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Abreviaturas

-abs., absorcion,
-CD/s, ciclodextrina/s,

-disol. bf., disolucién buffer,

-DMSQO, dimetilsulfoxido,

-¢, coeficiente de extincion o absortividad molar,

-ef, hidrof., efecto hidrofobico,

-ef. solvof., efecto solvofobico,

-fen, fenoprofén,

-HP-B-CD, p-ciclodextrina-hidroxipropilada,

-[huésped < CD,] y huésped / CD,, molécula huésped incluida en x moléculas de CD,
dondex=162,

-ibup, ibuprofén,

-indo, indometacina,

-isobut., cadena isobutilica,

-K(1:1), constante de interaccion de complejos tipo SL,

-K(1:2), constante de interaccién de complejos tipo SL.,,

'Kap’

-keto, ketoprofén,

constante aparente de interaccion,

-hapx, naproxén,

-oxifen, oxifenbutazona,

-phen, fenilbutazona,

-SL, complejo tipo 1:1 (una molécula huésped con una molécula de ciclodextrina),

-SL,, complejo tipo 1:2 (un molécula huésped con dos moléculas de ciclodextrinas),

-8, solubilidad,

-AH,,, variacion entalpica de interaccién,

-AS,,, variacién ;antrépica de interaccion,

-25%, 50% y 75%, mezclas del 25% DMSO/agua, 50% DMSO/agua y 75% DMSO/agua,

-v W, interacciones de van der Waals.



Abreviaturas y términos de resonancia magnética nuclear

-5, desplazamiento quimico,

-1D y 2D, monodimensional y bidimensional,

-NOE, Nuclear Overhauser Enhancement,

-NOESY,’NNuclear Overhauser Enhancement (and Exchange) Spectroscopy,
-ppm, pa}tes por milion,

-RMN, Resonancia Magnética Nuclear,

-ROESY, Rotating Frame Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy.
Abreviaturas y términos de fluorescencia

-cps, cuentas por segundo,

-®, eficiencia cuantica,

-ems., emisién,

-1, intensidad de la fluorescencia, a una determinada longitud de onda, en ausencia de
ciclodextrina,

-1, intensidad de la fluorescencia, a una determinada tongitud de onda, en presencia de

ciclodextrina.



Resumen

1. Resumen

Esta tesis esta dedicada al estudio de la formacién de compiejos de inclusion en
DMSO, agua y disoluciones DMSO/agua (25, 50, 75% v/v) entre diferentes

ciclodextrinas y algunos farmacos con capacidad anti-inflamatoria. Estos complejos se

estudiaron por el método espectral 0 de espectrofotometria directa, y fueron empleadas
las espectroscopias electronicas de absorcidon y emision (en la regién UV), asi como la
resonancia magnética nuclear de protén como técnicas instrumentales para comprobar
su formacion.

Se obtuvieron 489 constantes de interaccion para diferentes temperaturas (288,
293, 298, 303 y 310 K) y los cinco medios de reaccion. Se detectaron complejos de
inclusidn con estequiometrias 1:1 y 1:2 (una molécula huésped con una molécula de
ciclodextrina y una molécula huésped con dos moiéculas de ciclodextrinas,
respectivamente). A paitir de ias constantes de interaccion a diferentes temperaturas se
calcularon los valores de otros pardmetros termodindmicos (AH,emcosn ¥ ASimeraccon)-
Tambien, se determinaron los valores de solubilidad a 298 K de todos los huéspedes
en los diferentes medios de reaccién.

A pesar de la heterogeneidad estructural de estos analgésicos anti-inflamatorios,
resultaron ser excelentes moléculas huéspedes para las ciclodextrinas, en los medios
de reaccion estudiados. Se pudo detectar y estudiar fa formacion de complejos de
inclusién para casi todos los sistema estudiados.

Una de las ensefianzas mas importantes de este estu!dio es que el disolvente
juega un papel relevante en el proceso de inclusion. Nuestros sistemas de estudio
estan constituidos por ciclodextrina-huésped-disolvente;  ciclodextrina-huésped
(complejo de inclusidn) y el disolvente como el tercer componente del sistema. Este
tercer componente estabiliza o desestabiliza al complejo de inclusién formado.

El propésito principal de este trabajo fue investigar el tipo de interacciones que
ocurren entre algunos analgésicos anti-inflamatorios (fenoprofén, naproxén, ibuprofén,
ketoprofén, indometacina, fenilbutazona y oxifenbutazona) con «-CD, 8-CD, y-CD y -
ciclodextrina-hidroxipropilada, a diferentes temperaturas y en distintos medios de

disolucién. Cuando se determina la estequiometria de los complejos formados, se
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conocen Iés posibles estructuras de las nuevas especies obtenidas, los valores de fas
constantes de interaccién, y algunos otros parametros termodinamicos, es posible
establecer el tipo de interaccion o interacciones moleculares que estan presentes en
cada sistema de reaccién.

El efecto solvofbico y las interacciones de van der Waals son las principales
fuerzas responsables de la formacion y estabilizacion de los complejos de inclusion
aqui estudiados. Esto supone gque e efecto entrépico v [a buena relaciéon de tamarios
entre la molécuta huésped y el anfitrién, respectivamente, son factores importantes en
estos procesos de complejacion.

A partir de los estudios complementarios de mecanica molecular fue posible
obtener las estructuras de minima energia de los compigjos de inclusién, Cstas
estructuras optimizadas estan de acuerdo con las geometrias determinadas

experimentalmente.



Abstract

2. Abstract

This thesis refers to the study of the inclusion complexes in DMSO, water and
DMSO/water (25, 50, 75% v/v) solutions among different cyclodextrins and some anti-

inflammatory drugs. These complexes have been studied from spectral or direct

spectrophotometry method, by electronic absorption and emission spectroscopies
(within UV region), as well as by 'H-NMR to investigate the inclusion complex formation.

489 binding constants have been obtained for five different temperatures (288,
293, 298, 303 and 310 K) and five reaction media. 1:1 and 1:2 compiexes were
detected (one guest molecule with one cyclodextrin molecule and one guest molecule
with two cyciodextrin molecules, respectively). The values of other thermodynamic
parameters (A, e acon @NA ASuma0n) Were calculated from the obtained binding constant
values at different temperatures. Also, solubility values, at 298 K, were determined for
all guest molecules in the different reaction media.

In spite of the structural heterogeneity of these anti-inflammatory agents, they are
excellent guest molecules for the cyclodextrins in these reaction media. it was possible
to obtain inclusion complexes for aimost all the studied systems.

The solvent plays a valuable role in the inclusion process. Our studied systems
are constituted by cyclodextrin-guest-solvent; cyclodextrin-guest (inclusion complex)
and the solvent like the third component of the svstem. This third component stabilizes
or unstabilizes the formed inclusion complex.

The main purpose of this thesis was to investigate the kind of interactions that
exist between some anti-inflammatory drugs (fenoprofen, naproxen, ibuprofen,
ketoprofen, indomethacin, phenylbutazone and oxyphenbutazone) with o-CD, p-CD, y-
CD and hydroxypropyl-B-cyclodextrin, at different temperatures and in different solution
media. When the formed complex stoichiometry is determined, the possible new species
structures, the binding constants, and some other thermodynamical parameters are
known, it is possible to establish the type of molecular interaction or interactions that are
present in each reaction system.

The solvophobic effect and van der Waals interactions are the main responsible

forces in the formation and stabilization of these inclusion complexes. This assumes
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that the entropic effect and the optimum size ratio of the guest and host molecules,
respectively, are important factors in the complexation process.

On the basis of complementary molecular mechanics studies it was possible to
obtain the optimized energy structures of the inclusion complexes. These optimized

structures are in good concordance with the experimental geometries.
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3. Introduccion

La caracteristica principal de las asociaciones entre moléculas es gue no se
producen mediante la formacién de enlaces quimicos propiamente dichos, fijos v

estables, sino que en enas—iﬂteme-nen—inieﬁaceienes—més—débﬂee,—qt@—scn—las fuerzas

intermoleculares. Las interacciones que se producen entre moléculas diferentes,
unicamente aquellas que son suficientemente intensas producen agregados
moleculares especificos y estables, y son las que se deben tener en cuenta
especiaimente al estudiar las asociaciones moleculares. Es importante insistir en que
las asociaciones moleculares suelen ser, en general, mucho mas débiles que los
enlaces quimicos ordinarios. De ello derivan sus caracteristicas mucho mas dinémicas
y mas facilmente modificables por efecto de agentes externos. Esta es precisamente la
Causa de su capacidad funcional. Tal propiedad resuita esenciai en el comportamiento
de los sistemas que presentan actividad bioldgica, puesto que un buen numero de
estos procesos estan gobernados por las asociaciones moleculares. ™ 2

Las ciclodextrinas son carbohidratos ciclicos formados por glucosas unidas
mediante enlaces o-(1-4) glucosidicos.> Las mas conocidas son Ia a-, B- (y sus
derivados) y y-ciclodextrinas que estan formadas por 6, 7, ¥ 8 unidades de glucosa
respectivamente, figura 1. Las ciclodexirinas presentan forma tronco-conica cuya
cavidad muestra propiedades hidrofébicas y los bordes exterioreé resuttan ser

hidrofilicos.*

a-CD

CD
14.6A B 154 A

17.5A

@?.QA

Figura 1. Estructuras de -, -, y- ¥ HP-f-ciclodextrinas.

17.3A
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Una de las brc::piedades mas importantes de estas ciclodextrinas es la capacidad
de formar complejos de inclusién con moléculas con caracter hidréfobo y cuyo tamario
sea adecuado para entrar en la cavidad la ciclodextrina.®”

Los parametros termodinamicos calculados para el proceso de ciclizacion de las

ciclodextrinas aparece en la siguiente tabla:

Variables Termodinamicas

Ciclodextrinas AH {cal/mol) AS (u.e) AG {cal/imol)
a-Ciclodextrina + 6,600 +14.4 +2.200
B-ciclodextrina + 4,410 +9.1 +1.710
y-ciclodextrina + 4,400 + 8.1 +1.990

Tabla 1. Parametros termodinamicos del proceso de ciclizacion de las ciclodextrinas a 298 K8
Presentan energias libres superiores a las de las correspondientes cadenas
iineales de glucosa. Esto indica que ei proceso de ciclizacidn es termodinamicamente
desfavorable. También, para esta transformacion se sabe que los valores de entalpia
aumentan y muestran la magnitud de la inestabilidad generada por la ciclizacién. Por
otro lado, los valores de entropia son favorables para este proceso, lo que
probablemente refleja la reorganizacion de la estructura del agua alrededor de la

cadena glucosidica durante el proceso de ciclizacion.®

Las principales propiedades fisicoquimicas de las ciciodextrinas puras y de uno

de los derivados de B-ciclodextrina se resumen en la siguiente tabla:

Ciclodextrinas

o-CD p-CD y-CD HP-p-CD
N de glucosas 6 7 8 7
Peso molecular 972 1135 1297 >1300 {*)
Solubilidad en agua
(g/100 mL a 25°C) 14.5 1.85 23.2 >50
Digmetro interno de la cavidad (A) ~5.7 ~7.8 ~9.5
Profundidad (A) ~79-8 ~7.9-8 ~7.9-8 ~17.3
Volumen (A)* ~174 ~262 ~427
N° de moléculas de agua en «l
interior de la cavidad 6 11 17
pKa . 123 12.2 12,1
Punto de fusion (°C) 275 280 275 295-300

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de las ciclodextrinas.® (*)Grado de substitucion = 9,
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La cavidad de la ciclodextrina esta ocupada por moléculas de agua. La
interaccién polar-apolar las hace energéticamente desfavorables como moléculas
huesped. Por esta razdn, estas moléculas de agua pueden ser reemplazadas por
moléculas huéspedes menos polares que el agua y asi formar el denominado complejo

de inclusién, establecido sélo por fuerzas fisicas y no por enlaces covalentes.* %"

Los complejos moleculares estan formados por la asociacién de dos o mas
moléculas que interactlan; estas moléculas se denominan huésped y anfitrion. El
huésped es la molécula interactuante cuyas propiedades fisicas o quimicas son
observadas experimentalmente. El cambio observado en las propiedades del huésped
es una funcién de la concentracion del anfitrién."

La consideracion mas importante referida a jas asociaciones huésped-anfitrion,
ademas de que son las interacciones no covalentes las que intervienen en la formacion
de estos complejos de inclusién, es que el proceso de asociacidn-disociacion que
ccurre en disolucidn estd en equilibrio y se cuantifica mediante una constante de
equilibrio (K,,)."'

K

e
[Ciclodextrina] + [Huésped] iﬁ‘ [Ciclodextrina-Huésped]

La descripcion termodindmica de la formacién de complejos moleculares se basa
en la constante de equilibrio, que recibe en este caso particular el nombre de constante
de estabilidad o de interaccién. El hecho de que esta constante pueda ser calculada,
suele considerarse como una de las pruebas mas convincentes acerca de la existencia
de interaccin entre ciclodextrina y huésped." La complejacion es un proceso dinamico
muy dependiente de la estructura del huésped. Si fa inclusion de la moiécula huésped
en la cavidad vacia de la ciclodextrina es considerable, se formara un compiejo de
inclusion y no ocurrird fa complejacién de otra molécula huésped. En este caso el
desplazamiento del equilibrio serd hacia un incremento de la concentracion de
complejo.’

Las cicloamilosas constituyen un buen sistema para el estudio tanto de fas
constantes de interaccién ciclodextrina-huésped, como para el conocimiento de otros
parametros termodinamicos que pueden ser faciimente medibles a partir de estos

sistemas.’ Ademas, es posible modificar estos oligosacaridos, y determinar el efecto
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que sobre la interaccion huésped-ciclodextrina tiecnen los cambios de estructura del
anfitrion.™®

Las propiedades fisicoguimicas de la molecula huésped pueden verse alteradas
si ésta se encuentra situada en el ambiente hidréfobo de la cavidad de ia ciclodextrina.
Estas alteraciones pueden ser convenientes en ciertas formulaciones farmacéuticas.
Un farmaco puede disolverse mejor y mas rapido, aumentar su solubilidad, tener una
mejor biodisponibilidad, disminuir sus efectos secundarios y también ser mas estable.”
20

Las formulas estructurales de los analgésicos anti-inflamatorios estudiados se

presenta a continuacion en la figura 2 y algunas de sus propiedades se reflejan en la
tabla 3.

Moléculas Huésped Solubilidad en Agua Punto de pK,
Fusion (°C)
Naproxén (Diocodal, Dysmenagit, practicamente insoluble 152-154 42
Equiproxen)
Ibuprofén (Adran, Advil, Amibufen) relativamente soluble 75-775 4.4
Fenoprofén (Fenopron, Fepron, Feprona) 2.5 mg/mL {a 37°C) 105-110 4.5
Ketoprofén (Alrheumat, Alrheurmnun, ligeramente soluble 93-86 46
Dexal)
Indometacina (Amuno, Artracin, Indacin) practicamente insoluble 158-162 4.5
Fenilbutazona (Flexazone, Azolid, Bizolin) 0.7 mg/mL (a 22.5°C) 104-107 4.5
Oxifenbutazona (Hidroxifenilbutazona, practicamente insoluble =096 47,1118

Crovaril, Flogitolo)

Tabla 3. Propiedades de los anaigésicos anti-inflamatorios y algunos de sus nombres
comerciales.”!
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ay
\
H Naproxén H \ H

Indometacina

H
H
H H H
HH
" O
H
H H
H Oxifenbutazona H H
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H O 0 Sal de calcio de Fenoprofén
H

H

Figura 2. Férmulas estructuraies de los analgésicos anti-inflamatorios estudiados.
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3.1. Requerimientos, pasos y fuerzas que conducen a la complejacion

3.1.1. Requerimientos para la complejacién

Se pueden formar complejos moleculares de gran estabilidad cuando existen
caracteristicas estructurales y electronicas favorables entre los sitios de uni6n de las

dos moléculas interactuantes.
3.1.1.1. Compatibilidad geométrica

Pueden evaluarse las tres diferentes explicaciones acerca del origen de la
energia de interaccion ciclodextrina-huesped. Estas son: la liberacién de la energia de
tensién del anillo de la cicloamilosa, la liberacion del agua del interior de la cavidad de
ia ciclodextrina y las interacciones de dispersion de London.

Las dos primeras explicaciones sugieren que esto ocurre en el momento que ei
huésped se incluye en la cavidad de la ciclodextrina. La molécula huésped que realice
con mas eficacia este proceso mostrara una mayor intensidad de interaccion con el
anfitrion. Este huésped sera el que mayor superficie de contacto ofrezca al interior de la
cavidad de la ciclodextrina, 0 en otras palabras, el que sea mas eficaz rellenando la
cavidad.?? El huésped puede estar total o parcialmente incluido en la cavidad de la
ciclodextrina. Si el huésped es demasiado grande, simplemente no ajustaréd en el
interior de la ciclodextrina,* ® o a la inversa, si el huésped es demasiado pequefio, la
asociacion-disociacion seran tan rapidas que la interaccién con la ciclodextrina sera
muy pequeha. En general, la estabilidad de estos complejos de inclusion aumenta
cuando la mayor proporcién hidréfoba del huésped esta en contacto con la cavidad de

la ciclodextrina.’
3.1.1.2. Polaridad y carga de [a molécula huésped

La importancia en la complejacién de las interacciones dipolo-dipolo para el
conocimiento de la geometria del compiejo de inclusién ha sido ya establecida. La
carga del huésped y fa direccién en la que ocurre ia inclusion, son de gran importancia
para la estabilidad de los complejos ciclodextrina-huésped formados.® * Su

conocimiento ayudaria a aclarar la relacion entre la direccion de la inciusién del
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huésped y la selectiva orientacion de éste en el proceso de inclusién. Usualmente la
complejacion de una seccién idnica del huésped es mucho menos estable que la
complejacion de una seccién no ionizada, ya que la cavidad hidréfoba de la
ciclodextrina favorece la inclusion de ia seccion no cargada de la molécula que sea

menos polar que el agua.?> *

3.1.1.3. Medio de reaccién

La teoria del campo de reaccién de L. Onsager tiene el gran mérito de haber
tomado en cuenta por primera vez la correlacién entre la molécula y su entorno.®
Los mayores efectos que pueden ser considerados cuando un par de moléculas
aisladas estan rodeadas de moléculas de disolvente en un liquido son los siguientes:®
e la energia de interaccién electromagnética de las moléculas es modificada por el

efecto del medio; por ejemplo, las interacciones electrostaticas son reducidas por un
factor €,, en donde ¢, es ia constanie dieiéctrica del medio,

* la estructura del disolvente liquido se perturba por la presencia de las moléculas del
soluto. Hay un cambio en la energia por el cambio de unas interacciones por otras,

* las redistribuciones locales de la estructura del liquido suelen dar lugar a variaciones
de entropia significativas. En rigor, el estudio de las interacciones intermoleculares
deberia tener en cuenta fa variacién de energia libre de Gibbs, promediada sobre
todas las configuraciones posibles de las moléculas del disolvente,!

e las distribuciones de carga eléctrica de ias moiécuias del soluto son modificadas
debido a las interacciones con moléculas del disolvente. Esto da lugar a
modificaciones en las interacciones entre las moléculas del soluto.

Cualquier teoria que trate de explicar la solvatacién de un ion en un medio polar
debe reconocer que hay al menos dos contribuciones a la energia de solvatacion. La
primera es la energia electrostatica que puede ser interpretada macroscépicamente a
través de la permitividad relativa o microscépicamente a través de la interaccién de la
carga del ion y los momentos dipolares de las moléculas del disolvente, y la segunda
contribucion es a partir de enlaces covalentes entre el ion y las moléculas del
disolvente, que es descrita mas simplemente en términos de fuerzas de transferencia

de carga.”



Introduccidn

El disolvente es un sistema molecular, mas que un medio continuo y
homogéneo, y como tal, esta sometido a la accion de las fuerzas intermoleculares. En
disolucién, ademas de las interacciones soluto-soluto, son posibles las interacciones
soluto-disolvente (solvatacion) y disolvente-disolvente. De especial interés quimico es el
problema de determinar si las interacciones soluto-disolvente prevaleceran sobre ias
interacciones soluto-soluto, o viceversa.””*

Mas interés en disolventes polares no acuosos surge a partir de la variacion que
puede ser obtenida en la estabilidad quimica de los solutos.”

