solubilidad de
Temperatura (K) teT/ﬁ)_e(rs_tll;ra NAP-Cu (mol-LY) (a) Ln Solubilidad
313,15 3.19x10° 8.05 x 10° 1,17 x 10"
308,15 3.25x 10° 6,97 x 10° -1,19 x 10*
303,15 3.30x 10° 6,11 x 10° -1,20 x 10*
298,15 3.35x 10° 5,42 x 10 -1,21 x 10*

(a) Valores promedio de solubilidad de la Sal NAP-Cu obtenidos de la Tabla 6.7

En la Figura 6.14 se puede observar un incremento de la solubilidad del NAP-Cu
en buffer pH 1.2 y p 0.15 mol-L™, con el aumento en la temperatura. Ademas, los
datos tienen un comportamiento lineal con un coeficiente de determinacion r? de
0.997, por lo cual fue posible emplear el tratamiento de van’tHoff para determinar
los parametros termodinamicos del proceso de disolucibn como son: entalpia,
entropia y energia libre.

En la ecuacion de van'tHoff, la pendiente es AH /R, siendo AH’g, la entalpia de
disolucion:
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AH°gn= -(pendiente) x 8,3143 J/(K mol) (Ec. 6.3)
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Figura 6.14 Ln Solubilidad de NAP-Cu en buffer pH 1.2, en funcién del reciproco de la temperatura
(K™), molaridad.

Considerando que la unidad de concentracion empleada para la solubilidad es la
molaridad y no la fraccién molar, se calculd la entalpia de disolucién aparente para
el compuesto NAP-Cu en solucion acuosa a pH 1.2:

AH. PP =-(-2461,4 K) x 8,3143 J/(K mol)=20464,8 J-mol™* o0 20,46 kJ-mol™

El valor absoluto deAH;, “’” expresa la magnitud de la variacion de la solubilidad
con la temperatura, y el signo positivo indica que durante el proceso de disolucion
del NAP-Cu en medio acuoso a pH 1.2 hubo absorcién de calor, es decir que el
proceso fue endotérmico.

Este comportamiento se debe al mecanismo por el cual el soluto en estado sélido
se disuelve para pasar al estado de solucion. Una primera etapa a considerar es la
fusién del NAP-Cu en estado solido a soluto en estado liquido, lo cual requiere
suministro de energia. En este caso, la entalpia de fusién del compuesto tendra un
signo siempre positivo (desfavorable), ya que la fusién requiere del aporte de calor
(Vila, 1997). La entalpia de fusion para el NAP-Cu no fue determinada porque no
se disponia de un calorimetro para ello y no estaba considerada dentro del
alcance del presente estudio.

La segunda etapa a tener en cuenta, es en la cual el soluto en estado lliquido se
disuelve en la solucién. Esta etapa incluye la ruptura de las uniones entre las
moléculas del soluto (NAP-Cu) y la separacion de las moléculas del solvente
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(agua), para crear un espacio en el solvente donde se ubique el soluto. Para
romper las uniones entre las moléculas del soluto en estado liquido se necesita
suministro de energia; de igual manera para separar las moléculas del solvente. Si
la fuente de esta energia fue el calor es evidente que para ambos procesos se
requirio absorcion de energia (Sokolosky, 2000). Por lo tanto, el calor de solucién
(AH.. ®"") positivo indica que el proceso de disolucion para la sal NAP-Cu en el
solvente acuoso esta desfavorecido entalpicamente. Esto se debe principalmente
a la alta hidrofobicidad del compuesto NAP-Cu y a la prevalencia de la especie
molecular del mismo a pH 1.2 y p 0.15 mol-L™, como fue explicado anteriormente.

El resultado de AH;, “reportado por Mora (2006) para la disolucion del
Naproxeno en medio solvente acuoso a pH 1.2 y p 0.15 mol-L™ fue de 29.8kJ-mol
! valor que también es positivo al igual que el obtenido para el compuesto
NAP-Cu (20.46 kJ-mol™), indicando que el proceso de disolucién del NAP en este
medio solvente también fue endotérmico, es decir que se absorbe calor en el
mismo.

De acuerdo con la ecuacion 6.3, se calculd la energia libre de disolucion (AG,,, “”
para cada una de las temperaturas de estudio, a partir de los valores de
solubilidad reportados en la Tabla 6.8, en escala de molaridad. De esta manera se
obtuvo la energia libre de disolucion aparente, cuyos valores se reportan en la
Tabla 6.10.