El medio de disolucidn es un factor importante a tener en cuenta en el proceso
de complejacion.®® Barb® y Emslie® y colaboradores consideraron la posibilidad de
que la absortividad del complejo de inclusion puede variar con la composicién del
disolvente, ademas de con la concentracion de la molécula anfitriona. En el caso de
moléculas anfitrionas solubles, como son las ciclodextrinas, un paso para la
complejacion de una molécula huésped es el desplazamiento de las molécuias del
disolvente que rodean a dicha molécula huésped.*

El equilibrio general del proceso se representa como.

SM+ LM = SLM+MM

y puede suponerse que ocurre en |as siguientes etapas elementales:

S+L==SL Etapa1
S+M=SM Etapa2
L+M==LM Etapa3
SL+M==SLM Etapa4

donde S es el huésped, L la ciclodextrina y M el disolvente; SM y LM representan las
especies solvatadas y MM describe las interacciones disolvente-disolvente. La etapa 1
representa at equilibrio concerniente al complejo de inclusion.™

Si las interacciones de solvatacién de las especies y las disolvente-disolvente
son intensas, éstas pueden dominar el proceso y las interacciones intermoleculares SL
pueden tener poca importancia.

La variacién de energia libre del conjunto para este proceso se describe como:"’

AGyga = AGyy + AGgy + AGsgs
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AGwu €s la contribucion de las interacciones disolvente-disolvente,

AGgy incluye todas las interacciones de los solutos con el disolvente, todos los
fendmenos de solvatacion (sustrato-disolvente, ligante-disolvente y complejo-
disolvente). Pueden estabilizar o desestabilizar el sistema.

AGg;s incluye todas las contribuciones soluto-soluto.

Stias interacciones MM son muy débiles el efecto de solvatacion sera también
pequefio. Si las interacciones MM son muy fuertes, el término AGyy puede ser el Unico
que contribuye a la AG,,,.

La disminucion del drea superficial expuesta al disolvente durante la formacion
del complejo de inclusion es un importante factor que contribuye a la estabilizacién
termodinamica del complejo.*

Estudios termodindmicos indican que los complejos de inclusién con
ciclodextrinas son menos estabies en disolventes organicos puros o en mezclas agua-
disolvente organico que en agua pura.®®

Sinanoglu argumenta que el cambio de energia libre, asociado a la formacion de
un complejo de inclusién en disolucién, es proporcional a la modificacién del area
superficial durante la reaccion y a la tensién superficial del disolvente.? Esta tension
superficial, como su nombre indica, es una fuerza que opera sobre una superficie y
actta de forma perpendicular y hacia el interior de la interfase de Ia superficie,
tendiendo a disminuir el area de la interfase.*?® En general, una reaccion que se lleva a
cabo con una disminucion en el area superficial total expuesta al disolvente, como es el
desplazamiento de una molécuta huésped del medio de disolucion a la cavidad de la
ciclodextrina, tendra una variacién de energia libre favorable en un disoivente con alta
tension superficial.*? Junto con los resultados de Orstan, entre otros autores, se indica
que cuando se adiciona al agua otro disolvente que disminuye la tension superficial de!
primero, como son el etano! y la formamida, la estabilidad de los complejos con
ciclodextrinas también disminuye. Se considera la tensién superficial del disolvente
como una propiedad critica del medio de disolucion en la determinacion termodingmica

de los complejos con ciclodextrinas.* 4
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3.1.2. Pasos que conducen a la complejacion

El proceso de complejacion comprende las siguientes etapas elementales:* “°

13_ Expulsién de las moléculas de agua de aita energia situadas en la cavidad de la
ciciodextrina. Ei enlace de hidrogeno entre las moléculas de agua origina una
estructura tetraédrica en el seno del liquido. Cada molécula de agua tiende a estar
rodeada por otras cuatro en coordinacion tetraédrica, a una distancia de unos 2.8 A,
con una capa préxima a 4.8 Ay una tercera capa a 5.8 A." Debido a que las moléculas
de agua incluidas en la cavidad de la ciclodextrina no tienen espacio suficiente para
establecer su coordinacion tetraédrica, y ademas, se encuentran en un medio ambiente
hidrofobo, es por ello que se denominan moléculas de agua de alta energfa. Como el
agua de la cavidad de la ciclodextrina es “rica entalpicamente”’, un cambio negativo en
la entalpia llevaria a la interaccion entre las moléculas huésped-CD por la expulsién de
agua de la cavidad.

Si la expulsion del agua de la cavidad fuera la mayor fuerza para la
complejacion, los sustratos con similar geometria expulsarian cantidades equiparables
de agua, y por tanto tendrian valores semejantes de sus constantes de interaccion. Sin
embargo, en ocasiones no es asi, puesto que el espacio que resta en la cavidad de la
ciclodextrina, no ocupado por el huésped incluido, es demasiado pequefic para ser
ocupado por moléculas de agua, y esto lleva a que la expulsion de éstas sea total. ”

22_ Pérdida de la capa de hidratacion del huésped. Las especies hidréfobas pueden ser
“extraidas” del agua e incluidas en la cavidad de la ciclodexirina, con el consecuente
cambio en sus propiedades fisicoquimicas.

32 Liberacién de la energia debida a la tension del anillo de fa ciclodextrina.

42. Reorganizacién de la estructura del agua. La interaccion hidrofébica presenta sobre
todo cambios estructurales en el agua. Hay que romper fuertes interacciones entre las
moléculas de agua por la presencia de moléculas o residuos no polares, es decir, de
grupos quimicos que no participan en la formacién de enlaces de hidrégeno y que por

tanto perturban la orientacion tipica del agua pura.’
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3.1.3. Fuerzas que gobiernan la complejacion

Si dos moléculas estan relativamente lejos, siempre hay una fuerza atractiva
entre ellas. Y si las moléculas estan relativamente cerca, siempre hay una fuerza de
repulsion que tiende a separarlas. Existe una distancia de equilibrio o van der Waals a

la cual la fuerza es cero.®

El concepto mas importante concerniente a la representacion de fuerzas entre
dos moléculas es expresado en funcién de la energia potencial. Nosotros primero
consideramos la situacién mas simple en que dos atomos, a v b interactian; cada uno
de ellos esta formado por un nucleo de carga positiva rodeado por una nube electronica
de simetria esférica cargada negativamente. Cuando los dos atomos estan
infinitamente separados y no interaccionan, la energia total es la suma de las energlas

de los atomos por separado,

Elot (OO) = Ea + Eb
si los dos atomos estan separados por una distancia finita (r), y ahora consideramos ia
interaccion entre ellos, entonces hay una contribucion extra a la energia del sistema.

Asi la energia total ahora es:
E,(r)=E,+E, +U(r)

y la contribucion a la energia total surge de la interaccién que es conocida como la

energia potencial del par intermolecular, y es:
U(F) = Elot(r) - Ea - Eb - E:ot (}‘) - Elof ((X))

Esta diferencia de energia es numéricamente igual al trabajo hecho para juntar

dos atomos desde una distancia infinita a la distancia r y es dada por:

Por convencién la F es positiva cuando es repulsion y negativa cuando es

atraccion.*®
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En general la energia intermolecular y la fuerza dependeran de la orientacion de
las moléculas y de su separacion. Se debe hacer un esfuerzo mayor para conocer el
origen de estas interacciones.

Las fuerzas de interaccion entre moléculas son de naturaleza fundamentaimente
electromagnética. En primera aproximacion, las dos magnitudes mas importantes
implicadas son el momento dipolar y la polarizabilidad.” EI momento dipolar se origina
cuando los centros de carga positiva y de carga negativa de la molécula no coinciden.

Las fuerzas de interacciéon de largo alcance son el tipo mas general de fuerzas
intermoleculares.

Las fuerzas dipolo-dipolo son las que se producen entre moléculas con momento
dipolar permanente. Reciben también el nombre de van der Waals. Las moléculas que
carecen de momento dipolar permanente pueden resultar polarizadas por el campo
eléctrico creado por el momento dipolar de ia otra molécula o por efecto de un campo
eléctrico externo. Se crea una interaccién dipolo-dipolo inducido. Las interacciones
dipolo inducido-dipolo inducido se producen entre moléculas que carecen de momento
dipolar permanente. Tienen su origen en la aparicion de dipolos instantaneos que
surgen como consecuencia de desplazamientos rapidos y aleatorios de los electrones.
Es el principal tipo de fuerzas de atraccion de largo alcance. Reciben también el
nombre de fuerzas de dispersion de London, por quien fueron identificadas en 1930."%

Cuando las moléculas se encuentran a distancias intermedias, otro tipo de
fuerzas que tiene especial interés en las asociaciones moleculares son las
interacciones de transferencia de carga y la formacién de puentes de hidrégeno, cuyo
papel estructural en macromoléculas es de enorme importancia.® ¥

Otra fuerza dominante de la interaccion entre moléculas es ia interaccion
hidrofébica o solvofébica. El efecto solvofébico es quiza el factor mas importante en la
organizacién de los constituyentes moleculares de la materia viva en entidades
estructurales complejas, como las membranas celulares. Es igualmente importante en
la formacion de detergentes micelares y otros fenomenos que ocurren en disolucion
acuosa. Algunas manifestaciones del efecto hidrofébico son la formacion de micelas,
peliculas superficiales, bicapas de lipidos y la interaccion de proteinas con ligantes

hidrofébicos.*®
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E| agua tiene un papel fundamental en la formaciéon de los complejos de
inclusion con ciclodextrinas, ya que la hidratacion del complejo esta energéticamente
mas favorecida en comparacion con la hidratacion de los componentes del complejo
por separado. Esta es otra manifestacién de la interaccion hidrofébica.* Se produce la

formacién de un agregado, R, reduciéndose el nimero de moléculas de agua en su

vecindad inmediata.”
mR(H,0), = R, + (nm)H,0

Las sustancias hidréfobas se definen como sustancias solubles en una gran
cantidad de disolventes no polares, pero escasamente solubles en agua.*®

El efecto del disolvente en la asociacion de moléculas de soluto puede ser
discutido en términos del proceso de disolucion. La descripcién informada por W. P.
Jencks® indica que cuando una molécula de soluto se disuelve en un disolvente, por
ejemplo agua, primero se forma una cavidad en el disolvente para albergar al soiuto. La
formacién de esta cavidad requiere de la separaciéon de las moiéculas de agua que
estan unidas mediante puentes de hidrogeno. Este paso es energéticamente
desfavorable. Posteriormente, el soluto se sittia en la cavidad donde interactia con las
moléculas de agua. Si el soluto no puede formar puentes de hidrégeno, la energia libre
favorable de interaccion del soluto con las moléculas de agua sera demasiado pequefia
para compensar la energia libre desfavorable de la formacion de la cavidad.
Consecuentemente, ias moléculas de agua se dispondran airededor dei soluto de forma
que establezcan el mayor niumero de puentes de hidrégeno entre ellos. Esto llevara a
una disminucién de la entalpia y en la entropia de la disolucién.

Pero cuando dos solutos se asocian en agua, este proceso va acompafado por
un aumento en la entropia, que es la principal fuerza gobernadora del proceso de
asociacion de moléculas de agua. Este es el efecto hidrofobico.*? ¢

En todo caso conviene subrayar que €! efecto hidrofébico no se debe, como
sugiere su nombre de modo equivoco, a que las moléculas de agua y de soluto se
repelen entre si, ni tampoco a una atraccion muy fuerte entre las moléculas de soluto,
sino a que la atraccidén entre las moléculas de agua, que como consecuencia de la
estructura de este liquido, es mayor que las atracciones soluto-soluto o soluto-

disolvente.**' La estructura del agua juega un papel importante en la energia libre de
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formacién de interacciones hidrofébicas, contribuyendo con entalpias y entropias
favorables de interaccion.®2 Debido a la dependencia de esta estructura del agua con la
temperatura, la entalpia de formacion de interacciones hidrofébicas es también
dependiente de la temperatura.®

Son innumerables los articulos publicados en donde se proponen varias
explicaciones para interpretar las fuerzas que intervienen en el proceso de
complejacién con ciclodextrinas. Todos coinciden en que la interaccion entre huésped y
anfitrion puede estar regida por fuerzas de van der Waals (dipolo-dipolo}, por fuerzas
de dispersion de London (dipolo inducido-dipolo inducido), por fa interaccidon o efecto
hidrofébico (soivofébico) y por la formacidn de puentes de hidrégeno. Ademas, debido a
las caracteristicas inherentes a la propia ciclodextring, 1a liberacién de la tension del
anillo y la expulsidén de las moléculas de agua de alta energia de la cavidad de la
ciclodextrina, son procesos importantes que colaboran significativamente en la

complejacion. 55384
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4. Antecedentes

4.1. Analgésicos anti-inflamatorios

La inflamacién es un mecanismo de defensa en respuesta a varias infecciones o
reconocidas por las primeras civilizaciones y descritas por Celsus en el siglo primero
como calor, rubor, tumor y dolor.%

En recientes décadas ha habido un progreso en la aparicién de compuestos anti-
inflamatorios activos, desde las pirazolonas en los afios cuarenta, los corticoides en los
cincuenta, hasta la familia de farmacos anti-inflamatorios no esteroidicos desarrollada
durante la década de los afnos sesenta. En los afios ochenta, de los farmacos anti-
inflamatorios no esteroidicos, varios miembros de la familia de los acidos arilicos de
conformacion no planar fueron ya producidos por varios laboratorios.®

Los acidos o-fenil-propidnicos sustituidos constituyen la mayor familia de
farmacos anti-inflamatorios aril acidicos. Entre ellos estan el fenoprofén, naproxén,
ibuprofén y ketoprofén. Las terminaciones “profen” y “fenac” se usan generalmente para
denominar “4cidos fenilpropidnicos y acidos fenilacéticos, respectivamente ®® Las
caracteristicas quimicas basicas y la relacidon estructura-actividad de los &cidos
fenilpropiénicos se estudia en términos de sus grupos estructurales: la cadena lateral
del acido propidnico, ios sustituyentes fenilicos y el segundo grupo propidnico.®®

El original acido 1-bencil indol-3-acético fue descubierto al tratar de usar
estructuras relacionadas con los metabolitos de la serotonina para actividad anti-
inflamatoria. Tras la evaluacidén de 350 derivados inddlicos, la indometacina fue
finalmente descubierta como un potente agente anti-artritico. Desde 1964 Ila
indometacina ha sido ampliamente usada y ha permanecido como un standard clinico
en la evaluacion de nuevos farmacos anti-inflamatorios no esteroidicos. Ha servido
también como una valiosa herramienta en numerosos experimentos bioquimicos-
farmacologicos, especialmente en la investigacion de prostaglandinas. Como potente
inhibidor de la biosintesis de prostaglandinas, la indometacina se usé frecuentemente
para decidir la posible implicacion de las prostaglandinas en varios procesos biolégicos

in vitro e in vive.®®
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Tras la segunda guetra mundial, el quimico aleman Hans Stenzl sintetizo la
fenilbutazona, 1,2-difenil-4-n-butilpirazolidin-3,5-dion. Este compuesto formaba sales
solubles en agua. La fenilbutazona se incorporé al mercado en 1952 bajo el nombre
comercial de Butazolidin, presentando una remarcable propiedad antireumatica.®® Su
acidez (pK, 4.5), su vida media (72h en hombre) y la configuracion no planar de los
anilios fenilicos, fueron caracteristicas significativas que marcaron el inicio de la
investigacion de nuevos agentes anti-inflamatorios.*

Los dos principales metabolitos de la fenilbutazona se forman en el higado; uno
por hidroxilacion de la cadena butilica y el otro por hidroxilacion de la posicion para de
uno de los anillos fenilicos. Este Gitimo metabolito es la oxifenbutazona que presenta
una potencia anti-inflamatoria comparable a la de la fenilbutazona, aunque se considera
mas toxica por presentar un lento metabolismo.*

La incidencia de efectos laterales e indeseables ocasionados por los farmacos
anti-inflamatorios a menudo alcanzan el 40% o porcentajes mayores, relacionados con
problemas gastro-intestinales. Esto puede complicar seriamente la propia terapia. Los
farmacos analigésicos anti-inflamatorios son consumidos en grandes cantidades por la
poblacion. La toxicidad gastrointestinal es uno de los problemas mas comunes que se
manifiestan durante el tratamiento con este tipo de sustancias, pudiendo producir
ulceracion gastrica y hemorragias.® Al ser poco solubles en el medio gastrico,
permanecen durante un largo periodo de tiempo en contacto directo con la pared del
estémago. Esto provoca una irritacion local y en tratamientos prolongados pueden
ocasionar Ulcera gastrointestinal.

El origen de la toxicidad que producen los analgésicos anti-inflamatorios se
piensa que es debida a la total inhibicidn de la secrecion de prostaglandina dando
como resultado una deficiencia de secrecion de bicarbonato que normalmente protege
la superficie epitelial contra la acidez gastrica.®

Sj estos anti-inflamatorios se complejan con ciclodextrinas, la forma complejada
del farmaco se disuelve mas rapidamente y muestra una absorcion acelerada; ademas,
no esta en contacto directo con la mucosa gastrica y hasta que se disuelve se mantiene

encapsulado en la matriz de la ciclodextrina.* %7
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Asi, la investigacion de los farmacos anti-inflamatorios no esteroidicos esta en
estado de transicion, explorando nuevas direcciones para una nueva generacién de
agentes antiartriticos. La aceptacién médica de los nuevos farmacos anti-inflamatorios

no esteroidicos indica claramente la necesidad de una mejora en la terapia.®®

4.2. Interacciones intermoleculares y la quimica supramolecular

Cuando se asocian dos o mas especies se plantean nuevas preguntas, ;cual es
la estructura del agregado formado?, ;con qué fuerza se han unido sus componentes?,
¢cual es la selectividad de dicha asociacion?. En 1894 Emil Fischer fue el primero en
darse cuenta del problema y en entender su naturaleza. La especificidad de la reaccién
de un enzima con su sustrato lo conduce a la conclusién de que para reconocerse y
reaccionar, las moléculas de sustrato y receptor debian acoplarse como la llave a su
cerradura. Emil Fischer establecié las bases de una nueva conceptualizacion de la
quimica, la de las interacciones entre dos o mas especies quimicas, cuyo campo se
extiende mas alla de la molécula y que se denomind (un siglo mas tarde) quimica
supramolecular. Esta quimica comprende las asociaciones entre dos o mas moléculas
en las que una actla como anfitrion y la otra como huésped.”

La quimica supramolecular es un campo relativamente nuevo, interdisciplinario,
gue incluye caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas de especies quimicas que se
mantienen unidas y organizadas por interacciones intermolecuiares no covaientes.’*”*
Se dirige hacia un total entendimiento de los sistemas biologicos a nivel molecular y a
la formacidn de complejos estructurales sumamente organizados con funciones
predecibles, o, en palabras de J. M. Lehn, a mecanismos moleculares.”® Las funciones
de las supramoléculas cubren tanto el reconocimiento, como la catalisis y el transporte.
Para que ocurra la unién selectiva entre huésped y anfitrion se requiere de
caracteristicas estéricas y electrénicas complementarias por parte de los dos
componentes, asi como un balance de rigidez y flexibilidad.”®

La quimica supramolecular se desarrollé en los afios sesenta, época en que se
descubrieron toda una serie de sustancias naturales capaces de complejar en su
estructura cationes alcalinos o alcalinotérreos.” En 1967, C. Pedersen, descubrio

accidentalmente una familia de compuestos ciclicos sintéticos, los éteres corona,
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capaces de complejar selectivamente cationes de distinto tamafio en funcion del
tamafio del macrociclo.”® Paralelamente J. M. Lehn y su equipo elaboraron otras
moléculas de tipo jaula, llamadas criptatos, que poseen una cavidad tridimensional.”

Las primeras realizaciones de la quimica supramolecular se orientaron hacia el
disefio de estructuras receptoras que evitarian una reaccion posterior con los sustratos
complejados. Los receptores en la formacion de complejos de inclusion muestran una
estructura similar en cuanto a que presentan una cavidad, en cuyo interior pueden
albergar una molécula huesped.

Las ciclodextrinas son importantes porque forman parie de una serie homogénea
de moléculas anfitrionas solubles en agua que pueden ser empleadas para estudiar las
interacciones moleculares débiles.* '

El origen de las ciclodextrinas, obtenidas a partir de oligosacaridos, se debe a
Villiers, quien en 1891 las aislé a partir de la hidrélisis y ciclizacion del almidén por la
accién de la enzima ciclodextrin transglicosilasa (CTG) . Sin embargo, fue mas tarde
cuando Schardinger entre 1903 y 1911 informé la estructura definitiva de estos
compuestos, presentando las ciclodextrinas como oligosacéridos ciclicos.® K.
Freudenberg en 1938 notificd que estas ciclodextrinas estaban constituidas por
unidades de glucosa unidas por enlaces a—(1-4). En 1954, el equipo de F. Cramer, de
la Universidad de Heidelberg, habia demostrado que la forma tronco-conica de estas
moléculas les permitia complejar diversas moléculas dentro de su cavidad.”

Los resultados experimentales obtenidos para sistemas supramoleculares que
involucran a las ciclodextrinas son a menudo bastante complicados. En muchos casos
la propiedad a valorar se ve muy influenciada por la concentracion de las especies
presentes en disolucion, presumiblemente porque se forman diferentes tipos de
complejos de inclusion ®**

Los complejos de las cicloamilosas o ciclodextrinas, en el area de la quimica
supramolecular, representan una clase de complejos de inclusion que han encontrado
ya varias aplicaciones industriales, farmaceéuticas y analiticas.” ®

La imposibilidad de formular farmacos poco solubles en agua, en una forma de
administracién apropiada, ha limitado seriamente la aplicacion de varios agentes

terapéuticos Utiles. Varias técnicas se han propuesto para solucionar este problema
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incluyendo el uso de cosolventes organicos, emulsiones, liposomas, micelas vy
dispersiones soélidas.** ¥% Una atractiva alternativa a estos métodos es el uso de
ciclodextrinas.® Las ventajas de su utilizacién potencial, su disponibilidad y las buenas
razones econdmicas juegan un papel decisivo en el interés de la industria farmacéutica

por las ciclodextrinas. Esto se ve reflejado en el elevado nimero de publicacicnes

referentes a este tema, de las que sdlo citamos una minima parte .’

4.3. Fuerzas intermoleculares en disolucion

Desde que se conoce la existencia de atomos y moléculas el hombre ha
especulado sobre la naturaleza de las fuerzas que ocurren entre ellas. Fildsofos
atomistas griegos y romanos vieron las fuerzas en términos concretos y consideraron la
fuerza de interaccion entre las moléculas.®

La idea de las fuerzas intermoleculares tiene una larga historia. El concepto de
molécula como punto fuente de fuerzas de atraccion y de repulsion fue primero
formulado por Boscovich en 1783. El reconocié que las moléculas se deben repeler
cuando se encuentran a una pequefia separacién, pero asumié que la atraccion y la
repuision alternan dependiendo de la distancia. Mas tarde se establecié el punto de
vista de la repulsién entre moléculas a corta distancia y de atraccion entre moléculas a
larga distancia, que fue claramente expuesto por Clausius en 1857.%

Maxwell incorporé a la descripcién del comportamiento cinético de los gases la
idea de que las moléculas ejercen fuerzas unas sobre otras. Boltzmann recurrié a una
serie de leyes de fuerzas intermoleculares las cuales contenian componentes de
atraccion. En 1873 van der Waals desarrollé una ecuacion de estado para un gas cuyas
moléculas se suponian eran esferas rigidas impenetrables rodeadas por un campo de
fuerzas atractivas. El trabajo de van der Waals demostro que la existencia de fases
condensadas proceden de fuerzas atractivas entre moléculas, y a la vez que la
pequefia compresibilidad de estas fases condensadas resuita de fuerzas de repulsion
que actuan a corto alcance.*

Desde finales del siglo XIX una cantidad considerable de trabajo ha estado
dedicado a la conexion entre las propiedades de la materia y las fuerzas

intermoleculares.*®
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Sélo con la elucidacién de la estructura electronica de atomos y molécuias y el
desarrollo de la teoria cuantica en los afios veinte fue posible entender el origen de las
fuerzas intermoleculares. Se ha establecido que todas las fuerzas intermoleculares son
de origen electrostatico. Por esta razéon ha sido util clasificar las interacciones
intermaleculares en diferentes categorias con el mismo origen fundamental. Asi, como
resultado de esta clasificacién se encontraron términos como fuerzas idnicas, fuerzas
de van der Waals, hidrofobicas, puentes de hidrégeno y fuerzas de solvatacion,® a
menudo acompafiado por una division en interacciones fuertes y débiles y de corto,
medio y largo alcance.’

Actualmente existe un gran interés por entender estos fendmenos en terminos
de fuerzas operativas. Este asunto ha liegado a extenderse de tal forma que se ha
desarrollado una tendencia para las diferentes disciplinas a adoptar su propia
terminologia y conceptos, para enfatizar aspectos bastante diferentes de interacciones
que son esencialmente el mismo. Por ejemplo, en quimica y biologia el énfasis se sitha
casi enteramente en fuerzas de corto alcance alrededor de atomos y moléculas,
raramente extendido a mas de una o dos distancias atomicas. El lenguaje del presente
en la biologia molecular esta lleno de términos como son apilamiento molecular,
interaccion especifica y mecanismos de llave-cerradura.*

El entendimiento de la naturaleza y la intensidad de las fuerzas que existen entre
las moléculas de soluto en disolucion es de fundamental importancia para la
comprensién de los mecanismos de reaccion. Las expresiones referidas a los gases
pueden ser juiciosamente empleadas cuando se trata de explicar resultados
experimentales para sistemas en disolucion, aunque hay que tener en cuenta que el
rango de las interacciones es bastante diferente.*® La caracteristica mas importante
de todas las fuerzas intermoleculares en disolucion acuosa es que estas fuerzas son
tan dependientes de las propiedades de este disolvente como de la naturaleza e
intensidad de las fuerzas intermoleculares por si mismas.*

Las fuerzas intermoleculares no covalentes en el agua son principalmente una
consecuencia de la fuerte interaccion entre las moléculas de agua unas con otras, mas

que ia directa interaccién entre las moléculas de soluto.™
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Por otro lado, ios estudios de complejacién relacionados con las ciclodextrinas
en medios No acuosos son muy escasos. Los primeros datos acerca de constantes de
interaccién de combiejos [huésped < B-ciclodextrina] en DMSO fueron informados por
parte de Siegel y Breslow en 1975.% Ei dimetilsulféxido (DMSO) es un disolvente polar,

no hidroxilico, extremadamente higroscopico y miscible con el agua en todas las

proporciones. A pesar de los amplios estudios realizados sobre las propiedades del
DMSO, la naturaleza de las interacciones entre DMSO y agua aun no se comprenden
totalmente. Se han propuesto varias interpretaciocnes. Por ejemplo, unos datos se
explicaron en base a una fuerte, pero no direccional interaccién dipolo-dipolo 0 a la
formacion de puentes de hidrogeno.® EI DMSO puede formar dos o tres puentes de
hidrégeno con las moléculas de agua y el atomo de oxigeno del DMSO siempre acepta
ios protones. Los puenies de hidrogeno formados entre DMSO y agua son mas fuertes
que los existentes entre las moléculas de agua.”

El dimetilsulfoxido tiene una amplia gama de acciones farmacologicas como son
los efectos anti-inflamatorio y analgésico local, agente bacteriostatico, diurético,
tranquilizante y la permeabilidad a través de las membranas.® Presenta baja toxicidad
cuando se administra tanto por via oral como por via cutanea, subcutanea, intravenosa
e intraperitoneal.®®

Estas caracteristicas del dimetilsulfoxido, junto con el valor de su constante
dieléctrica (48.9 a 20°C y 46.4 a 25°C),% su tension superficial, que comparativamente
con la del agua es menor (46.2 y 72.8 mJm?®, respectivamente)** “?® [z estabilidad de
sus mezclas con agua a todas las proporciones,” y la extremadamente débil
interaccién que presenta con el interior de [a cavidad de las ciclodextrinas (0.41 £ 0.04
en 10% DMSO/agua y 0.37 + 0.04 en 20% DMSO/agua, con a-CD* y 0.0018 mmol
‘dm® en DMSO, con B-CD'®) hacen del DMSO y de las mezclas DMSO/agua medios de
reaccion interesantes para el estudio de la formacion de los complejos de inclusion
entre las ciclodextrinas y los analgésicos anti-inflamatorios no esteroidicos.

Estudios mas recientes de ciclodextrinas en médios no acuosos como
cloroformo, dimetilformamida y dimetilsulfdxido fueron informados por Kobayashi,™

Danil de Namor et al.'% y otros.'®"%
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5. Planteamiento del problema

La organizacion de los sistemas biolégicos es frecuentemente el resultado de las
asociaciones moleculares debido a las fuerzas intermoleculares no covalentes.

Enzimas, anticuerpos, genes, iondforos y ofros sistemas biolégicos poseen sitios

receptores que pueden selectivamente unir sustratos dando lugar a un reconocimiento
molecuiar muy especifico. La investigacion sobre las interacciones entre huésped y
anfitrion de estructura y composicion quimica conocida son de gran interés y muy utiles,
ya que nos pueden ayudar a elucidar cuales son los factores que controlan la
interaccion sustrato-receptor en sistemas biologicos, y pueden llegarse a crear
especies nuevas y procesos quimicos nuevos.'®

A pesar de ia émpiia gama de apiicaciones que tienen ias ciciodextrinas y sus
derivados, y la gran variedad de moléculas que se pueden incluir en las cicloamilosas,
asi como ia importancia que en ios campos de ia bioquimica y la farmacia tienen los
analgésicos anti-inflamatorios, no se han realizado estudios sistematicos, en disolucion,
relacionados con las interacciones de caracter no covalente entre estos dos tipos de
moléculas. Se han preparado complejos de inclusion de ciclodextrinas y farmacos
analgeésicos anti-inflamatorios,"""° pero no se conocen los correspondientes
parametros termodinamicos involucrados en el proceso de complejacion ni la afinidad
que tienen estas moiéculas huéspedes por las cavidades de las ciclodextrinas.

Las dosis aplicadas de los farmacos analgésicos anti-inflamatorios son
relativamente aitas, debido a su baja absorcion. Como ya mencionamos anteriormente,
la toxicidad gastrica es uno de los problemas principales que se manifiestan durante el
tratamiento con este tipo de sustancias.®® Su complejacion con ciclodextrinas,
moléculas anfitrionas, que por su parte solo presentan efectos toxicos tras la
administracién de cantidades muy elevadas,” ® mejora la absorcién de la molécuia
huésped, permitiendo de este modo la disminucion de su dosis.

Las dosis administradas de ciclodextrina son relativamente bajas, y en el jugo
gastrico se produce una rapida disociacion del complejo. La absorcion del hueésped se

ve fuertemente acelerada, mientras que de la ciclodextrina sélo se absorbe una
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insignificante cantidad a través del tracto intestinal y sera posteriormente metabolizada
por la microflora del colon.*

La influencia de la temperatura, del medio de reaccion, de la estructura del
huésped y de su polaridad, hace que estas interacciones ciclodextrina-huésped
presenten un gran interés desde el punto de vista de la quimica supramolecular sobre
un problema fundamental, la naturaleza de los enlaces quimicos que intervienen en la
formacion y en la estabilidad de los complejos de inclusion.

La importancia que tiene la aplicacion de estos farmacos analgesicos anti-
inflamatorios se pone de manifiesto al conocer su elevado consumo por parte de la
poblacién. La superposicién de las alteraciones celulares en el organismo provoca
dolor, inflamacién y destruccién de tejidos por causa de una gran variedad de
enfermedades, entre ellas 1a artritis, que afecta practicamente a un 7% del total de la
poblacién mundial. Por otro lado, el consumo anual en los Estados Unidos de América
por consumo de farmacos anti-artriticos ascendio a trescientos millones de dolares en
1978, y en 1981 se duplico.” Estas cifras son un ejemplo que revela la importancia
econbémica y la necesidad de abatir los costos de produccién y comercializacion de los

farmacos anti-inflamatorios.
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6. Objetivos

Objetivo general

« Obtener datos experimentales y tedricos que ayuden a establecer los factores que

determinan las interacciones en disolucidn de fenoprofén, naproxén, ibuprofén,

ketoprofén, indometacina, fenilbutazona y oxifenbultazona con «a-ciclodextrina, p-

ciclodextrina, y-ciclodextrina y B-ciclodextrina-hidroxipropilada.

Objetivos particulares

» Obtener parametros espectrales y a partir de ellos determinar las constantes de
interaccidn de los complejos de inclusion, asi como otras magnitudes termodinamicas
de interaccion (AH, AS, AG). |

« Determinar la influencia del medio de disolucidn sobre el proceso de compiejacion.

¢ Elucidar la posible geometria de los compiejos formados en disolucion.

» Establecer las diferencias conformacionales y energéticas de los anaigésicos anti-

inflamatorios, las ciclodextrinas y sus respectivos complegjos de inclusion.
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7. Resultados y discusion

Entre los métodos propuestos para estudiar los complejos de inclusion
seleccionamos el espectral o de espectrofotometria directa." ""'"* Su requerimiento
esencial es la presencia de cambios espectrales que ocurren como consecuencia de la

formacion de los complejos de inclusién. Algunas de las ventajas que nos ofrecen los

estudios en disolucién son;

- se puede determinar con mayor precision y facilidad la relacién estequiométrica entre
las moléculas huésped y anfitridn,

- es posible evaluar las constantes de interaccién, y por tanto, los valores de AG, AH y
AS,

- es mas facil determinar el tipo de fuerzas que favorecen la interaccion entre los
anaigésicos anti-inflamatorios y las ciclodextrinas sin preocuparse por las fuerzas que
mantienen la cohesion de los sélidos.

Aunque hay una gran variedad de publicaciones referentes a los distintos tipos
de fuerzas involucradas en la formacion y estabilizacion de los complejos de inclusion
entre ciclodextrinas e innumerables moléculas huésped, es muy dificil lograr
comprender las fuerzas que surgen debido a la interaccion ciclodextrina-huésped, si la
posicion del huésped en el interior de la cavidad lipofilica de la ciclodextrina no esta
claramente establecida. Generalmente ocurre que el huésped esta parciaimente libre y
parcialmente incluido en la cavidad de la ciclodextrina, v también manifiesta un
movimiento oscilatorio dentro de la cavidad, teniendo una variacién periodica de
distancias intermoleculares con respecto a la posicién de equilibrio. La posibilidad de
evaluar cuantitativamente las fuerzas intermoleculares que intervienen en |la
orientacién, formacion y estabilizacion de complejos de inclusion no es un trabajo facil
debido a la intrinseca dificultad del sistema.

A partir de las diferencias de intensidades entre los patrones espectrales (para
valores determinados de i) obtenidos mediante las espectroscopias electronicas de
absorcion y emisién, se calcularon las constantes de interaccién aplicando las
ecuaciones 1y 2 que aparecen en el apéndice 10.1, con la representacion grafica de la

propiedad valorada, AY, frente a la variacién de la concentracidon de ciclodextrina. Los
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valores de las constantes de interaccion y los de otros parametros termodinamicos
estan tabulados a lo largo de esta seccion para cada una de las moléculas huésped.

La resonancia magnética nuclear de protén ayuda a esclarecer si la nueva
especie formada en disolucién es un verdadero complejo de inclusién o si se trata
simplemente de una asociacion entre los dos componentes. A partir de los resultados
obtenidos por esta técnica se determinaron las estructuras de los complejos de
inclusién, las cuales se optimizaron mediante mecanica molecular, encontrandose
estructuras de minima energia en cada caso.

La presente exposicion de resultados se elaboro considerando cada molecula
huésped por separado y presentando para cada una de ellas los experimentos
realizados, resultados obtenidos, discusion referente a las fuerza intermoleculares y
estudios de mecanica molecular.

Respecto a las fuerzas intermoleculares puntualizaremos que hay algunos
ejemplos de interacciones intermoleculares en disolucidon acuosa que no pueden
facilmente ser incluidos en interacciones electrostaticas, puentes de hidrégeno, o de
transferencia de carga, pues presentan valores tanto de entropia como de entalpia
negativos. Estas fuerzas representan el tipo de interacciones definido por W. P. Jencks
como interacciones hidrofobicas “no clasicas”®® Es necesario anotar que para los
resultados obtenidos en este trabajo hablaremos en términos de interacciones de van
der Waals y no de solvofobia “no clasica” cuando nos refiramos a estos valores de
entalpia y entropia.

Tomando en cuenta que el pK, de todas ias moléculas huésped esta entre 4.2 y
5.2 es necesario puntualizar que todas ellas, excepto fenilbutazona y oxifenbutazona,
se encontraran en forma ionizada en los diferentes medios de disolucion empleados.

La presencia del anién carboxiiato, en las moléculas huésped que lo contienen, y
el dipolo de las ciclodextrinas, ayudaran a establecer la orientacién de la inclusion del
huésped en el interior de [a cavidad de la ciclodextrina. En el caso de fenilbutazona y
oxifenbutazona, los dipolos de estas moléculas huésped y de las ciclodextrinas son los
que determinaran la geometria de sus complejos de inclusion. La gran mayoria de los
complejos de inclusion estudiados presentan una estequiometria tipo 1:1 (SL). Sélo en

once de los sistemas preparados se puede hablar de compilejos tipo 1:2 (SL,).
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7.1. Fenoprofén

El fenoprofén es uno de los componentes de la familia de farmacos anti-
inflamatorios fenilpropionicos.®® Se presenta como polvo blanquecino, sin olor, bastante
estable al medio acido, al medio basico y al calor. Es un efectivo agente anti-
inflamatorio, pero causa alteraciones a nivel gastrointestinal.'""* El fenoprofén es

producido por el laboratorio Lilly.*"

7.1.1. Espectros de absorcion y emision

Todos los compuestos quimicos absorben energia de al menos una regién dei
espectro de radiacion electromagnética. La energia a la que ocurre la absorcién
depende de la disponibilidad de los niveles electrénico, vibracional y rotacional de
energia de la molécuia. Cuando la absorcion es en la region UV-visible del espectro
(200-700 nm), las transmisiones ocurren entre niveles electrénicos de energia. Las
moléculas absorben energia sbéio cuando ei fotdn incidenie tiene una energia
exactamente igual a la diferencia de energia entre los dos estados permitidos; el fotén
promueve la transicion de un electrén de un estado de menor energia a otro de mayor
energia. Antes otro fotdn puede ser absorbido y el estado excitado debe perder esta
energia y revertirla al estado basal. Cominmente, este proceso reversible es rapido (<
10" s) y ocurre por pérdida de energia a estados vibracionales y rotacionales dentro de
la misma molécula, y por colisiones con otras moléculas (especialmente con el
disoivente).'"®

De una disolucion que contiene huésped, S, en presencia de anfitrion, L.,
medimos una propiedad Y de la disolucién en funcion de L, la concentracion total de
anfitrion. Cuando una propiedad medida de una disolucién de mezcla de solutos Sy L
no es iguat a la suma de los valores de la propiedad de las disoluciones de S y L por
separado, esto indica que algin tipo de interaccion ha tenido lugar entre elios. El
comportamiento de no aditividad se atribuye a la reaccidn quimica, con la formacion de
una o mas nuevas especies, que llamamos complejos moleculares. La descripcion
cuantitativa de estos sistemas involucra la evaluacion de las constantes de equilibrio. '

Teniendo en cuenta la estructura y composicion del fenoprofén, se investigé su

grado de disociacion en disolucion. Por estudios de conductimetria sabemos que el
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fenoprofén esta en forma disociada en disoluciéon acuosa, como un electrolito tipo

1:1.17
Es posible pensar en las siguientes etapas de equilibrio de disociacion,

Fen- Ca-Fen =——= Fen-Ca* + Fen"z==—=—>=2 Fen~ + Ca®

A partic del primer equilibrio, correspondiente a la disociacion de un electrolito
tipo 1:1, los complejos de inclusién a los que se hace referencia para el caso de esta
sal de calcio, son aquelios en los que la inclusién se lleva a cabo a través del anilio
bencénico del huésped.'™ Las secciones idnicas del mismo ayudan a orientar la
molécula, provocando la inclusion del anillo bencénico, y quedando de esta forma el
anion y el catién en contacto con el disolvente.

En disoluciones con pH<pKa,, (4.5) es posible su protonacion. Aparece una
banda extra en 338 nm, figura 3, que en los medios de disolucion en estudio no
aparece. La asignacién de esta banda concuerda con la protonacion del grupo

carboxilato.
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Figura 3. Espectros de absorcion electrénica en la region UV-vis de fenoprofen a 298 K. (—) fen en
agua y (M), {~=-), (Q), (+ ++), (A), {(==) y (X) son fen” en agua + volimenes crecientes de HCJ (de 0.2
mL a 1.4 mL).