Tabla 6.10. Energia libre aparente para el proceso de disolucion del NAP-Cu en medio acuoso a
pH1.2 y fuerza iénica 0,15 mol-L™*,en funcién de la temperatura (K), expresada en molaridad (C)

Temperatura (K) Temperatura (°C) AG, PP (kJ-mol™) (a)
313.15 40.0 30.54
308.15 35.0 30.42
303.15 30.0 30.26
298.15 25.0 30.06

(@) Calculado empleando los valores promedio de solubilidad del NAP-Cu obtenidos de la Tabla 6.7

Los resultados del cambio en la energia libre de solucion aparente reportados en
la Tabla 6.10, presentan valores positivos, indicando la no espontaneidad del
proceso de solucién, es decir, el soluto tiende a permanecer en su propia fase
(sélida), lo cual se refleja en la baja solubilidad de este compuesto en el sistema
solvente buffer pH 1.2 y fuerza i6nica 0.15 mol-L™.

En el mismo estudio realizado por Mora (2006), se calculd la AG,, " a las
temperaturas entre 25.0 °C y 40.0 °C para el NAP en medio acuoso a pH 1.2y p
0.15 mol-L™?, cuyos valores se presentan en la Tabla 6.11.

Tabla 6.11. Energia libre aparente para el proceso de disolucién del NAP en medio acuoso a
pH1.2 y fuerza idnica 0,15 mol-L™, en funcién de la temperatura (K), expresada en molaridad (C).
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Temperatura (K)

Temperatura (°C)

AG. P (kJ-mol™?) (a)

sin

313.15 40.0 22.94 (0.04)
308.15 35.0 23.20 (0.04)
303.15 30.0 23.294 (0.029)
298.15 25.0 23.298 (0.016)

(a) Datos obtenidos de Mora (2006), con su correspondiente desviacion estandar.
Los resultados para AG,,, “’’ reportados en la Tabla 6.11 son también positivos,
mostrando que el proceso de solucion del NAP en el solvente acuoso a pH 1.2, no
es espontaneo; comportamiento que es similar al obtenido para el NAP-Cu en la
presente investigacion.

Es interesante observar que la magnitud de la energia libre obtenida para la
disolucién del NAP-Cu es mayor a la reportada para el proceso de solucién del
NAP, lo cual concuerda con el comportamiento presentado para la solubilidad de
estos dos compuestos. Como se menciond anteriormente, el NAP es mas soluble
que el NAP-Cu en buffer a pH 1.2, por esta raz6n para este compuesto se obtuvo
menores valores de energia libre en comparacion con los reportados para el
NAP-Cu (Tablas 6-10y 6.11).

Con los datos de AG.,, “” obtenidos a cada temperatura de estudio y el valor de
AH.. P reportado, se calcul6 la entropia de disolucién aparente (AS... “*?). Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.12.

Tabla 6.12. Entropia aparente para el proceso de disolucién del NAP-Cu en medio acuoso a pH
1.2 y fuerza iénica 0,15 mol-L™, en funcién de la temperatura (K), expresada en molaridad (C).

Temp(ir)atura Temperatura (°C) | AS_ PP (J-mol*K™)
313.15 40.0 -32.18
308.15 35.0 -32.31
303.15 30.0 -32.31
298.15 25.0 -32.18

Como se evidencia en la Tabla 6.12, el cambio de entropia en el proceso de
disolucién del NAP-Cu en buffer pH 1.2, presenta valores negativos indicando que
el grado de aleatoriedad o desorden del sistema por la disolucion del soluto en el
medio solvente tiende a disminuir y por lo tanto, ese proceso esta desfavorecido
entropicamente.
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Como se expresé anteriormente, la primera etapa involucrada en el proceso de
disolucién del NAP-Cu en el medio acuoso, fue la fusion del soluto, la cual produce
un aumento de la entropia o mayor desorden en el sistema. De igual forma, en la
segunda etapa, cuando se produce la ruptura de las uniones entre las moléculas
de soluto en estado liquido y se da la formacién de la cavidad en el solvente
donde se ubicara el soluto, se aumenta el desorden en el sistema, asi como
también, cuando se genera el proceso de mezcla entre las moléculas de soluto y
de solvente.

Sin embargo, debido a que la interaccion entre el NAP-Cu y el agua (buffer pH 1.2
y u 0.15 mol-L™) no son favorables por las caracteristicas apolares de este
compuesto y porque al pH de estudio prevalece la forma molecular del mismo, es
posible que se genere un ordenamiento molecular por la solvataciéon de este
compuesto con el agua (enlaces de hidrégeno) y se produzca la estructuracion de
la misma alrededor de los grupos no polares de las moléculas del NAP-Cu (efecto
hidrofébico) (Mora, 2006). Todo esto conduce a que se genere un estado
relativamente ordenado o de baja entropia.

En la investigacion desarrollada por Mora (2006), se calculd la AS.. “*"a 303 K,
expresada en molaridad, para el NAP en medio acuoso a pH 1.2 'y p 0.15 mol-L™,
cuyo valor fue de 21.7 J-mol*K™, es decir, se obtuvo un valor positivo a diferencia
del calculado para esta funcion termodindmica en el caso de la disolucién de NAP-
Cu. Este valor indica que la combinacion entre las moléculas de NAP y de
disolvente esta generando desorden en el sistema, que favorece el proceso de
disolucién. Sin embargo, en este mismo estudio se obtuvo la entropia de solucién
expresada en fraccién molar (AS.,), cuyo valor fue de -10.91 J-mol*K™ a 303 K,
mostrando en este caso que se estd generando un ordenamiento en el sistema
durante el proceso de disolucién del NAP en medio acuoso a pH 1.2 (Mora, 2006).

De acuerdo con los resultados obtenidos para los parametros termodinamicos de
entalpia y entropia de disolucién aparentes del NAP-Cu en buffer pH 1.2 y fuerza
i6nica 0.15 mol-L™, existe en general un desfavorecimiento tanto entalpico como
entropico.
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7. CONCLUSIONES

Se logré sintetizar la sal Nap-Cu a partir de 0.2mol/L de NAP en una mezcla
de metanol — etanol (1:1) y 0.05 mol/L de Acetato de Cobre en agua. El
rendimiento de la reaccién fue del 50 %.

El compuesto NAP-Cu es un solido con apariencia de polvo fino, inoloro,
color verde esmeralda, con punto de fusion de 250.05 °C y presenta una muy
baja solubilidad en agua a pH 1.2 y p 0.15 mol-L™.

La sal NAP-Cu fue caracterizada estructuralmente mediante diferentes
técnicas analiticas como IR, RMN *H, anélisis elemental y cuantificacion de
Cobre por absorcion atémica, permitiendo proponer una estructura quimica
para el compuesto, cuya masa molar es de 522.05 g-mol™.

La metodologia analitica empleada para la cuantificacion del NAP-Cu por
espectrofotometria UV, en el medio solvente a pH 1.2 y p 0.15 mol-L?,
cumple con los pardmetros de especificidad, linealidad para la curva de
calibracion, y repetibilidad del instrumento y del método.

La solubilidad de la sal Naproxeno-Cobre en medio acuoso a pH 1.2 y fuerza
i6nica 0.15 mol-L™* es muy baja, considerando que se obtuvieron valores
entre 2,83 ug/mL y 4,20 pg/mL, en el rango de temperatura de 25.0 °C a 40.0
°C. De igual forma, al expresar la solubilidad del NAP-Cu en escala de
molaridad, los datos se encuentran en el rango de 5,42 x 10° y 8.05 x 10°®.
Esto indica que el compuesto presenta una naturaleza hidrofobica.

Al comparar los datos de solubilidad reportados para el NAP en pH 1.2 y u
0.15 mol-L™*con los obtenidos para al NAP-Cu en el mismo sistema solvente,
se observo que la solubilidad del NAP-Cu para las temperaturas de 25.0 °Cy
30.0 °C disminuy6 en un orden de magnitud, y a 35.0 °C y 40.0 °C hasta en
dos ordenes, lo cual fue explicado considerando las diferencias en las
estructuras quimicas de estos dos compuestos y su interaccién con las
moléculas de agua.