Un ejemplo esta en los espectros obtenidos para las curvas de calibrado donde
la banda correspondiente a 338 nm esta ausente (figura 4). Esto nos confirma que
efectivamente en los medios de disolucion en estudio, esta sal de calcio del fenoprofén
se encuentra en forma disociada, y por los estudios de conductimetria ya sabemos que
es como un electrolito tipo 1:1 en disolucidn acuosa.
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[Fencprofen] en Buffer [Fencprafen] en DMSO
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Figura 4. Espectros UV a 298 K correspondientes a las curvas de calibrado de fenoprofén’ en
buffer pH 7.5, izquierda, y DMSO, derecha.

En las tablas 4-7 se exponen los valores de 86 constantes aparentes de
interaccidén de ios sistemas con fenoprofén’, obtenidas a pariir de ia ecuacién 1 (ver

apéndice 10.1).

Medio de Disofucion

Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO
{K) Ko (1:1) Kap(1:1) Kep(1:1) K (1:1)
288 1000 = 150 1500 + 500
293 700 + 160 89075 2900 £ 700 3100 300
298 250120 B10+ 95 2400 £ 500 2400 + 700
298 (ems.) . 480 1 50 45075 2500 + 1000 2700 + 300
303 700 % 100 2000 + 400 1600 +100
310 150 + 20 660 + 40 1300 £ 100 760 £ 45

Tabla 4. Constantes aparentes de interaccion del sistema [fenoprofén c a-CD]’, (M).

Medio de Disolucién

Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
{K) Ky (1:1) Kap{1:1) Kap(1:1) Ko (1:1) Ky (1:1)
288 2600 + 500 2500 + 500 4000 + 1060
293 1300 £ 100 3300 + 2500 1100 £ 100 600 % 200 1500 = 300
298 1000 £ 100 2000 £ 900 900 £ 200 35025 900 + 300

298 (ems) 1000 £ 100 4000 * 2000 2200 £ 100 570+ 30 630 £ 70

303 650 + 30 1400 + 400 180 % 10 2201 10 240 £ 40
310 385+89 1000 + 400 1857

Tabla 5. Constantes aparentes de interaccion del sistema [fenoprofén < B-CD]’, {M").

L]
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Medio de Disolucion

Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO

(K) Kap(1:1) Kap (1:1) Ky (1:1) Kep {1:1) Kap(1:1)
288 65x4 1300+ 200 4000 £ 2000
293 59 +3 600 + 100 3800 + 400 3600 £+ 800
298 52+2 380+ 580 2900 + 200 1300+ 200

298 {ems.) 63+1 530+ 40 2200 + 200 1700 + 200 810+ 90
303 33050 1500 300
310 43 %1 310160 1200+ 200 1100 £300

Tabla 6. Constantes aparentes de interaccion del sistema [fenoprofén c ¥-CDT, (M.

Medio de Disolucion

Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO
(K} )] Ko (1:1) Kap{1:1) Kap (1:1)
288 1700 £ 200 2000 £ 300 1700 + 200
293 1000z 100 1800 £ 400 69070
298 700 £ 40 2942 810 + 40 480 + 80
298 (ems.) 1200 £ 100 590 = 60 28025
303 36716 300 +60
310 300 £ 20 700 + 200

Tabia 7. Constantes aparentes de interaccion del sistema [fenoprofén c HP-3-CD], (M)

Tras realizar las mediciones de forma repetitiva (cada valor de absorbancia es el
valor promedio de cinco mediciones, y cada serie de tubos se repitid tres veces), no fue
posible obtener, a determinadas temperaturas y en determinados medios de disolucion,

valores confiables de las constantes aparentes de interacciéon de algunos sistemas con
fenoprofén™. Los valores de absorbancia y/o emision no se ajustaron a ninguna de las

ecuaciones empleadas para el calculo de estas constantes. Esta es la razdn de la
ausencia de algunos valores de K, en las tablas 4-7.

El estudio de las constantes de interaccion a diferentes temperaturas tiene como
fin principal llegar a determinar los parametros termodinamicos, que nos proporcionan
la informacién necesaria para conocer qué interacciones son las que estan implicadas,
en cada caso particular, en el proceso de inclusion.** 5! 1*°

Mientras que para propoésitos analiticos con materiales no reaccionantes los
espectros de absorcion son casi independientes de la temperatura, en estudios de
equilibrio quimico es realmente esencial que el compartimiento de la celda se
mantenga a temperatura constante, ya que la constante de equilibrio puede variar
considerablemente con |la temperatura.’®

En este estudio de complejacidn, en disolucién buffer, B-CD y HP-B-CD generan

complejos mas estables con fenoprofén’. Sus constantes aparentes de interaccidn son
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mayores que las que se presentan en el caso de 0-CD y y-CD en el mismo medio de
disolucién. Es oportuno indicar que el didmetro interno de la cavidad de la ciclodextrina
juega un papel importante en el procesa de inclusion. * ' Debido al pequefio diametro
interno de ia cavidad de la o-CD vy el gran tamafio del didmetro interno de la cavidad de

tay-CD, ~ 57 Ay~95 A, respectivamente,® éstas muestran menor capacidad para

formar complejos de inclusién que la B-CD y la HP-3-CD-—Generaimente, fasmotecuias

hidréfobas que tienen anillos bencénicos, se adaptan mejor en la cavidad de la p-CD y
en la de su derivado hidroxipropilado, debido a la adecuada relacién de tamafos entre
la seccion incluida de la molécula huésped y el diametro interno de la cavidad de fa B-
CD (~ 7.8 A)."**' Esto significa que hay un buen espacio para que las moléculas de fen’
interactuen con el interior de la cavidad de la B-CD. En disolucion buffer, la afinidad de
fen” por la HP-B-CD es comparable a la que muestra por ta B-CD. En este medio de

disolucion la presencia de las cadenas hidroxipropilicas no influye en la estabilizacidn

Q.

al
el

complejo de inclusion {fen < HP-B-CDJ.

Si comparamos los valores de K obtenidos a 298 K, las espectroscopias
electronicas de absorcion y emision en la region UV-visible, podemos ver que son algo
diferentes. Esta observaciéon no es nueva, hay informes concernientes con este asunto.
Por ejemplo, K. A. Connors et al.'® muestran una tabla con valores de constantes de
interaccion para el sistema formado por acido benzéico y «-CD. Estos valores de K son
diferentes entre si, aunque son aproximadamente del mismo orden. En nuestro caso
los valores de K,, obtenidos también son del mismo orden. No hay una explicacion
satisfactoria sobre estas diferencias entre las constantes de interaccién obtenidas por
diferentes métodos para el mismo sistema de reaccién, Unicamente se puede atribuir a
la diferente sensibilidad de las técnicas espectroscopicas empleadas para el estudio de
las disoluciones.

La figura 5 muestra una representacion grafica de la variacién de las constantes
aparentes de interaccion en funcién de la temperatura, vy los ajustes no lineales
obtenidos a partir de la ecuacion 1 (ver apéndice 10.1). Mediante esta figura y las
tablas 4-7 podemos apreciar la fuerte dependencia de las constantes aparentes de

interaccién con la temperatura. La figura 5 indica que en el sistema [fenoprofén c HP-p-
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CDJ, al incrementar la temperatura, el equilibrio de estas disoluciones no se ha

desplazado totalmente hacia la direccion de la formacion del complejo 1:1.

K,.,=1 D22+136 a 293K

0.01 K1_1=1739:|:233 a 288K 0.01
0.00 & ~ . . . 0.00 4 - - .
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010
[HP-B-CD] (M} [HP-B-CDJ (M)

0.04
0.03
0.02

AA a 264nm

K,,,=36716 a 303K

0.0 K,,=705142 a 298K 0.01
0.00 . , . ) 0.00 & , . e :
&6 o602 0.004  0.006  0.008 0.840 5,000 0.002 ©0.004 0.006 0.008 0.010
[HP-B-CD] (M) [HP-B-CD] (M)

g 0.05 »

£ 0.04

<

© 0,03

™~

g 0.02

K1_1=295119 a 310K

0.000 0.602 0.004 0.006 0.008 0.010
[HP-B-CD] (M}

Figura 5. Sistema {fenoprofén ¢ HP-B-CD] en disolucién buffer. Obtencion de los valores de K., a
las diferentes temperaturas de trabajo por espectroscopia de absorcién electrénica en la region
uv.

Los complejos de inclusion con ciclodexirinas son especies muy dinamicas en
disolucion y alcanzan un equilibrio asociacién-disociacion dependiente de la
temperatura, con valores de constantes aparentes de interaccion que disminuyen al
incrementar la temperatura. La explicacion de esta tendencia es referente al aumento
de la movilidad molecular con la temperatura, son directamente proporcionales. En
otras palabras, el incremento de la temperatura provoca la disociacion de estos
complejos,'® disminuyendo su tendencia a la saturacion.

Las ciclodextrinas que tienen menor tamafio de diametro externo de cavidad (a-
CD y HP-B-CD) no muestran interaccion significativa con fenoprofén” en DMSO, lo que
manifiesta la importancia del tamario de la cavidad de la ciclodextrina en este medio de
disolucion. Obtuvimos los mayores valores de K en DMSO con y-CD (K y-CD > K 3-CD).

Justamente sucede lo contrario en disoluciéon buffer, donde la intensidad de la
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interaccion entre fenoprofen” y ciclodextrina disminuye al aumentar el diametro interno

de la cavidad del anfitrién y esto se observa claramente con el pequefio valor de la
constante aparente de interaccion [fen < y-CD7, K,.,= 52 + 2. La superficie de contacto

entre fen" y v-CD es muy pequefia, es decir, la distancia entre la seccion de fen” incluida

es muy pequeia.” En la mezcla 25% DMSOf/agua los menores valores de K

corresponden a la interaccion con HP-B-CD, probablemente por el impedimento
estérico provocado por las cadenas hidroxipropilicas (K B-CD > K «-CD > K y-CD > K
HP-B-CD).

El comportamiento con respecto al disolvente es muy significativo, aunque no es
el factor que contribuye de forma primordial en la formacién de estos complejos de

inGs de los resultados con fen.
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En algunos casos, como el sistema {fen ¢ «-CDJ, &l valor de la constante aparente de
interaccion en los distintos medios de disolucion se incrementa al aumentar la

solubilidad del fenoprofén™ en dichos medios. Esto involucra a las interacciones de van

der Waals como fuerzas formadoras de estos complejos de inclusion [fen  a-CDJ en

los distintos medios de disolucion™ “* *° (ver tabia 8 en la seccién correspondiente al

calculo de valores de otros parametros termodinamicos).

Los valores de la solubilidad, S,, de fenoprofén” estan graficados en Ia figura 6.

016+ Disolvente

014 0 = disolucién acuosa,
25 = 25% DMSO,
012 50 = 50% DMSO,

76 = 75% DMSO,
010 4 100 = DMSO

profen (M)

008

006 4 /

004 4

0024
fo—

0.00 T r T T
0 26 50 75 100

Disoclvente

S Feno
o]

Figura 8. S, experimentales (fenoprofén’) en los diferentes medios de disolucién a 298 K.
Los datos de espectroscopia de fluorescencia a menudo ofrecen una muy

valiosa informacién acerca de las interacciones huésped-anfitrion.
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En algunas moléculas, particularmente sistemas rigidos conjugados, la pérdida
de energia del estado excitado por vibracién o rotacién puede ser lenta. En este caso,
el estado excitado puede perder energia, por ejemplo, por emision de un fotdn. Si la
emision es a partir del estado excitado singlete, este fenomeno se conoce como
fluorescencia: si la emision es a partir del estado excitado triplete, es fosforescencia.
Para observar fluorescencia, el tiempo de vida del estado excitado debe ser
aproximadamente 10 s, y para fosforescencia de 10 5. Durante el tiempo de vida del
estado excitado, generalmente alguna pérdida de energia no radiativa ocurre
anteriormente a la emision de la energia del foton. Esto ocasiona que la energia del
foton emitido sea menor que la energia del fotén absorbido; la fluorescencia o
fosforescencia es a una longitud de onda mayor que fa correspondiente a la excitacion.
Mientras todas las moléculas absorben fotones, relativamente pocas fluorecen o
fosforecen significativamente a temperatura ambiente, y estas dltimas propiedades son
especialmente dtiles para mezclas complejas.’®

La fluorescencia es la emisién de radiacién absorbida por una moiécula. Si la
radiacion de excitacion tiene una longitud de onda que difiere de la longitud de onda de
absorcién, menor energia radiante sera absorbida y consecuentemente menos sera
emitida. Todas las moléculas poseen una propiedad caracteristica que se describe por
un ndmero llamado eficiencia cuéntica, ®. Esta es la proporcién de energia total emitida
por cuantos de energia absorbidos. Una molécula que no fluorece es aguella cuya
eficiencia cuantica es cero, o tan préoxima a cero que la fluorescencia no se puede
medir.*?

La interaccion entre fenoprofén” y ciclodextrinas puede ser también estudiada
mediante la espectroscopia de fluorescencia. Al incrementar la concentracion de la
ciclodextrina, la intensidad de la emision también se incrementa. La literatura contiene
publicaciones donde se argumenta que los aumentos de la intensidad de la
fluorescencia y/o los desplazamientos de la longitud de onda con emision maxima
indican la formacién de complejos de inclusion > #1212

Los espectros mostrados en la figura 7 se realizaron en disolucion buffer a pH
7.5y 298 K. La longitud de onda de excitacion fue de 278 nm y el ancho de la abertura

de la rendija o “SLIT” fue 0.8. La figura insertada muestra la tipica dependencia
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hiperbdlica entre la intensidad de la emision y la concentraciéon variable de «-

ciclodextrina.

1 Ajuste no insal para complajos tipo 1:1

A (nm)
Figura 7. Espectros de emisién del sistema [fenoprofén a-ciclodextrina]” en disolucién buffer de

PH7.5a 298 K. [Fen] = cte= 1x10°My [«-CD] es, (A) 0 M; (M} 1x10° M; (- -) 2x10° M; (-+ +-) 4x10° M;
(* +) 6x10° M; (—) 8x10° M; (O) 1x102 M.

El fenomeno del aumento de la fluorescencia con las ciclodextrinas se atribuye
principalmente a la distribucion, abundancia y al bioqueo de las especies excitadas de
los procesos de apagamiento y decaimiento no radiativo que ocurren en el seno de la
disolucién.'® Debido a la capacidad de las CDs para formar compiejos de inclusién, las
moléculas atrapadas quedan aisladas del exterior,' asi hay una disminucién de los
grados de libertad rotacional en el medio hidrofdbico de la cavidad de la CD: una parte
de la molecula de fen” esta protegida de las colisiones y sus estados excitados son
bloqueados del proceso de apagamiento.'

El entorno de la molécula puede influir fuertemente sobre la fluorescencia de
moléculas poliatémicas. En muchas moléculas polares el estado excitado es mas polar
que el estado basal. Consecuentemente, un aumento en la polaridad del disolvente
produce una mayor estabilizacién del estado excitado que del estado basal, lo que
provoca un cambio de ambos espectros (absorcion y fluorescencia) a menor energia o
a mayores longitudes de onda cuando la constante dieléctrica de! disolvente se
incrementa. Estos cambios estan caracterizados por la naturaleza especifica de la
interaccion soluto-disolvente, siendo importantes:
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- las interacciones dipolo permanente,,,,—dipolos inducidossonente:

- las interacciones dipolo permanente g ene—dip0l0s inducidos . ¥

- las interacciones dipolos inducidos,,—dipolos inducidoSysoyente cuando ni el soluto ni
el disolvente poseen dipolos permanentes.

El espectro de fluorescencia puede verse afectado por cualquiera de estas
interacciones, que se engloban de forma general dentro del término “efecto
electrostatico del disolvente”. El estado basal y el estado excitado envueltos en la
absorcién y fluorescencia son distintos. De acuerdo con ello, no hay razén para esperar
una correspondencia precisa entre los efectos del disolvente sobre la absorcion y sobre
la fluorescencia.'®

Muchos compuestos que presentan marcada fluorescencia en disolventes
organicos, en disolventes acuosos disminuye considerablemente esta propiedad. Un
ejemplo de todo lo mencionado anteriormente lo tenemos en la figura 8 donde se
observan los cambios espectrales producidos por la interacciones existentes entre ias
moléculas de soluto y las del disolvente, teniendo en cuenta la proporcion de DMSO en
las diferentes mezcias. Hay un leve desplazamiento de los maximos a mayor longitud

de onda al incrementarse la proporcion de agua en las mezclas.

280 300

Figura 8. Espectros de emisién de fenoprofen (1x10° M) a 298 K, en los diferentes medios de
disolucién que contienen DMSO.

Se conocen cuatro tipos comunes de apagadores de la fluorescencia: la
temperatura, el oxigeno, la concentracion y las impurezas. Los que en nuestro caso

pueden influir mas son los cambios producidos por el aumento de la temperatura y la
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presencia del oxigeno en el sistema, ya que la concentracion de trabajo ha
permanecido siempre constante para todos los sistemas, y todas las disoluciones se
prepararon con las maximas precauciones para evitar impurezas. El aumento de ja
temperatura en el sistema se traducen en un aumento en la movilidad molecular y la

existencia de colisiones, io que consecuentemente roba la energia de la molécula. La

flucrescencia maxima es disminuida debido a la disipacion de energia por transiciones
de energia vibracional. También, el oxigeno presente en disolucién a una concentracion
de 10° M, normalmente reduce la fluorescencia en un 20%.'%

Al agregar ciclodextrinas a estas disoluciones, el aumento de la intensidad de
emision es significativo, véase por ejemplo la figura 7. La cavidad de la ciclodextrina se
comporta de forma similar a los disolventes organicos no polares debido a sus
caracteristicas hidrofébicas."

£l efecto def aumento de ia concentracién de ciciodextrina sobre el espectro de

absorcion del fenoprofén™ se muestra en fa figura 8.

0.02 4

0.01

000 T T ¥ 1
250 260 270 280 290 300 30 30

A (nmy)
Figura 9. Infiuencia de la concentracién de HP-B-CD sobre los espectros de absorcién de fen™ en
25% DMSO/agua a 288 K. [fen] = cte = 1x10°* M. [HP-B-CD]: (—)= 0, (O)= 1x10° M, (H)= 2x10° M,
(@)= 4x10° M, (T)= 6x10° M, (A)= 8x10° M, (mm)= 1x102 M.

La absorcién de fen” aumenta con la concentracion de HP-B-CD, en este caso a
288 K en 25% DMSOf/agua. Este comportamiento se presentdé también a las otras
temperaturas de trabajo. Dicha modificacién de los espectros refleja la formacién de
una nueva especie en disolucion, indicando la existencia de interaccion entre el

huesped y el anfitrién en disolucion. "
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7.1.2. Espectros de resonancia magnética nuclear

Para que exista resonancia magnética nuclear es necesario que un nucleo tenga
espin nuclear, y como resultado de éste, un momento magnético. Es necesario
también, someter a estos nucleos a la presencia de un campo magnético en el que se
efectian dos fenémenos: orientacion en el campo y movimiento precesional. El numero

posible de orientaciones se da en la expresion
71 +1=orientaciones, donde I es el espin nuclear.

Corresponde a cada orientacion una energia potencial determinada, dada por:

E, = uH, cos@
en donde H, es la intensidad del campo magnético y & el angulo formado por cada
orientacién respecto al campo magnético."

Los nucleos con una orientacién, dada por efecto de su movimiento angular,
tenderian a disminuir el angulo 6, y a orientarse paralelamente al campo magnético.
Esto no se efectia, debido a que los nicleos se sujetan al llamado movimiento
precesional. La velocidad precesional es proporcional al campo magnético aplicado. Es
importante notar que, independientemente de la velocidad de precesion, existe un
equilibrio dinamico entre las diferentes orientaciones del nucleo. Este equilibrio
dinamico esta regido por la ecuacion de Boltzmann. En el caso especifico del nucleo
del atomo de hidrogeno, al aplicar la ecuacion de Boltzmann para las dos posibles

orientaciones, y resolveria a 9400 gauss y temperatura ambiente, se tiene

- —%9-=1.0000066 en donde,

k = constante de Boltzmann,
T = temperatura absoluta,
En ausencia de campo magnético, la relacion es la unidad yN,,, =N_,,."*
Para resolver las sefiales de un espectro monodimensional (1D), so6lo se
necesita conocer, junto con la asignacién de las bandas, el ancho espectral y la

anchura de cada multiplete. En cambio, los espectros bidimensionales (2D) muestran
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un mapa de sefnales que representa las interacciones que ocurren simultaneamente
entre los atomos.'*

El espectro NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) muestra
picos negativos en su diagonal (correspondiente a la inversion de un experimento

monodimensional) y sefales que indican la interaccion por distancia entre atomos

— (NOEs).™ Mediante el espectro NOESY se comprueba la capacidad para establecer
interacciones entre los atomos a través del espacio, bastante independiente de las
interacciones debidas a los enlaces. Un aumento en la intensidad de la interaccién es
un NOE positivo, y una disminucién en la intensidad de la interaccion es un NOE
negativo.

En el espectro ROESY (Rotating Frame Nuclear Overhauser Enhancement
Spectroscopy), la evolucion de las sefiales que indican la interaccion entre atomos por
proximidad, tienen lugar bajo la influencia de un campo de espin, con una efectiva
precesion de frecuencia.™ Hay un giro constante de la muestra, mejorando la
visualizacion de la sefiales que indican la interaccion interatémica, a través del espacio,
especialmente en muestras que presentan baja solubilidad.

Los estudios de resonancia magnética nuclear de protén con fenoprofén™ han
sido unos de los mas completos que se han realizado en este trabajo. Se llevaron a
cabo experimentos en D,O con a-, - y y-ciclodextrina, y en DMSO-d, Gnicamente con
B-ciclodextrina.

En la figura 10 aparece un espectro de tipo ROESY del sistema [fenoprofén c f-

CD] en D,0. En este caso es posible observar el caracteristico desplazamiento de la
banda correspondiente al H-5 de la B-ciclodextrina, situado en el interior de ia cavidad,
(3(B-CD): 3.66 ppm y &([fen c B-CD]): 3.62 ppm), que verifica la formacion de un
complejo de inclusién.'"® * 1% Respecto a los hidrégenos del fenoprofén’, H-6, 3, 2, y 5,
muestran también interaccidn con la B-ciclodextrina. H-1 del fenoprofén’ interactia con

la cavidad y con la seccién externa de la 8-ciclodextrina, situacion que manifiesta el
proceso de asociacion-disociacién como equilibrio dindmico. El H-7 del fenoprofén’
muestra interaccion con el borde estrecho de la B-ciclodextrina. Esto nos indica que la

inclusion es por la parte ancha de la cavidad de la B-ciclodextrina y a través del anillo
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bencénico no sustituido del fenoprofén’, ya que el grupo carboxilato es el que determina
la orientacion de la inclusion.

La parte derecha de la figura 10 refleja la modificacion que se presenta en las
bandas correspondientes al fenoprofén” cuando éste interacciona con la 3-CD en D,0.

Es posible observar claros desplazamientos de las bandas correspondientes a los
hidrogenos del anilio bencénico. Estos cambios estan mas claramente marcados en las
bandas de H-2 y H-5. También ocurre que las bandas de H-1 y H-5 intercambian su

posicién en el espectro.’’®

PO ‘ 24 Fen

0

I i
7]6 7'4 7‘2 70 6'8 66 6‘4

ppm

s13

21

Q8o
Eleog
<oCo
Qoo
@0 q

76 74 7.2 7.0 6.8 6.6 64
ppm

Figura 10. zquierda, espectro ROESY a 400.13 MHz y 288 K del sistema [fen < B-CD] en D,0.
Derecha, espectros 'H-RMN en D,0; (a) fen’, (b} [fen < B-CDJ".

Los cambios con a-CD y y-CD no son tan evidentes. La figura 11 muestra los
espectros 'H RMN para los sistemas con a-CD, v-CD y sus compigjos de inclusion
correspondientes. Ambos sistemas manifiestan el desplazamiento de la banda
correspondiente al 5-H de la CD (0.03 ppm para «-CD y 0.08 ppm para y-CD). Se
puede notar una modificacion general de las sefiales que tienden a poner de manifiesto
la interaccién entre fen” y a-CD y fen” y y-CD,*' ademas, las sefiales correspondientes a

los protones externos de estas CD estan notablemente modificadas, lo que indica que
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la inclusion de la molécula huésped no es total. El diametro interno de y-CD, ~ 9.5 A, es

bastante grande para incluir la molécula de fen". La geometria del complejo [fen c y-
CD] puede considerarse similar a la del complejo [fen c B-CD], es decir, el anillo

bencénico es la seccién de fen” involucrada en el proceso de inclusion con y-CD. Las

bandas correspondientes a los hidré - i
Figura 11 (¢) y (d).
Debido a este gran tamafio del diametro interno de la cavidad de y-CD, hay un

espacio demasiado grande entre el anillo bencénico incluido de fen” y la seccion interna

de la cavidad, por tanto, la superficie de contacto entre las dos moléculas sera
pequefia, debido a la gran distancia entre la pared interna de la v-CD y la seccién

incluida del fenoprofén’, y esto contribuye a una débil interaccién. Este hecho se puede
constatar con ios vaiores de ias constanies aparenies de interaccion que se obtuvieron
& partir de los datos de absorcion y emision para el sistema [fen < y-CDJ” en disoiucion
buffer (tabla 6). Sus constantes aparentes de interaccién son menores que las
obtenidas para el sistema [fen c B-CDJ, lo cual significa que p-CD forma compiejos de

inclusién mas estables con este anti-inflamatorio que y-CD.

(a) &5-H (C) 54 5 P
aH | 5H | @ ; on
1 [, ] oH
’ &H 2:H

3-H

39 38 37 36 35 34 33 39 38 37 36 35 34 33
ppm ppm

2 /
V_AAV l'jr‘l
38 37 36 35 34 33

39 38 37 36 35 34 33 .7 36 35 34 3,
ppm ppm
Figura 11. Espectros 'H-RMN a 300 MHz y 298 K en D,0. (a) a-CD, (b) [fen < «-CDJ’; (¢) y-CD, (d)
fen « y-CDJ.

Por el contrario, la a-CD tiene menor tamafio de diametro interno de la cavidad,

~ 5.7 A. Los espectros del complejo [fen < «-CDJ y de la «-CD, figura 11 (a) y (b),
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muestran las sefiales correspondientes a los hidrogenos externos considerablemente

modificadas. Probablemente, debido al menor tamafio y a la presencia de la glucosa
ortogonal de la «-CD,* presenta mas impedimento para la inclusion de fen”. De este
modo, la interaccion entre fen” y a-CD puede ser con los hidrogenos externos de la a-
CD vy el anillo bencénico de fen” se incluira en menor proporcion gue en el caso de p-
CD y v-CD. En general, la §-CD forma complejos mas estables que fa a-CD. Este hecho
se puede también constatar con los valores de las constantes aparentes de interaccion
que se obtuvieron a partir de los datos de absorcién y emisién para el sistema [fen c a-
CDT en disolucion buffer (tabla 4).

Todo este estudio de resonancia magnética nuclear confirma que p-CD forma
mejores complejos con fen” en medio acuoso gue o-CD y y-CD.

Las posibles estructuras de los complejos de inclusién de fenoprofén” con a-CD,

B-CD y y-CD en disolucién acuosa las podemos observar en la figura 14, en la seccion
correspondiente a mecanica molecular.
Por otro lado, es importante mostrar el efecto que tiene el medio de reaccion

sobre la estructura del complejo de inclusion. Mediante los espectros de la figura 12

observamos la interaccion entre fenoprofén” y B-CD en DMSO.

I
1
i
! -CD en DMSO-d, Fanoptokn en DMS50d,

1:;_1—_—_ = . | ppm ppm
: [ S Fenopotén® / [-CC: Fenoproterr / +CD
== . i@ e oo
pu— LY e b
T e & o l
1 |
i 1@ 'JO__,WJ
N

E%
i R e PP P T FRRCERR
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Figura 12. Espectros RMN a 300 MHz y 208 K en DMSO-d,. lzquierda, espectro NOESY del sistema
[fen c B-CD]". Centro, modificacién de las bandas de (-CD en el sistema [fen c B-CD]. Derecha,
modificacién de las bandas de fenoprofén” en el sistema [fen < p-CDJ".
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El desplazamiento y desdoblamiento de las bandas correspondientes a los
hidrégenos de la seccién aromatica del fenoprofén™ (figura 12, derecha), asi como la
modificaciéon en las bandas de B-CD tanto de sus hidrogenos externos como internos

(figura 12, centro) nos confirman la existencia de esta interaccion. El espectro NOESY

(figura 12, izquierda) presenta a la seccién aromatica, principalmente a través del H-5

del anillo bencénico (sefial en 7 ppm), y al grupo metilo del fenoprofén” como los
principales participantes en la interaccion.

Se hicieron experimentos de resonancia magnética nuclear de proton del
fenoprofén” puro en los diferentes medios de disolucion para verificar que efectivamente
la especie huésped con la que estdbamos trabajando era la misma en los distintos
medios de disolucion. Los espectros de absorcion y emisién de fenoprofén” en
disolucién buffer, DMSO vy en las diferentes mezclas DMSO/agua presentan la misma
forma y la posicion de las bandas permanece invariabie. Estos sencilios experimentos
garantizan que estamos trabajando con la misma especie en todos los medios de

disolucion.

7.1.3. Valores de otros parametros termodinamicos

En general, los valores de entropia y entalpia son el resultado de diversas
etapas elementales y factores: liberacién de las moléculas de agua de alta energia del
interior de 1a cavidad de la CD, liberacion de la tension del anilio de ia CD, profundidad
de la inclusién, solvatacion del huésped o solvofilia (efecto del disolvente) y superficie
de contacto entre huésped y anfitrion.

En la tabla 8 se exponen los valores de otros parametros termodinamicos de los
sistemas con fenoprofén’, obtenidos a partir de las ecuaciones 3 y 4 (ver apéndice

10.2).

Medio de Disoiucién

CcD bufferpH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
AHml ASmt AHlﬂt ASmt AHanl ASlnt AHIm. AS nt AHlm ASml

a-CD  -15675 -0.041 -3.24 +0.0024 -842 -0.013 -1528 -0.036

B-CD -1486 -0.036 -118 -0025 -27.86 -0.081 -13.18 -0.032 -30.16  -0.088

y-CD -3.34 -0.003 -1553 -0.040 -13.24 -0.029 -10.53  -0.020
HP-B-CD -14.78 -0.637 -845 -0.014 -18.99 -0.051

Tabla 8. Variables termodinamicas de los sistemas con fenoprofén’
{AH,,., kcal/mol; AS,,, kcal/imol K).
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Los valores ausentes de AH, y AS,, en los sistemas con fenoprofén’, son

debidos a la falta de valores de constantes aparentes de interaccion, que son
necesarias para calcular estos parametros termodinamicos.

Poniendo atencion en los valores expuestos en la tabla 8, es facil comprobar que
el proceso de inclusién entre estas ciclodextrinas y el fenoprofén™ no esta controlado

entropicamente;*? la contribucién es principalmente entélpica, mostrando cambios
favorables de entalpia (AH,,<0) y cambios desfavorables de entropia (AS,,<0). Esto
sugiere que las interacciones de van der Waals son las principales fuerzas que
contribuyen a la estabilidad de fos complejos de inclusidén con esta molécula huésped.?
“2.1% Entre las fuerzas de interaccion propuestas para el fenémeno de inclusién con
ciclodextrinas, sblo el efecto solvofobico esta gobernado por la entropia, AS,,,>0, y a
veces AH,,>0.* Este efecto por si mismo estd gobernado por un aumento en la
entropia de las moléculas del disolvente como resultado de la exclusion del las
moléculas de soluto, un proceso gue va acompafado por un aumento en el grado de
libertad de las moléculas de disolvente.? *°

A la vista de los valores obtenidos de las variables termodinamicas, y como ya se
dijo anteriormente, con respecto al comportamiento de las K,, con el disolvente, el

medio de disolucién no es el factor principal en la formacién de los complejos de
inclusidon con fenoprofén, aunque la interaccion que se presenta entre el grupo
carboxilato, que estd en contacto con el medio de disolucion, puede estabilizar la
estructura del complejo de inclusién formado, mediante interacciones con los
momentos dipolares de ias moléculas del disolvente.?

En la figura 13 se representan tipicas graficas de van’t Hoff que nos informan del
comportamiento termodinamico de los distintos complejos de inclusion. Estas graficas
en 50% DMSO/agua no son curvas (excepto para HP-B-CD), indicando esto que estas
interacciones huésped-ciclodextrinas no son sélo controladas por la entropia, donde

coniribuye mayoritariamente las interacciones solvofobicas.®
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Figura 13. Graficas de van’t Hoff de los sistemas de fenoprofén” con a-, p-, HP-B-, y y-ciclodextrinas
en mezcla del 50% DMSO/agua; (M) R= 0.9775; (@) R= 0.9532; (A) R= 0.9755; (X) R= 0.8784.

La grafica correspondiente a la B-ciclodextrina tiene una pendiente muy diferente
y refleja una diferencia notable con respecto a las otras ciclodextrinas; presenta un
valor de AH,, mas negativo que el resto, lo que indica la mayor influencia de las

interacciones de van der Waals en la formacion de este complejo de inclusion.*2 '® Las

presentaciones graficas correspondientes a las especies [fen ¢ «-CDJ, [fen ¢ HP-B-

CDJ y [fen < y-CDJ, son muy parecidas, principalmente las pendientes entre o- y HP-B-

CD. Este similar comportamiento es probablemente debido al comparable diametro
externo de la cavidad entre estas dos CDs, considerando que el diametro externo, y
consecuentemente la profundidad de la HP-B-CD, comienzan a partir de sus grupos
hidroxipropilos, ya que esta hidroxipropilacion significa una extension del cono de Ia p-

CD que acentia su caracter hidréfobo.'*" '¥ Los valores mas negativos de entalpia se
observan en los sistemas [fen < B-CD] en 50 % DMSO/agua y en DMSQO. En estos

casos la superficie de contacto entre el huésped y la B-CD es mayor y por tanto las
interacciones de van der Waals se incrementan *% '*

En disolucion buffer los valores de la entalpia de interaccion muestran que la
intensidad de la interaccion en el caso de «-, B- y HP-B-CD es mayor que en el caso de
y-CD. El valor de AH,, para los complejos con a-, B- y HP-B-CD es mucho menor que
para la ciclodextrina de mayor tamafio de diametro interno. Es muy facil comprobar en
este medio de disolucién la influencia del tamafio del diametro interno de la cavidad de
la ciclodextrina. Por ello ia y-CD manifiesta menor capacidad para formar complejos de

inclusion estables que las otras ciclodextrinas de menor diametro. La superficie de
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contacto entre el interior de la cavidad de la y-CD y la seccion incluida del fenoprofén’
es menor en comparacion con la que presentaria con el interior de las otras tres
ciclodextrinas, debido a la gran distancia entre ambos componentes del complejo en el
complejo de inclusion formado, como ya se comentd anteriormente. Esto mismo se
cumple en sistemas en 75% DMSO/agua y DMSO, pero en estos casos las
ciclodextrinas de menor tamarfio de didmetro externo muestran menor valor de AH,,
poniendo de manifiesto la mayor intervencién de las interacciones de van der Waals.

En los casos de 25% y 50% DMSO/agua esto no ocurre. Es posible pensar que
en estos dos medios de disolucion no influye de forma tan marcada el tamafio del
diametro interno de la cavidad de la ciclodextrina. En estos casos los valores de AH,,
disminuyen cuando aumenta el diametro de la cavidad de Ia ciclodextrina:
en 25%: AH,, y-CD < AH,, B-CD < AH, a-CD,
en 50%: AH,, B-CD < AH,, y-CD < AH,, HP-B-CD < AH, o-CD.

Sera factible pensar en estos casos que la expulsion de las moléculas de agua
de alta energia de la cavidad de las ciclodextrinas y la liberacion de la tension del anillo,

provocado por la inclusion, intervienen de forma mas importante.®® *® En el caso del
sistema [fen « o-CD] en 25% DMSOJ/agua ia contribucion solvofébica se hace

presente por la contribucién entrépica, AS = +0.0024, aunque este valor es muy

pequeno.

7.1.4. Estudio de la mecanica molecular

Con base en los resultados de resonancia magnética nuclear en medio acuoso,
se realizo el estudio de mecanica molecular de fenoprofén” con a-, B- y y-ciclodextrinas

(ver apéndice 10.5).

La contribucion energética total a la formacién de los complejos de inclusion de
fenoprofén” con estas ciclodextrinas presenta los valores de mayor estabilidad con las

estructuras expuestas en la figura 14, en donde el proceso de inclusion se lleva a cabo

a través de la parte ancha de la cavidad de las ciclodextrinas. Esto mismo ya lo
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habiamos observado en los experimentos de resonancia magnética nuclear realizados

para estos sistemas.

Figura 14. Posible estructura de los complejos de inclusion en medio acuoso de fenoprofén con
a-, B~y y-CD, respectivamente.

La proporcidn de fenoprofén” inciuido en el interior de la cavidad de Ia
ciclodextrina aumenta con el incremento del diametro interno de la ciclodextrina, es
decir, [fen c y-CD] > [fen < B-CDJ > [fen — a-CD{’, pero en cambio, cuanto menor es
el tamafio del diametro interno de la cavidad de la ciclodextrina, mayor es la superficie
de contacto entre la molécula huésped y la parte interior de la cavidad del anfitrién.
Esto apoya el hecho de que las interacciones de van der Waals son las principales
fuerzas estabilizadoras de estos complejos de inclusién, como ya se habia considerado
con anterioridad en los estudios relacionados con el calculo de los parametros

termodinamicos AHi: y ASi. Estas interacciones de van der Waals se presentan con
mayor intensidad en el caso de [fen < B-CDJ, tabla 9, lo que puede explicar el mayor

valor de las constantes aparentes de interaccion que aparecen con este sistema (ver
tablas 4, 5y 8).

Complejos
Contribuciones Energéticas [fen c «-CDY {fen < p-CDY [fen . +-CDJ
(kcal/mol)
Contribucion energética total 21.314 23.735 18.658
para la complejacion
Contribucién de van der Waals 21.627 23.589 19.267

Tabla 9. Contribucion a la estabilizacién de los complejos de inclusién de fenoprofén con -, -y
v-CD.
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Considerando por separado ambos componentes de los complejos expuestos en
la tabla 9 (@ 7 A de separacion el huésped de la ciclodextrina en todos los sistemas,
para el fenoprofén y para todos los demas huéspedes), sus energias totales son

88.072 keal/mol para o-CD, 101.084 kcal/mol para B-CD y 173.628 kcal/mol para y-CD.

Con esta informacion y con los valores correspondientes a la contribucién energética

total para la compiejacion expuesta en la tabla 9, podemos indicar que estas especies
son mas estables en forma complejada.

Todas las estructuras de los complejos de inclusidon formados con B-
ciclodextrina-hidroxipropilada derivan unicamente de los calculos de mecénica
molecular, debido a la falta de evidencia experimental que en cuanto a la geometria de

la complejacién con esta ciclodextrina tenemos.
La posible estructura del compiejo de inciusion [fen ¢ HP-B-CD]” que deriva de

estos estudios de mecanica molecular se presenta en la figura 15.

Figura 15. Posible estructura del complejo de inciusién en medio acuoso de fenoprofén con HP-
B-CD.

La energia total del sistema formado por ambos componentes del complejo por
separado, 103.992 kcal/mol, pone de manifiesto la mayor estabilidad del sistema
cuando ambos componentes estan formando el complejo de inciusién, cuya energia
total es de 92802 kcal/mol. La diferencia en la contribucion energética total para la

complejacion hace que la especie complejada sea mas estable gue la no complejada.
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7.2, Naproxen

El naproxén es otro de los derivados fenilpropidnicos que forman parte de la
familia de los farmacos anti-inflamatorios aril acidicos. Es un agente anti-inflamatorio
tan aficaz como el fenoprofén, pero también con el inconveniente de que provoca

alteraciones a nivel gastrointestinal.®®* E| naproxén es producido por los laboratorios

Syntex, Liomont, Fustery, Streger y Degort's.'’

7.2.1. Espectros de absorcién y emisién

Los valores de ias constantes de interaccién con naproxén’, obtenidas a partir de

la ecuacion 1 (ver apéndice 10.1), se exponen en las tablas 10-13.