El compuesto NAP-Cu es la sal obtenida de un electrolito débil (NAP,
pKa: 4.1, corregido a fuerza i6nica de 0.15 mol-L™ (Mora, 2006),) por lo cual
su solubilidad en medio acuoso va a depender del pH del medio. En buffer
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11.

pH 1.2 y fuerza iénica 0.15 mol-L™, el NAP-Cu esta preferiblemente como
especie no disociada y por lo tanto, su interaccion con el agua es debida a la
formacién de puentes de hidrogeno entre los grupos polares de la molécula
(carbonilo, hidroxilo y metoxilo) y los atomos de oxigeno e hidrégeno del
agua.

El cambio en la energia libre de disolucion aparente del NAP-Cu, present6 un
valor positivo, indicando que el soluto tiende a permanecer en su propia fase
(sélida), lo cual se reflejo en la baja solubilidad de este compuesto en el
sistema solvente a pH 1.2 y fuerza iénica 0.15 mol-L™.

La solubilidad del NAP-Cu en el sistema solvente en estudio, present6 un
incremento de la solubilidad con el aumento de la temperatura en el rango de
25.0 °C a 40.0 °C, indicando que el proceso de disolucién es endotérmico, lo
cual se evidencio en el valor positivo obtenido para la entalpia de disolucion
aparente.

La entropia de disolucién aparente del NAP-Cu fue negativa para el medio
acuoso a pH 1.2 yp0.15 mol-L™, lo cual se explica por la posible generacién
de un ordenamiento molecular por la solvatacion del NAP-Cu con el agua
(enlaces de hidrogeno) y se produzca la estructuracion de la misma
alrededor de los grupos no polares de las moléculas de este compuesto
(efecto hidrofébico), conduciendo a que no exista un favorecimiento entrépico
en el proceso de disolucion.

En general, se evidenci6 que se presenta un desfavorecimiento tanto

entalpico como entrdpico para el proceso de disolucion de la sal NAP-Cu en
agua a pH 1.2 y fuerza iénica 0.15 mol-L™.

63



8. RECOMENDACIONES

Se recomienda determinar el contenido de humedad de la sal NAP-Cu y
revisar el tiempo de secado al que fue sometido el compuesto después de
su purificacién (lavado con agua purificada), con el fin de asegurar que no
contiene moléculas de agua que afecten la obtencion del espectro de RMN-
H.

Investigar una técnica eficaz de purificacion de la sal NAP-Cu, de tal
manera que se pueda obtener mejores resultados en la caracterizacion
mediante espectroscopia RMN *H y RMN *3C.

Se recomienda utilizar otras técnicas para la caracterizacion de la Sal NAP-
Cu como cristalografia de rayos x.

Repetir el estudio de solubilidad, a las mismas condiciones ya que se
obtuvo un resultado de coeficiente de variacion mayor al 5%; el cual se
atribuye al trabajo en el laboratorio por parte del analista.

Evaluar la posibilidad de obtener el espectro de RMN-13C para el
compuesto NAP-Cu como complemento a la caracterizacion estructural
realizada, de acuerdo con una metodologia apropiada para compuestos
gue contienen Cobre.

Para la cuantificacibn del Cobre por absorcion atomica, se realizo
previamente el proceso de digestion en medio acido de la muestra de NAP-
Cu. Debido a la intermitencia que se tuvo en el tiempo de calentamiento de
la muestra en un bafio de aceite, de las dos muestras que se sometieron al
proceso, solamente una termind la digestion completa. Se recomienda
realizar este proceso de manera continua e incluir como minimo tres
muestras del compuesto para obtener una mayor precisibn en los
resultados de cuantificacion.

Respecto a la metodologia analitica empleada para la cuantificacion del
NAP-Cu por espectrofotometria UV, en el medio solvente a pH 1.2 y u 0.15
mol-L™, se propone también evaluar el parametro de precisién intermedia,
variando el dia en que la metodologia analitica es desarrollada y cuando el
analisis es realizado por otra persona.

Complementar el estudio de solubilidad de la sal NAP-Cu en medios

acuosos, determinando la solubilidad de este compuesto a pH 7.4y p 0.15
mol-L™* (condiciones fisioldgicas de pH y fuerza iénica en la sangre) y a
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diferentes temperaturas (25.0, 30.0, 35.0 y 40.0 £ 0,1 °C). Esto con el fin de
comparar su comportamiento a esta condiciéon de pH con los valores de
solubilidad reportados en el presente trabajo a pH 1.2 y con los datos de
solubilidad del NAP que se encuentran registrados en la literatura en buffer
a pH 7.4 y fuerza iénica 0.15 mol-L™.