Medio de Disolucién

Temperatura 25% DMS0O 50% DMSO 75% DMSO DMSO
(K) K{1:1) K({1:1) K{1:1) K{1:1)
288 420240 7500 £ 2700 2200 £ 700
293 72070 4700 £ 1800 3200 £ 1600
298 2100 + 200 2600 £ 400 6000 £ 2500

298 (ems.) 6000 + 1000 1900 % 500 2100 £ 400 5300 + 200
303 1100 £ 200
310 3500 + 1300 700 + 100 7000 + 5000

Tabla 10. Constantes de interaccion del sistema [naproxén a-CDJ, (M),

Medio de Disolucién

Temperatura BufferpH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
(K) K(1:1) K{1:1) K(1:1) KN K(1:1)
288 490 £ 10 500 + 80 11000 £ 5000
293 460 + 60 500 * 100 1300 £ 200
298 800+ 70 820 % 50 690 ¢ 10 8000 * 4000

298 (ems) 650 £ 20 4300 £ 800 880+ 40 540 + 40 9000 £ 3000

303 1700 £ 300 3000 £ 1000
310 1600 + 300 1800 + 500 300+ 75

Tabla 11. Constantes de interaccién del sistema [naproxén < B-CDJ, (M),

Medio de Disolucién

Temperatura ~ BufferpH 7.5  25% DMSO  50% DMSO ___ 75% DMSO DMSO
(K) K(1:1) K(1:1) K(1:1) K(1:1) K(1:1)
288 430 £ 80 460 £ 65
293 460 + 80 4000 + 1000 400 £ 50
298 770 + 20 900 + 100 2700 + 300 900 + 300

298 (ems.) 460 £ 70 2300 + 200 570 + 30 3800 + 800 550 + 50
303 1900 + 500 2000 + 500 2600 + 200
310 2300 + 800 1100 + 200 1400 + 300 3000 + 600

Tabla 12. Constantes de interaccion del sistema [naproxén — y-CD7’, (M),
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Medio de Disolucién

Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
(K) Ki{1:1) K{1:1) K(1:1) K(1:1) K(1:1)
288 2000 £ 300 220+ 20
293 1300 £ 200 480+ 50 6000 + 3000
298 1000 + 100 1400 + 300 2600 £ 300

298 (ems.) 960 + 50 3700 £ 300 2200 £ 300 1900 = 200

303 800 % 100 1800 £ 800
310 3300700 510+ 20

Tabla 13. Constantes de interaccién del sistema [naproxén c HP-B-CDT’, (M).

Como se mencion® en el caso del fenoprofén, a pesar de las sucesivas
repeticiones en las mediciones, no fue posible obtener los valores de las constantes de
interaccion de los sistemas con naproxén’ para ciertas temperaturas y determinados

medios de disolucion. Los valores de absorbancia no se ajustaron a ninguna de las
ecuaciones empleadas para el calculo de las constantes de interaccion. Esta es la
razon de la ausencia de algunos valores de K en las tablas 10-13.

Los valores de K calculados a partir de los resultados obtenidos por
espectroscopia electrénica de absorcion y por espectroscopia de fluorescencia, para un
mismo sistema, son diferentes entre si, aunque son aproximadamente del mismo
orden. Insistimos en que no hay una explicacion satisfactoria sobre las diferencias
existentes entre las constantes de interaccion obtenidas por diferentes meétodos
espectroscopicos para el mismo sistema de reaccion, unicamente es posible pensar en
la diferente sensibilidad de las técnicas empleadas para hacer las mediciones de las
disoluciones.

Nuevamente se refleja la influencia de la temperatura en la formacion de los
complejos de inclusién. El incremento o decremento de los valores de las constantes de
interaccion lleva a un comportamiento endotérmico o exotérmico del sistema y a una
mayor o menor espontaneidad en el proceso de formacion de los complejos de
inclusién, que se reflejara posteriormente en los valores de las variables

termodinamicas.'? 1*

Trabajando con disoluciones en las que las concentraciones de los compoenentes
permanecen constantes, la variacion de la absorbancia con la temperatura es muy

pequefia. La figura 16 muestra un ejemplo de la influencia de la temperatura sobre los

espectros de absorcion del sistema [napx c p-CD] en disolucion buffer.
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Figura 18. Espectros ultravioleta del sistema [naproxén < B-CD] en disolucién buffer a diferentes
temperaturas. Insercién (a), ampliacion de la zona 300 nm - 350 nm del espectro correspondiente a

[B-CD] = 6x10° M.

En este caso, al aumentar la temperatura se incrementa el valor de la constante
de interaccion, y también el valor de sus desviaciones standard (ver tabla 11).

La modificacion de K con ia temperatura nos esta indicando probablemente el
distinto comportamiento del huésped y el anfitrion en el complejo de inclusion,
influyendo de manera notable sobre la movilidad de los componentes del sistema. No
se puede generalizar sobre un comportamiento concreto, pues es el comportamiento de
las moléculas huésped, anfitrion y disoivente el que se ve afectado.’® %

Se observa en la figura 17 aumento tanto de la absorcion como de la emision

con el incremento de la concentracion de B-ciclodextrina.
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Figura 17. Espectros de absorcion {izquierda) y de emisién a 1, de 264 nm {(derecha) a 298 K del
sistema [naproxén c B—ciclodextrina]' en disolucién buffer.

Aunque aqui sélo se haga referencia a [as disoluciones buffer, el naproxén’
muestra los cuatro maximos de absorcion en todos los medios de disolucién en estudio.
Estos méaximos fueron los que se emplearon como longitudes de onda de excitacién en
los experimentos de fluorescencia.

El espectro de emisién o fluorescencia de un compuesto resulta de la reemision
de radiacion absorbida por las molécuias. La eficiencia cuantica y la forma del espectro
de emision son independientes de la longitud de onda de excitacion. Si la longitud de
onda de excitacién es diferente a la longitud de onda de absorcién, menos energia
radiante sera absorbida y, consecuentemente, menos sera emitida. La intensidad de la
fluorescencia variara con la intensidad de absorcion de las moléculas.”™

Muchos son los sistemas que presentan hipercromicidad al existir interaccion
entre moléculas huéspedes y CDs. Este comportamiento se manifiesta en todos los
complejos de inclusion formados con naproxén” en disolucién buffer y en 25%
DMSO/agua. En la figura 18 se refleja un ejemplo de este comportamiento a través del

sistema [napx < HP-B-CD] en disolucion buffer.
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Figura 18. Espectros de emision a 298 K del sistema [napx c HP-B-CD] en disolucion buffer a las
cuatro longitudes de excitacién de naproxén’.

350 375

Como ya se dijo anteriormente para el caso del fenoprofen’, el fenémeno del
aumento de la fluorescencia con las ciclodextrinas se atribuye principaimente a la
distribucion, abundancia y ai bloqueo de las especies excitadas de los procesos de
apagamiento y decaimiento no radiativo que ocurren en el seno de la disolucion.'®
Debido a la capacidad de las CDs para formar complejos de inclusién, las moléculas
atrapadas quedan aisladas del exterior,' asi hay una disminucion de los grados de
libertad rotacional en el medio hidrofébico de la cavidad de la CD; una parte de la
molécula de napx™ esta protegida de las colisiones y sus estados excitados son
bloqueados del proceso de apagamiento.'®

La modificacion en la intensidad como consecuencia de la formacidn de
complejos de inclusion con ciclodextrinas se pone en ocasiones de manifiesto a través

de cambios hipocromicos, ' % %
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Naproxén

a fluorescencia de una molécula organica puede verse afectada por las

interacciones no sélo con el disolvente, sino también con otros solutos. El apagamiento

o quenching es la reduccién de la fluorescencia por un proceso de desactivacion

competitiva, resultante de la interaccién especifica entre un fluoréforo y otra sustancia

presente en el sistema.™

Los complejos de inclusién de naproxén  con las diferentes ciclodextrinas,

formados en 50% DMSO/agua, 75% DMSO/agua y en DMSO, exhiben este

hipocromismo. El efecto que ocasiona el aumento de la concentracion de ciclodextrina

sobre el espectro de emisién de naproxén” se presenta en la figura 19 mediante

cambios hipocrémicos, inducidos por la presencia de B-CD en 50% y 75% DMSO/agua.
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Figura 19. Espectros de emision a 298 K de los sistemas [napx c B-CD] en 50% DMSO/agua, arriba,
y 75% DMSO/agua, abajo.
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El espectro correspondiente al naproxén™ solo muestra mayor intensidad de

emision que los espectros correspondientes al sistema [napx — B-CDJ; en estos dos

medios de disolucion la B-CD se comporta como agente apagador de la fluorescencia.
Es importante hacer notar que el tamafio del diametro interno de la cavidad de la

ciciodextrina influye en los procesos de apagamiento. Por ejemplo, en los estudios

realizados por G. Patonay y colaboradores,'® la «-CD manifiesta gran capacidad para
apagar la fluorescencia del pireno; en este caso la a-CD no puede incluir totalmente la
molecula huésped. Estos resultados sugieren que el proceso de apagamiento en

sistemas con ciclodextrinas estd directamente relacionado con el proceso de
complejacion.

La intensidad de la emisién de los espectros en DMSO es mayor que la
intensidad de [a emisién en los otros medios de disolucién. Ademas, en DMSO el
complejo de inclusion [napx < a-CD] muesira el mismo comportamiento que el
expuesto en la figura 19, el espectro correspondiente al naproxén™ solo muestra mayor
intensidad de emision que los espectros correspondientes al sistema [napx < «-CDJ".
Esto determina a la «-CD como el agente apagador de |a fluorescencia en este proceso
de inclusion. En cambio, los complejos [napx < B-CDY y [napx < y-CD] también en
DMSO, exhiben un comportamiento diferente. En ambos casos el incremento de la
concentracion de ciclodextrina provoca una disminucion progresiva de la fluorescencia,

pero siempre el espectro correspondiente al naproxén™ solo muestra menor intensidad
de emision que los espectros de naproxén™ con ciclodextrinas. De esta forma el

naproxen” estara menos protegidos de los procesos de apagamiento, los grados de
libertad rotacionales seran mayores y consecuentemente habra mas colisiones que
conducen nuevamente a disminuir la intensidad de la fluorescencia.'® Esto identifica al
medio de disolucién como el agente apagador de la fluorescencia.

Los procesos de modificacidon de la intensidad de la fluorescencia pueden ser
descritos por la relacion lineal entre la intensidad relativa de fa emision y la
concentracion del agente modificador de la fluorescencia™® ' (ver apéndice 10.3). En

el caso de la representacion de la figura 20, este agente modificador de la fluorescencia
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es la B-CD, que particularmente en los medios de disolucion 50% y 75% DMSO/agua
actian como agente apagador. Se supone que el apagamiento ocurre como resuitado
de la interaccion especifica entre un fluoréforo y el agente apagador. La formacion con
apagamiento de un complejo sera un caso especial de modificacién de la eficiencia

cuantica (©)."*

0.6+ a
| ™ napx/pCD, 50%,r= 0.9358 .
¢ napx/pCD, 50%, r= 0.8484
0.5+ « napx/pCD, 75%, r= 098570
| ® napwpCD, 75%, r = 0.96084

g-1/1

0002 0004 0006 0008 0010  00%2
[p-CD] (M)

Figura 20. Linealidad del proceso de apagamiento de naproxén” en presencia de B-ciclodextrina en
50% y 75% DMSO/agua a 298 K. (M) y (A) a A, = 266 nm; (O) y (®) a A, = 274 nm.

Esta misma representacion lineal se puede graficar para los casos donde la
intensidad de la emision se incrementa con la presencia de ciclodextrinas.

la intensidad de la fluorescencia de un fluoréforo puede ser apagada por la
formacion del complejo fluoréforo-agente apagador en el estado basal (apagamiento
estatico) y por la formaciéon del complejo fluoréforo-agente apagador en el estado
excitado (apagamiento dinamico). Estos complejos pueden o no emitir su propia
intensidad de emisién caracteristica, que sera probablemente diferente de la emision de
la molécula original. Basicamente, estas reacciones de apagamiento son por
transferencia de energia o por un proceso de fransferencia de electrones. El
mecanismo de apagamiento de la fluorescencia no se puede determinar solamente a
partir de las mediciones de fluorescencia. La formacion del complejo en el estado basal
reduce la intensidad de la fluorescencia por competencia por la absorcién o radiacién
incidente con las moléculas no complejadas.™® ™'

El disolvente es un factor importante que afecta el comportamiento de los
sistemas con ciclodextrinas. La figura 21 refleja como la presencia de DMSO

incrementa la intensidad de la emision.
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Figura 21. Especiros de emision a 298 K de naproxén” (1x10* M) en DMSO puro y en tas mezclas
DMSO/agua.

Como ya se comenté anteriormente para el caso del fenoprofen’, la temperatura

y la presencia del oxigeno son los tipos de apagadores de la fluorescencia que mas
pueden influir sobre nuestros sistemas. Ef aumento en la movilidad molecular y la
existencia de colisiones provocadas por el aumento de la temperatura en el sistema,
roba la energia de la molécula. La fluorescencia maxima disminuye debido a la
disipacion de energia por transiciones de energia vibracional. También, el oxigeno
presente en disolucién, en concentraciones del orden de 10° M, normalmente reduce la
fluorescencia en un 20%."%

La figura 22 relne las representaciones graficas de los ajustes no lineales,
obtenidos a partir de la ecuacion 1 (ver apéndice 10.1), correspondientes a complejos
de tipo 1:1 con B-CD en disolucién bhuffer, donde se ponen de manifiesto los valores de
las constantes de interaccidn para las distintas iongitudes de onda de excitacion

empleadas.
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Figura 22. Ajustes no lineales para el sistema [naproxén c B-CD] en buffer pH 7.5 obtenidos a
partir de valores de emisién en diferentes longitudes de onda de excitacion, a 298 K.

Encontramos que el valor de la constante de interaccién es independiente de Ia
longitud de onda y esto sugiere que sélo un tipo de complejo esta presente en la
disolucién.™

El comportamiento de los sistemas compuestos por CDs y el naproxén” en los
distintos medios de disolucion empleados parece aleatorio. En gran parte de los casos
las K aumentan o disminuyen paralelamente con la solubilidad de naproxen™ (S,puso,
0.245 M > S5, 0.116 M > S ey 1.68 X 102 M > S0y 3-8 X 10° M > S50, 2.34 X 107
M) obteniendo valores mayores de K en DMSO y/o mezcla 75% DMSO/agua. Esto
permite suponer que las interacciones de van der Waals son las mas importantes
fuerzas estabilizadoras de los complejos de inclusién con naproxén” en estos dos
medios de disolucién; este hecho se ve apoyado por los resultados obtenidos para los
otros parametros termodinamicos (ver tabla 14).%% 4 %

En cuanto a lo que se refiere a la influencia que ejerce el tamano del diametro

interno de la cavidad de las ciclodextrinas en la estabilidad del complejo de inclusion,
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se puede observar claramente que en 50% DMSO/agua este factor es dominante (K o-
CD > K HP-B-CD > K p-CD > K y-CD). En tanto que para 25% DMSO/agua y DMSO,
este factor también contribuye de manera importante, aunque no se puede determinar
de forma tan precisa. En disolucién buffer y 75% DMSO/agua este orden de K se ve

alterado:

BCO=K7CD=KB-CD,

en 75%: Ka-CD > Ky-CD > K HP-B-CD > K B-CD,

en estos casos el tamario del diametro interno de la cavidad de la ciclodextrina no es el
factor esencial en la formacion del complejo de inclusién. Podemos pensar que la
expulsion de las moléculas de agua de alta energia del interior de la cavidad de la
ciclodextrina y la liberacion de la tension del anillo del anfitrién son los factores que
participan primordialmente en la formacion de estos complejos de inclusién,® % que son
posteriormente estabiiizados por las fuerzas de van der Waais y/o el efecto solvofobico

(ver tabla 14),

7.2.2. Espectros de resonancia magnética nuclear

Se han realizado experimentos de RMN dnicamente con B-ciclodextrina vy
naproxén” en D,0 y en DMSO-d,. Como se muestra en la figura 23, hay interaccion

entre naproxén” y B-CD en medio acuoso. No hay desplazamiento de la banda
correspondiente al H-5 situado en el interior de [a cavidad de la B-CD préximo a la parte
estrecha, pero en cambio si hay una notable modificacion de las bandas
correspondientes al H-3, también localizado en el interior de la cavidad de la CD, pero

proximo a la parte ancha.
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Figura 23. Espectros a 300 MHz y 298 K. NOESY general y (a) una vista parcial del sistema
[naproxén — $-CD]” en D,O. La insercidén en el extremo superior derecho muestra el espectro H
RMN de B-CD en D,0.

Las bandas que si manifiestan considerable modificacion son las
correspondientes a los hidrégenos externos de la B-CD, H-2 y H-4.

La seccion aromatica del naproxén’, a través del grupo -OCH,, es la que esta
directamente involucrada en la inclusion (figura 23 (a)). El ion carboxilato dirige la
orientacion de la inclusién en el proceso de complejacién, quedando esta seccidn
cargada fuera de la cavidad de ia B-CD, en contacto con el disolvente, y permitiendo la
inclusion del otro extremo del naproxén™. Es este grupo metdxido el que estara mas
préximo al H-5 del interior de la cavidad de la §-CD. Como ya comentamos, en ios
espectros expuestos no se observa el desplazamiento de la banda correspondiente al
H-5 de la B-CD. Probablemente debido al menor tamafic del grupo metdxido en
comparacién con los anillos aromaticos, a pesar de estar en el interior de la cavidad,
interactla muy débilmente con el H-5 de la cavidad de la 3-CD, y por ello, a pesar de
haber inclusion, el caracteristico desplazamiento de la banda del H-5 no aparece.
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La figura 23 también muestra la interaccion entre B-CD y el grupo metilo del
naproxen’. Esta interaccion se pone de manifiesto a través de la seccién interna y
externa de la B-CD. Es factible pensar en que efectivamente la inclusién se lleva a cabo
a través de la parte ancha de la B-CD y por el extremo del naproxén™ que contiene el

grupo metoxido, quedando en la parte externa el grupo metilo que principalmente

interactua con la seccidn externa de ta p-CD.
La posible estructura de este complejo de inclusién [napx  B-CD] en disolucién

acuosa la podemos observar en la figura 26, correspondiente a la seccion de mecanica

molecular.
En la figura 24 se ilustra la interaccién entre 3-CD y naproxén  en DMSO, a

traves del desplazamiento y desdoblamiento de las bandas correspondientes a los
hidrégenos de la seccidén aromatica de esta molécula huésped.

Los valores de K(1:1) dei sistema [naproxén < B-CD] en DMSO son
considerablemente mayores que en disolucion buffer, ver tabla 11, y el desplazamiento

y desdoblamiento de las bandas de naproxén” es también méas pronunciado.

Naproxen™/ p-CD en DMSO-d,

LM

r"~rUrrrrr1rryry1rrrrrr1r.r1
79 78 77 76 15 14 73 72 TATD
ppm

Naproxén~ en DMSO-d,

LN SIS [RLIRe AL IUL R BN SN YL B |
79 78 7.7 76 7.5 74 73 12 74 70
ppm

Figura 24. Espectros 'H-RMN de naproxén” y [naproxén c p-ciclodextrina]” en DMSO-d; a 300 MHz y
298 K.
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Las fuerzas responsables de la interaccién [napx < B-CDJ en disolucion acuosa

y en DMSO son diferentes (ver tabla 14). En medio acuoso el efecto hidrofobico es el
mayor contribuyente,? ** ® y en el caso del DMSO, son las interacciones de van der
Waals.?2 42 1% Estas (ltimas actian mas intensamente que las primeras, a juzgar por la

magnitud de las constantes de interaccion (ver tabla 11).

7.2.3. Valores de otros parametros termodinamicos

La tabla 14 pone de manifiesto el comportamiento termodinamico de los

sistemas con naproxén”, obtenidos a partir de las ecuaciones 3 y 4 (ver apéndice 10.2).

Medio de Disolucién

CcD buffer pH 7.5 50% DMSO 75% DMSO DMSO
AHnnl Asmt AHml ASlm AHlnt ASlnt AHlnt ASlm
o-CD +25.77 +0.10 -19.89 -0.051 +8 57 +0.048
B-CD +11.81 +0.053 +10.88 +0.049 -15.36 -0.038 -29.47 -0.081
v-CD +14.52 +0.062 +8.01 +0.039 -11.34 -0.022 +22.33 +0.088
HP-3-CD -9.62 -0.018 +21.85 +0.087 -25.27 -0.068

Tabla 14. Variables termodinamicas de los sistemas con naproxén’
(AH,,., kcal/mol; AS,,, kcal/moi K}.