De igual forma, se propone determinar la solubilidad del compuesto
NAP-Cu en diferentes medios solventes organicos (octanol, cloroformo,
miristato de isopropilo y ciclohexano) a diferentes temperaturas (25.0, 30.0,
35.0y 40.0 £ 0,1 °C), con el fin de comparar los resultados que se obtengan
con la solubilidad del NAP-Cu en medios acuosos y los datos de solubilidad
del NAP que se reportan en la literatura para estos solventes organicos.

Finalmente, se recomienda continuar profundizando en la evaluacion de los
pardmetros termodindmicos relacionados con el proceso de disolucion del
NAP-Cu en pH 7.4 y 7.6; y fuerza iénica 0.15 mol-L™, y en los solventes
organicos, asi como también, determinar la entalpia de fusion de este
compuesto. Estos valores de pH son propuestos debido a que
corresponden al pH de la sangre y pH del intestino (ligar donde se absorbe
NAP) respectivamente.
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10. ANEXOS
ANEXO 1. CERTIFICADO DE CALIDAD

WK M & W B
ZHEJRANG TIANXIN PHARMACEUTICAL CO.LTD

CERTIFICATE OF ANALYSIS

P.ONO. GNI I8 / /s
Product name: Naproxen Batch No.: NX1206304-
. el
Manufacturing date Jun 3, 2012 Release date Jun 11, 2012
Retest date Jun 2, 2015—] Article No. 01101
Package 25 kg per drum Package size ©410 x 580 (mm)
Ref. pharmacapoeia(s) USP34 Quantity 500 kg
Test Item Specification Result

White to off-white, practically odoriess,

Description crystaline powder Comply _—1"
Identification
A. Infrared Absorption Meet the requirements — Comply =~
B. Ultraviolet Absorption Meet the requirements — Comply —
-4, Specific ratation +83.0° ~ +88.5° +86.1° —
E Loss on drying =0.5% 003% —7
% Heavy metals <0.002% — <0.002%
" Residual solvent - Methanol <03% Not Detected
. Chromatographic purity
Single impurity <05% — <0.5%
g Total impurities <2.0% _— <2.0%
- Assay 98.5% ~ 101.5% 90.8% ~

(THIS BLANK IS EMPTY.)

1B

Conclusion: This batch c&

Ao
Remark: Preserve in tight ¢o

Reported by: QA Manager: - ,;

12080247
Add.: No.215, Fengze Road, Tiantai, Tel: +86-576-83993659 / 83993819

Zheiiana VT China LI
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ANEXO 2. SISTEMAS BUFFER EMPLEADOS EN EL TRABAJO DE
INVESTIGACION

La solubilidad de la sal NAP-Cu en medio acuoso se determiné empleando una
solucion buffer de pH 1.2 con fuerza iénica x 0.15 mol-L™, simulando condiciones
de pH y fuerza idnica () del estbmago (Anselet al.,1999). A continuacion se
presentan los calculos realizados para obtener las concentraciones de las
especies requeridas en la preparacion del sistema buffer, con las caracteristicas
mencionadas (Mora, 2006).

A2.1. Preparacion del sistema buffer pH 1.2 (10.15 mol-L™)

De acuerdo con las indicaciones de la Farmacopea Americana (USP 35), para la
preparacion de 1 L de esta solucion se tomaron 425 mL de una solucién de HCI
0.2 mol-L™ y se mezclaron con 250 mL de una solucién de KCI 0.2 mol-L™(USP
35). Teniendo en cuenta que bajo condiciones fisiologicas estandar, la fuerza
i6nica p tiene un valor de 0.15 mol-L™}(Cevc, 1993), fue necesario ajustar la fuerza
i6nica de la solucién buffer como se presenta a continuacion. La fuerza idnica es
definida en molaridad como:

H :%Z‘,Cizi2

Donde, el término C es la concentracion en molaridad de cualquier ibn y Z es su
valencia (Martin et al., 1993). Por lo tanto la fuerza iénica de la solucion expuesta
en la farmacopea USP 35 es igual a 0.135 mol-L™, requiriendo entonces 0.015
mol-L™ de KCl adicional (1.1183 g/L) para igualar z a 0.15 mol-L™* (Mora, 2006).
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