Los valores ausentes de AH,, y AS,, en los sistemas con naproxén’, son debidos
a la falta de valores de constantes de interaccion, que son necesarias para calcular
estos parametros termodinamicos.

El grupo carboxilato del naproxén’, que permanece fuera de la cavidad de las
ciclodextrinas, esta en contacto con el medio de disolucién, y de esta forma estabiliza la
estructura del complejo de inclusién mediante interacciones con los momentos
dipolares de las moléculas del disolvente.”

Entre las fuerzas de interaccion propuestas para el fendmeno de la complejacion
con ciclodextrinas, sélo el efecto solvofébico esta gobernado por la entropia, AS,>0,
acompariado del aumento del grado de libertad de las moléculas del disolvente. * = *

Unicamente para el caso de los sistemas en 75% DMSO/agua es donde
podemos hablar de una contribucién totalmente entaipica, segin el criterio indicado por

R. J. Bergeron.? En 75% DMSO/agua los valores de AH,, y AS,, manifiestan que las

interacciones de van der Waals son las que mayoritariamente participan en la
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estabilizacion de estos complejos.”* '**  Precisamente, a menor tamafio de diametro
interno de la cavidad de la ciclodextrina hay menor valor de AH,,, lo que apoya el
hecho de que la superficie de contacto entre el naproxén™ y la cavidad de las

ciclodextrinas es mayor cuando menor es el tamario de la cavidad del anfitridn, debido

a la mayor proximidad entre la pared interna de la cavidad de la ciclodextrina y la

seccioén incluida del naproxén™.®' Esto provoca que la entalpia se haga cada vez mas

negativa, acompafiada de valores cada vez mdas negativos de entropia, lo gue
manifiesta la fuerte participacion de las interacciones de van der Waals en el proceso

de inclusion.?
Es evidente que en este medio de disolucion, 75% DMSO/agua, el tamafio del

diametro interno de la cavidad de la ciclodextrina juega un papel muy importante en la
formacion de complejos de inclusion estables con naproxén™. En la tabla 11, el valor
promedio de las constantes de interaccion del sistema [napx < B-CD] en 50% y 75%
DMSO/agua es menor que en los ofros medios de disolucién, lo cual explica la menor

interaccion existente entre B-CD y naproxén™ en estos disolventes.

Esto mismo es también aplicable a los sistemas [napx < HP-B-CDJ] en buffer y

[napx < HP-B-CD] y [napx < B-CD], en DMSO donde ambas variables

termodinamicas son negativas. Es en estos 6 sistemas donde el medio de disolucién
participa menos intensamente en el proceso de complejacion, ya que el efecto
solvofébico es la unica fuerza controlada entropicamente. El tipo de interacciones que
participan mas intensamente en estos sistemas son las de van der Waals. En el resto
de ios casos es el efecto solvofdbico el que esta principaimente relacionado con este

proceso.
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Figura 25. Izquierda, representacion lineai en 50% DMSO/agua requerida para la obtencién de las
variables termodinamicas. Derecha, graficas de van’t Hoff de naproxén™ con a-, f-, y- y HP-B3-CD
en 50% DMSO/agua. Regresiones lineales: (—) a-CD, (+++) 3-CD, (- +-) y-CD y (- -) HP-3-CD.

En la figura 25, en el caso de [napx c y-CD] se observa que estad méas alejado

de la linealidad que el resto de los sistemas (R= -0.8988). Sus valores de entalpia y
entropia son inferiores al resto de las CDs en el mismo medio de disolucién (ver tabla
14). De todos los sistemas en 50% DMSO/agua, el correspondiente a y-CD presenta
menores magnitudes de AH,, y AS,,, indicando esto que el efecto solvofdbico colabora
en menor proporcién en la estabilizacion de este complejo de inclusion. De igual modo
observamos que el valor promedio de las constantes de interaccion a las diferentes
temperaturas para [napx c y-CD] en 50% DMSO/agua es inferior a las constantes de
interaccion con el resto de las CDs en el mismo medio de disolucidon (ver tablas 10-13),
y asi mismo se cumple que cuanto menor es el tamafo del diametro de la cavidad de la
ciclodextrina, mayor es la constante de interaccion (K a-CD > K HP-B-CD > K 3-CD > K
v-CD). Esto nos lleva a considerar la importante relacién entre el grado de interaccion y
el diametro de la cavidad de la CD en este medio de disolucion.

Por el contrario, en disclucién buffer los mayores valores de las variables

termodinamicas para el sistema [napx < y-CD] estan de acuerdo con los valores

promedios obtenidos de K (ver tablas 11 y 12) que son mayores en este caso para y-
CD que para B-CD. Ambos sistemas estan gobernados por la entropia, AS;>0, lo que

pone de manifiesto la importancia del disolvente en estos procesos de inclusion.? *° %
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7.2.4. Estudio de la mecéanica molecular
Los célculos de mecanica molecular del sistema [napx c B-CD] se realizaron a

partir de los resultados obtenidos previamente por resonancia magnética nuclear en

medio acuoso (ver apéndice 10.5).

La contribucion total de energia para la estabilizacion del complejo [napx < B-
CD] es de 2.154 kcal/mol menor cuando este complejo de inclusion se forma a través

de la parte ancha de la f-CD, comec se muestra en la figura 26, que estd de acuerdo

con lo que ya informamos en sus estudios de 'H RMN en medio acuoso.

Figura 26. Posible estructura del complejo de inclusién en medio acuoso de naproxén” con B-CD.

La posible estructura del complejo de inclusién [napx « HP-B-CD] se muestra

en la figura 27. Con la contribucién energética a la complejacién, 11.831 kcal/mol,
consideramos la especie complejada mas estable que la especie formada por ambos
componentes del sistema por separado, que presentan éstos una energia total de
103.945 kcal/mol.

Figura 27. Posible estructura del complejo de inclusion en medioc acuoso de naproxén con
HP-3-CD.
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7.3. Ibuprofén

El ibuprofén es otro derivado fenilpropidnico ampliamente usado como agente
anti-artritico. Presenta una eficacia anti-inflamatoria moderada, menor que la del
naproxén.® El ibuprofén es producido por los laboratorios Riker, Upjohn, Boehringer

Ingelheim Promeco, Hoechst y Diba.""®

7.3.1. Espectros de absorcién y emisién

Con esta molécula huésped sélo se obtuvieron resultados para los estudios
realizados en disolucion buffer. En el resto de los medios de disolucion (DMSO, y
mezclas del 25%, 50% y 75% DMSO/agua), aparentemente no existe interaccién entre
el ibuprofén” y a-, B-, y-CDs y HP-B-CD.

Se repitieron sucesivamente los experimentos, tanto por espectroscopia UV-vis
como por fluorescencia, y el espectro obtenido para el ibuprofén” solo en cada medio
de disolucién no se modificdé ni en intensidad ni en desplazamiento al agregar
ciclodextrinas a la disolucion. Esto es indicativo de que no hay interaccién entre estas
dos moléculas, ya que una caracteristica de la existencia de interaccion es la
modificacion de los espectros UV-vis o de fluorescencia al agregar Ia especie anfitriona
a la disolucién.” Por todo esto no fue posible ajustar los valores obtenidos de
absorbancia y/o emision a ninguna de las expresiones empleadas para el calculo de la

constante de interaccion.

En disolucién buffer obtuvimos complejos de inclusion tipo 1:1: {ibup < o-CD7,
[ibup = B-CDT, {ibup = y-CDY. No hay interaccién entre ibuprofén” y HP-p-CD.

La influencia de la temperatura sobre el valor de la constante de interaccién de
estos sistemas la podemos ver en la tabla 15, y su representacién grafica a partir de los

ajustes no lineales obtenidos a partir de la ecuacién 1 (ver apendice 10.1), en la figura
28.
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Figura 28. Ajustes no lineales de los sistemas de ibuprofén” con c-, B- y y-CD, en buffer pH 7.5, a
las diferentes temperaturas de trabajo. (3Q, ...} 288 K, (@, ==) 293 K, (A, ) 298 K, (O, --) 303 K,y

{x,—) 310 K.

No hay diferencias substanciales en los espectros UV a distintas temperaturas,

al igual que tampoco las hay en las representaciones graficas de los ajustes no lineales

de los complejos tipo 1:1. Su forma no se ve afectada por los cambios en las

proporciones ibup™CDs.

BufferpH 7.5
Temperatura {K) o-CD B-CD y-CD

K(1:1), M K{1:1), M" K(1:1), M*

288 1563 +6 140 £ 10 140+ 10

293 1769 150120 150+ 10

298 180 £ 10 170 £ 10 170+ 15

298 (ems.) 540 + 80 800 + 100 190 + 10
303 210120 170+ 10 170+£20

310 210+ 20 200120 220+ 25

Tabla 15. Constantes de interaccion de los sistemas [ibuprofén c a-CDY, [ibuprofén c B-CDY e

[ibuprofén — yv-CDJ .
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No hay una explicacion satisfactoria sobre estas diferencias entre las constantes
de interaccion obtenidas por diferentes métodos para el mismo sistema de reaccion,
unicamente pensar en la diferente sensibilidad de las técnicas empleadas para las
mediciones de las disoluciones.

A juzgar por los valores obtenidos de las constantes de interaccion (tabla 15) se

puede admitir que el tamafio del diametro interno de la cavidad de las ciclodextrinas, en
este caso, no es un factor condicionante para ia complejacién de ibuprofén’, ya que no
existe diferencia sustancial entre la magnitud de las constantes de interaccion con las
tres ciclodextrinas.

En comparacién con los valores de constantes de interaccién obtenidos con las
otras moléculas huéspedes y estas ciclodextrinas (a-, p- y y-CD), las K(1:1) reflejadas
en la tabla 15 son reiativamente bajas. Son varias las publicaciones que revelan valores
pequefos de constantes de interaccién cuando moléculas huéspedes con cadenas
alquilicas se complejan con ciclodextrinas, y es esta seccién alquilica la que esta
involucrada en el proceso de complejacion.’™ Véase Ia estructura del ibuprofén™ en la
figura 29 correspondiente a la seccién de resonancia magnefica nuclear.

El menor valor de la constante de interaccion se manifiesta con la ciclodextrina
que presenta mayor diametro interno (y-CD). Esta observacién implica que la superficie
de contacto®™ ®' entre la seccion incluida de la molécula huésped y la pared interna de la
cavidad del anfitrién, juntc con el equilibrio dinamico asociacion-disociacidn® que
involucra el proceso de complejacion en disolucion, son factores importantes a

considerar con el fin de conocer la estabilidad de la complejacion.

7.3.2. Espectros de resonancia magnética nuclear

La estructura del ibuprofén tiene una cadena alquilica formando parte de la
seccion hidrofoba involucrada en la complejacién. La parte ibnica de la molécula
huésped selecciona la direccion de la orientacion en el proceso de inclusion. Eil grupo
carboxilato queda en contacto con el medio de disolucién, incluyéndose en la cavidad

de la ciclodextrina la parte no cargada del huésped. De acuerdo con la figura 29, se
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aprecia claramente la modificacion de las bandas correspondientes al H-3 de la B-CD,
al igual que se observa notable cambio en las bandas correspondientes a los
hidrégenos externos de la CD (H-2 y H-4). El NOESY también sefiala una debil
interaccién entre el ibuprofén” y la B-CD en disolucion acuosa.

Tanto la seccién aromatica como la cadena isobutilica del ibuprofén” se incluyen
en la cavidad de la B-CD y quedan de este modo protegidas del medio de disolucion y

de los grupos hidroxilos de la periferia del anfitrion.
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Figura 29. Espectros NOESY a 300 MHz y 298 K de [ibuprofén c B-CD] en D,0.

La interaccion con el H-3, localizado en el interior de la cavidad de la 3-CD
préximo a la parte ancha, es en parte debida a la seccién del benceno que interactua al
incluirse y también a la cadena isobutilica. Esta cadena isobutilica se incluye
totalmente, pero debido a la diferente dimension entre el diametro interno de la cavidad
de la B-CD, ~7.8 A, y la seccién mas ancha incluida de esta cadena, ~4.3 A, es muy
probable que la interaccién con el H-5 de la B-CD sea tan pequefia que por ello no

aparece el caracteristico desplazamiento de la banda correspondiente a este H-5 del
anfitrion.
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Podemos tener una idea de la estructura de este complejo de inclusién con Ia
figura 31 de la seccion correspondiente a la mecanica molecuiar.

La seccion externa de la B-CD se ve afectada por ia interaccién con los
hidrogenos de la cadena isobutilica. Al incluirse completamente esta cadena isobutilica,

el grupo -CH, y el anillo bencénico permanecen incluidos en la cavidad préximos al H-5

—y H=3 Tespectivamente, mostrandose solo la interaccion con el H-3 de B-CD ya que el
grupo -CH, interactua muy ligeramente con el H-5 del interior de la cavidad del anfitrién.
El grupo -CH muestra una pequefia sefial de interaccién con el H-6 de la B-CD,
quedando los grupos metilos préximos a éste en la parte externa de la ciclodextrina y
son éstos los que interaccionaran con los hidrégenos externos del anfitrién.

Debido a la gran distancia entre |a seccién de la molécula huésped incluida y la
pared interna de la cavidad de las ciclodextrinas, la superficie de contacto entre ambos
componentes dei compiejo de inciusion formado es pequeda.’ Esta puede ser la
explicacion de los valores pequefios de las constantes de interaccion expuestas en ia
tabia 15,

La profundidad de las CDs es ~7.9 A y la longitud de la seccién hidréfoba de
esta molecula huésped es ~6.6 A, por tanto, es perfectamente factible pensar en Ia
inclusion de toda esta seccién. La dimension de ambas moléculas no es impedimento

para el proceso de complejacion.

7.3.3. Valores de otros parametros termodinamicos

Los valores de las variables termodinamicas reflejados en la tabla 16 indican un

comportamiento favorable entropicamente (AS,,>0) y desfavorable entalpicamente

(AHlnt.>0)-22
CD BufferpH 7.5
AHin: AS!m
«-CD +2.76 +0.018
p-CD +2.82 +0.019
y-CD +3.29 +0.021

Tabla 16. Variables termodinamicas de ios sistemas con ibuprofen’
{(AH,., keal/mol; AS,,,, kcalimol K).
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Como resultado de la poca superficie de contacto que existe entre ibuprofén” y §-

CD en el complejo [ibbup < B-CDI, las fuerzas de van der Waals no tienen

practicamente ninguna contribucién en la estabilidad del complejo.? '

El disolvente tiene gran importancia en este proceso de inclusién, lo que sehala

la presencia de las interacciones hidrofobicas en la formacién de los complejos de
inclusién de ibuprofén™.2 %817

En la figura 30 se exponen las graficas de van't Hoff de los sistema con
ibuprofén” que informan del comportamiento termodinamico de los distintos complejos
de inclusion. En ella se refleja que el comportamiento con y-CD difiere de las otras dos

ciclodextrinas.

55- Datos Experimentales #® o-CD, R =-0.9567
y Regresiones Lineales o p-CD, R = -0.9666

sal” & yCD,R=0.0631

531

5.2

InK

5.1-

5.0

4.9 —T T T 1 ¥ | * 1 T ¥ '7\\.]
32x10°3 3.3x10°% 3.3x103 3.4x103 3.4x103 3.5x1(-3 3.5¢103
1T (1K)

Figura 30. Graficas de van’t Hoff de los sistemas con ibuprofén’. (--) a-CD, (- +-) B-CD y {—) y-CD.

La superficie de contacto entre ibuprofén” y y-CD es probablemente menor que la
correspondiente con o- y 8-CD, razonamiento que parece logico considerando que la y-
CD es la de mayor tamario de didmetro interno de cavidad, y por tanto la distancia entre
la pared interna de la y-CD y la seccion incluida del ibuprofén” es grande. Es por esto

que la entropia para el compiejo [ibup < y-CD] es mayor que en [ibup < a-CD] e [ibup

< B-CDT, al disminuir la superficie de contacto entre las dos moléculas se incrementa la

variable entrépica del proceso, hecho que estd gobernado por un incremento en el
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grado de libertad de las moléculas del disolvente y por la restriccion rotacional

impuesta por la complejacién del huésped en la cavidad de ta ciclodextrina, 2> % &

Los calculos de mecéanica molecular (ver apéndice 10.5) realizados con el
tbuprofén’ se muestran a continuacion,

La diferencia de contribucion energética en la formacion del complejo [ibup < -
CDJ por la parte ancha y por la parte esirecha de la 3-CD es muy pequeﬁa, 0.112
keal/mol, (23.232 keal/mol al inciuirse por la parte ancha de la B-CD y 23.344 kcal/mol
al incluirse por la parte estrecha de la B-CD). Como va se diio anteriormente en los
estudios realizados de resonancia magnética nuclear, la seccidn de ibuprofén” que se

incluye es el anillo bencénico y la cadena isobutilica. Esto 1o podemos observar en la

figura 31.

Figura 31. Posibie estructura del complejo de inclusién en medio acuoso de ibuprofén con B-CD.

La mayor interaccion es con el anillo bencénico; la seccién alquilica ofrece poca
superficie de contacto al interior de la cavidad de la B-CD, debido a la gran distancia
que hay entre la pared interna de la cavidad del anfitrion y dicha cadena alquilica del

ibuprofén.
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7.4. Ketoprofén

El ketoprofén es un agente anti-inflamatorio de fa familia de los Aacidos
fenilpropiénicos, con una eficacia clinica comparable a la del ibuprofén, pero con mas
efectos adversos.® Se presenta como polvo ligeramente coloreado, sin olor ni sabor e
irritante al tacto.'® El ketoprofén es producido por los laboratorios Medix y Rhéne-

Poutenc.™

7.4.1. Espectros de absorcién

Los valores de las constantes de interaccion con ketoprofén’, obtenidas a partir

de las ecuaciones 1y 2 (ver apéndice 10.1), se exponen en las tablas 17-20.

Medio de Disolucidn
Temperatura  BufferpH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSQ DMSC
(K} K(i:1) K(1:1) K(1:1) K(1:1) K(1:1)
288 376+ 30 4200 £ 600 8000 + 3000 8000 % 3000
293 360 £ 50 2300 £ 600 7100 + 1000 4000 £ 2000 1300 + 500
298 320+ 50 3600 £ 700 7000 + 1000 2000 + 600 900 + 200
303 280 £ 40 3300 £ 600 6000 + 2000 1200 £ 400 310 £ 60
310 23020 3000 + 500 5100 + 400 1000 + 300 190 + 25
Tabila 17. Constantes de interaccion del sistema [ketoprofén — «-CD]’, (M).
Medio de Disolucidn
Temperatura  BufferpH 7.5 25% DMSO 50% DMSGQ 75% DMSO DMSO
(K) K(1:1) K(1:1) K(1:1) K(1:1) K(1:1)
288 5000 £ 700 3100 + 200 6000 + 1000 3500 £ 300
293 2400 £ 500 6000 £ 1000 8000 £ 3000 3200 £ 300
298 2000 + 500 5800 + 800 5000 & 2000 6000 + 1000 2900 £ 400
303 1400 1 400 5700 £ 700 5000 + 3000 4600 + 900 2700 = 200
310 700 £ 60 5800 = 500 5000 = 2000 3500 = 1000
Tabla 18. Constantes de interaccién del sistema [ketoprofén c B-CDT, {(M™).
Medio de Disolucion
Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
(K) K(1:1), M K(1:1), M K(1:1), M K(1:1), M K(1:2), M
288 880+ 90 9000 £ 6000 23004 500 22000 + 3000
293 3300 + 300 700+ 20 7000 + 2500
298 2500 £ 400 920 + 45 4000 £ 1000 1200 £ 200 16000 £ 1000
303 2100 £ 400 80070 1100 £ 200 16000 £ 1000
310 1600 + 200 890 + 60 1000 £ 300 700 £ 200 16000 + 2000

Tabla 19. Constantes de interaccion def sistema [ketoprofén c y-CDJ".
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Medio de Disolucién

Temperatura  Buifer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
(K} K{1:2), M? K(1:1), M K(1:1), M K{1:1), M? K{1:2), M*?
288 7500 + 400 500 + 200
293 8700 + 300 32070 2300 £ 700 5200 £ 300
298 53900 % 400 1600 % 400 270 30 1100 £ 400 3200 + 800
303 5500 + 400 4990 + 30 220% 30 910+ 70 2800 £ 500
310 2600 + 100 1700 £ 300 210+ 30 1300 ¢ 300

Tabla 20. Constantes de interaccién det sistema [ketoprofén HP-3-CDJ.

Ef ketoprofén™ no presenta fluorescencia en ninguno de los medios de disolucion
estudiados, ni en las condiciones de trabajo utilizadas.

Como en los casos anteriores de fenoprofén” y naproxén’, a pesar de las
sucesivas repeticiones en las mediciones, no fue posible obtener valores de constantes
de interaccién de los sistemas con ketoprofén” a determinadas temperaturas. Los

valores de absorbancia no se ajustaron a ninguna de las ecuaciones empleadas para el
caleulo de las constantes de interaccion, por eso hay ausencia de algunos valores de K
en las tablas 17-20.

De fos sistemas de estudio solo tres presentan constantes de interaccion de tipo

1:2. éstos son [keto c y-CD,] en DMSO y [keto HP-B-CD,] en buffer y en DMSO. El

resto de los sistemas en estudio con este anti-inflamatorio tienen constantes de

interaccion correspondientes al tipo 1:1.
Ei tipo de graficos para la obtencion de constantes de interaccion para complejos

de tipo 1:1 de algunos de los sistemas de ketoprofén” se exponen en la figura 32.

» ketofy-CO en 25 % DMSC

1
a1l @ keto / a-CD en DMSO
) a keto/y-CD en 75 % DMSO
0.084 .
0.064
3 ]
0.04 . o
[=]
Q
0.02- a -

0.0 Y T S T o T a T I T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010
[CD] (M)

Figura 32. Ajustes no lineales de diversos sistema de ketoprofén” a 298 K.
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Un ejemplo que muestra el efecto del incremento de la concentracién de

ciclodextrinas sobre los espectros de absorcion de ketoprofén™ se puede observar en la

figura 33.

0.30-: 208 K 0.30l 310 K

Absorbancia

240 260 280 360\'59&0 240 | 260 © 250 ' 300 | 3%0

. A (nm) A (nm)
Figura 33. Efecto de la concentracion de y-CD sobre el espectro UV de ketoprofén’, en buffer pH
7.5, a 298 K y 310 K. Concentracién de keto= 1x10"° M. Concentraciones de y-CD: (~—}= 0, {- -)=
X103 M, (= +J= 2x10°3 M, {(X)= 4x10° M, (-+-+)= 6x103 M, (+)= 8x102 M.

La y-CD induce ei incremento de ia absorcion de ketoprofén™ a diferentes
temperaturas. Este es un comportamiento comin que indica la formacion de un
complejo de inclusién entre huésped y anfitrion.'” '® “ Estos cambios espectrales
muestran la formacion de una nueva especie en disolucidén con absortividad molar
diferente de la dei ketoprofén™ solo.

En disolucion buffer, ketoprofén™ con a-CD, muestra valores de constantes de
interaccion menores que con B-, y- y HP-B-CD. El diametro interno de la cavidad de la
ciclodextrina juega un papel importante en el proceso de inclusion.’® ® Debido al
pequefo tamaiio del diametro interno de la cavidad de la o-CD (= 5.7 A), ésta presenta
menor capacidad para formar complejos de inclusion que B-CD y y-CD con moléculas
huéspedes con anillos bencénicos. Generalmente moléculas hidrofébicas que poseen
anillos bencénicos se acoplan mejor en 8-CD y sus derivados debido a fa adecuada
relacidén de tamanios entre huésped y anfitrion.'

En disolucion buffer las constantes de interaccion de ketoprofén™ con y-CD son
mayores gue las obtenidas con B-CD y por supuesto que las obtenidas con o-CD. Es

posible pensar en una inclusion total de la molécula de ketoprofén™ en la cavidad de la

y-CD. Asi, el grupo cetonico interactda con el interior de ia cavidad de la y-CD y los
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grupos carboxilato y metilo actian con la secciéon externa de la y-CD. El carboxilato
probablemente interaccionara fuertemente con el disolvente estabilizando la estructura
del complejo de inclusién, mediante interacciones con los momentos dipolares de las
moléculas del disolvente.”” Esto se confirmara posteriormente con los estudios hechos
en resonancia magnética nuclear. La mayor superficie hidrofobica del ketoprofén” esta
en contacto con la cavidad hidréfoba de fa y-ciclodextrina, lo que termodinamicamente
se traduce en una disminucion de la variable entropica* (ver tabla 21).

Ketoprofén' con HP-3-CD forma un complejo del tipo SL, en este mismo medio
de disolucion. Podriamos pensar en la posibilidad de formacion de puentes de
hidrégeno entre los radicales hidroxipropilicos de la HP-B-CD y el carboxilato del
ketoprofén”, hecho que produciria un aumento en la estabilidad de estos complejos de
inclusion.*” * ¥ De este modo esta molécula huésped presenta con la HP-B-CD la

posibilidad de interaccion por ambos extremos. Un ejemplo de la posible estructura del
complejo [keto < HP-B-CD,] en disolucién acuosa se presenta en la seccion de

mecanica molecular {figura 42).

Los valores promedio de las constantes de interaccién en 25% y 75% DMSO
llevan el mismo orden, y ocurre practicamente lo mismo en buffer y DMSO,
en 25%: K (B-CD) > K {a-CD) > K (HP-3-CD) > K (y-CD},
en 75%: K (B-CD} > K (u-CD) > K (HP-B-CD) > K (y-CD),
en disolucion buffer: K (HP-B-CD) > K (y-CD) > K {B-CD) > K («-CD),
en DMSO: K (v-CD) > K (HP-8-CD) > K (B-CD) > K («-CD).

Cuando el tamafio del diametro interno de la cavidad de la ciclodextrina es un
factor importante en la formacién de los complejos de inclusiéon, como ocurre para el
primer grupo de disclventes (25% y 75% DMSO/agua), generalmente la B-CD forma
complejos mas estables que las ofras ciclodextrinas debido a la buena relacion de
tamanos huésped-p-ciclodextrina. En ambos medios de disolucion los complejos con y-
CD manifiestan menor estabilidad que los complejos con B-CD. Esta menor estabilidad

esta inducida por el mayor tamafo del diametro interno de la cavidad de la y-CD, que

lleva a una menor superficie de contacto entre ketoprofen” y y-CD (debido a la gran
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distancia entre la seccion incluida del ketoprofén y la pared interna de la cavidad de la
y-CD), y con ello una disminucién en la variable entrépica del proceso (tabla 21).%

En el caso de «-CD y HP-B-CD, con el orden de magnitud de ias constantes de
interaccién K (a-CD) > K (HP-B-CD), manifiestan la mayor capacidad de la «-CD para

incluir la seccidn hidréfoba del ketoprofén” en 25% y 756% DMSO/agua. La carga

negativa del ketoprofén™ lo orienta y hace que se incluya a través de su anillo
bencénico, permaneciendo el grupo carboxilato en contacto con el disolvente. Este
anillo bencénico frente a las cadenas hidroxipropiladas de la HP-B-CD encuentra mas
impedimento para la inclusion que el que pudiera encontrar frente a la «-CD que carece
de estas cadenas.

El segundo grupo de disolventes anteriormente mencionados (disolucién buffer y
DMSQ), considerando que es viable que el mayor valor de la constante de interaccion
corresponde a la estequiometria 1:2 (SL,), la expuisién de las molécuias de agua dei
interior de la cavidad de las ciclodextrinas es la mayor contribucién a la formacién de
los complejos de inclusion.® ** Cuantas mas moléculas de agua sean expulsadas de!
interior de la cavidad de la ciclodextrina, la profundidad de la inclusién puede ser mayor

porque el huésped se encuentra con menor impedimento.?
Considerando la solubilidad de ketoprofén” en los diferentes medios de

disolucion en estudio (figura 34), a partir de los valores obtenidos de las constantes de
interaccién con las distintas ciclodextrinas en los distintos disolventes, se muestra que
la formacién de estos complejos de inclusidn se ve directamente afectada por la

presencia del disolvente.

014 4 trsaiventes

0 # disohrcidn acuosa,
25 = 25% DMSO,

50 = 50% OMSD,

75 = 75% OMSO,

100 = DMSO

012 4

8§, Ketoprofen (M)

0.00 — T T - . =T

.50
Disolvente

Figura 34. S, experimentales (ketoprofén’) en los diferentes medios de disolucion a 298 K,
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Esto se observa claramente en el caso de a-CD donde los mayores valores de K
se encuentran en 50% y 25% DMSO/agua, que son justamente los medios de
disolucion donde la solubilidad de ketoprofén™ es menor. El efecto solvofébico participa

de forma esencial en la formacion de estos complejos de inclusion (ver tabia 21).

De forma no tan clara como en o-CD observamos practicamente el mismo
comportamiento con B-CD:
con a-CD: Kygy, > KzS%‘> Krsn > Komso > Kasr o
con B-CD: Kysy, > Kisw > Ksow > Kowso > Kaisol ot

El disolvente no tiene caracter primordial para ia formacion de complejos entre
ketoprofén™ y HP-B-CD:
con HP-B-CD: Ky u. > Komso > Kasw > Kiso > Kson.

Como se menciond anteriormente, la probabilidad de formacién de puentes de
hidrégeno con una segunda molécula de HP-B-CD estabilizaria fuertemente estos

complejos de inclusion tipo 1:2.%-%%

7.4.2. Espectros de resonancia magnética nuclear

La figura 35 muestra una clara interaccion entre 8-CD y la seccion aromatica del
ketoprofén™. El caracteristico desplazamiento de la banda correspondiente al 5-H que
revelaria la formacion de un complejo de inclusién'™ 1> 35113 no aparece, pero las
sefales correspondientes al H-3 de la B-CD y la seccién aromatica de ketoprofén: estan
significativamente modificadas, lo que indica ia formacion de un compiejo de inclusion
entre el ketoprofén™ y la B-CD a través de fa parte ancha de este anfitrion. El anidn
carboxilato orienta al ketoprofén™ y le obliga a incluirse por su seccién aromatica,

quedando el grupo carboxilato en contacto con el disolvente, estabilizando asi la
estructura del complejo de inclusién formado mediante interacciones con los momentos

dipolares de las moléculas del disolvente.”
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Figura 35. Espectros 'H-RMN a 300 MHz y 298 K en D,0. (a) B-CD, {b) seccién aromatica de
ketoprofén’, (c) y (d) NOESY de [ketoprofén - B-CDJ]".

El espectro NOESY refleja que ketoprofén™ interacttia con la seccién interna “1” y
externa “2”" de la B-CD a través de la seccion aromatica, figura 35 (), y una segunda
interaccion muy débil del grupo metilo, figura 35 (d), del huésped. Por ello, es posible

considerar una inclusion incompleta de la molécula de ketoprofén en la cavidad de la B-

CD. Sdlo el anillo bencénico de ketoprofén™ se incluye en la cavidad de la B-CD por Ia
parte ancha y la seccion del huésped que queda fuera interacttia con el disolvente yla
parte externa de la B-CD.

La interaccion entre ketoprofén” y «-CD en disolucion acuosa se presenta en la
figura 36. Las sefiales correspondientes a la seccion externa de la o-CD estan
escasamente modificadas. Es posible pensar en una ligera interaccién entre las dos
moléculas, hecho que se ve confirmado con los pequefios valores de las constantes de
interaccidon expuestas en la tabla 17. Probablemente el anillo bencénico esta solo

parciaimente incluido.
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Figura 36. Espectros TH-RMN a 300 MHz y 298 K en D,0. (a) o-CD, (b) [ketoprofén a-CDJ.
En cambio, con y-CD la interaccion es mayor que con a- y B-CD. La figura 32
muestra el desplazamiento de la banda del H-5 de la y-CD- que confirma la formacion
del complejo de inclusion. ™" £1 desdoblamiento de la banda correspondiente al grupo

metilo del ketoprofén™ (figura 37, derecha) es la caracteristica mas significativa de esta

interaccién que sélo con y-CD es posible apreciar.
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d9'38 37 36 35 34 | / CTIE 14712710708 06
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f
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Figura 37. Espectros 'H-RMN a 200 MHz y 298 K en D,0. (a) y-CD, (b} [ketoprofén c v-CDT,
(derecha) modificacion de la banda correspondiente al grupo metilo de ketoprofén'.
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Debido al tamafio de! diametro interno de ia cavidad de la y-CD, el ketoprofén

probablemente esta completamente incluido en la y-CD, y asi el grupe metilo también

esta interactuando con esta molécula anfitriona. Por eso, se observa el desdoblamiento
de esta banda.”* ' La mayor parte de la superficie hidrofébica de ketoprofén™ esta en

contacto con la seccion hodrofébica de la ciclodexirina, 1o que asegura la mayor

estabilidad del complejo de inclusion.

Las posibles estructuras de los complejos de inclusién de ketoprofén™ en
disolucion acuosa las podemos observar posteriormente en la figura 41,
correspondiente a la seccidn de mecanica molecuiar. ‘

En DMSO-d, se refleja una apreciable variacion, no tanto en lo que se refiere a
desplazamientos, sino a la forma y desdoblamiento de las bandas. La figura 38 exhibe

interaccion entre ketoprofén™y B-CD en este medio de disolucién.

Keto" / B-CD en DMSO-d Keto® en DMSOd,

W‘\ M,

40 34 Doz 30 ohe Lo T R T 7k 755 750 ' 745
ppm

B-CD an DMSO-d,
Keto" /-CD en DMSO-d,

7§

T T T 1 J
37 36 3.5 A 7'75 7% 765 760 755 750 745
ppm

Figura 38. Espectros 'H-RMN a 300 MHz y 298 K de ketoprofén’, 8-CD y [ketoprofén — B-CD] en
DMSO-d, Modificacién de las bandas de (-CD (izquierda) y de las bandas de ketoprofén’ {derecha).

Una sefial de 'H RMN indica la presencia de varios protones equivalentes. Ei
desdoblamiento de éstas, pertenecientes a la seccion aromética de ketoprofén,

manifiesta que estos protones equivalentes estan interaccionando.’® *°* Tanto Ia

seccion externa como la interna de la 8-CD estan involucradas en esta interaccion, pero
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hay una mayor modificacion de las bandas correspondientes a los hidrgenos externos
de esta B-CD.

Tras observar que efectivamente hay interaccion entre ketoprofén” y -CD en
este medio organico, con el espectro NOESY podemos analizar qué secciones de
ambas moléculas son lag que hacen posible la existencia de este complejo de
inclusion.

La figura 39 nos muestra el espectro NOESY compieto del sistema en estudio.
La zona marcada en el NOESY completo como {a), ampliada a su derecha, y la sefial
correspondiente al -CH, del ketoprofén’, son los que revelan de forma evidente Ia

existencia del complejo de inclusion en estas condiciones de trabajo.

-CH,
Keto™
LL—JR-
(2 —_— Egpn o ' 5 g (a)
[:0] z 1
.g (a) o= 6 - _/J (ppm J
o 3 == |
dE> - H Lb- 5 a.0 = !
g 4] s N o s =
T 2@ CH;| £ Qr 5. =
T SJ Pl 5 - o 2 ame - j ‘s
A = . o ° B.0
5.5
» 7.0
-1 @ ge ¢ ] 8.5 J

F1 (ape)
Figura 39. NOESY a 300 MHz y 298 K de [keto — B-CD] en DMSO-d,.

L.os hidrogenos internos de la cavidad de ia B-CD son los que muestran mayor
interaccion con el ketoprofén™ en DMSQ. Tanto la seccién aromatica del ketoprofen’

como el grupoe metilo estan incluidos en la cavidad de la p-CD a través de su parte

ancha (figura 39). El H-1 de la B-CD manifiesta interaccién con la seccién aromatica de
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ketoprofén’, reforzando esto el hecho de que la inclusién es a través de la parte ancha
de la §-CD.
Las constantes de interaccion correspondientes a los sistemas [keto < 8-CDJ en

buffer y en DMSO a 298 K, expuestas en la tabla 18 de este capitulo, presentan
magnitudes bastante similares. Puede pensarse en una geometria dei complejo de

inclusibn muy parecida en ambos medios de disolucidon (aunque las fuerzas de

interaccién que contribuyan a su formacién sean distintas) puestc que en ambos
disolventes la seccién aromatica de ketoprofén” y el grupo metilo son los directamente
implicados en la formacion del complejo de inclusién. Como se observa en la ya

mencionada tabia 18, la constante de interaccién de este sistema en DMSO es un poco
mayor gue la gue se presente en disolucion buffer. Esta diferencia puede radicar en

que en el caso del complejo en DMSO, el grupc metilo del ketoprofén™ esta
interaccionando mas intensamente con ia B-CD (ver el NOESY completo de la figura
39), y en cambio, en medio acuoso, esta interaccion es mucho mas débil (ver la figura
35 (d)).

7.4.3. Valores de otros parametros termodinamicos

En la tabla 21 se muestran otros parametros termodinamicos de los sistemas -

con ketoprofén’, calculados a partir de las ecuaciones 3 y 4 (ver apéndice 10.2).

Medio de Disolucién

CcD buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO BMSO
AHinl. ) ASmt AHint ASlm. AHim. ASin! AHmL ASmL AHim. Asmt

o-CD -508 00056 -286 +0066 -3.77 +0.0048 -2137 -0.056 -21.35 -0.058

B-CD -13.48 -0.030 +1.11 +0.021 +431 +0031 -340 +0008 -3.04 +0.0057

y-CD -7.61 -0.009 -0.19 +0.013 -18.15 -0.045 -9.50 -0.018 -2.67  +0.011
HP-B-CD -3.64 +0.005 -8.12 -0.016 -16.07 -0.039 -13.76 -0.030

Tabla 21. Variables termodinamicas de los sistemas con ketoprofén’
(AH;,., kcal/mol; AS,,, keal/mol K).

Una vez mas, los valores ausentes de AH,, y AS,, en los sistemas con
ketoprofén’, son debidos a ia faita de valores de constantes de interaccion, que son

necesarias para calcular estos parametros termodinamicos.
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Entre las fuerzas propuestas responsables del fenémeno de inclusion con
ciclodextrinas solo la interaccion hidrofébica esta gobernada por la entropia, AS,>0y a
veces AH, >0.%% %%

La figura 40 refleja el comportamiento termodinamico de dos de los sistemas de
ketoprofén™ que marcan fa diferente tendencia de las constantes de interaccion con
temperatura, contribuyendo asi en mayor o menor grado ia presencia del disclvente en

la estabilizacion del compiejo de inclusion.

8.84
1 Q [
8.6+
4 ]
8.44
x |
=
8.2
1
8.0 x ¢-CD, 25% DMSQ
| o B-CD, 25% DMSO
7.8 —r T v L T 1
3.2x103 3.3x103 3.4x103 3.5x103

1T (1K)

Figura 40. Graficas de van’t Hoff de los sistemas de ketoprofén” con o-CD y B-CD en 25%
DMSO/agua.

En el caso de los compiejos de inclusién con B-CD, en todos los medios de
disolucién la interaccién esta gobernada por la entropia, excepto en disolucion buffer
donde las interacciones de van der Waals estan mas intensamente involucradas,
AH <0 y AS, <02 % ¥ g solubilidad de ketoprofén” en los distintos medios de
disolucion es diferente, las fuerzas involucradas en el proceso de inclusion en los
diferentes medios de disolucién son también diferentes, y, consecuentemente, no se
puede admitir que la geometria encontrada para el complejo en disolucion buffer se
encontrara necesariamente en DMSO y en las mezclas DMSO/agua.

En 25% y 50% DMSO/agua la solubilidad del ketoprofén™ es menor (1.07x10% M
y 1.57x10° M, respectivamente) que en medio acuoso (3.17x10% M). En 75%
DMSO/agua y DMSO la solubilidad de este anti-inflamatorio  aumenta
considerablemente (9.8x102 M y 0.126 M, respectivamente). El efecto solvofobico se

pone claramente de manifiesto en los complejos de inclusiéon de ketoprofén™ con «-, B-,
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y y-CD en 25% DMSO/agua.”*** Es en este medio de disolucién donde el ketoprofén”
presenta menor solubilidad (ver figura 34).
En 50% los sistemas [keto c y-CD] y [keto = HP-3-CDJ son la excepcidn de ia

contribucién solvofébica como fuerza gobernadora. El gran tamado del diametro interno
de la cavidad de la y-CD y los grupos hidroxipropilos de la HP-B-CD hacen que mayor

proporcion de superficie hidréfoba de ketoprofén interactie con la seccidon hidrofébica
de estas moléculas anfitrionas. Es asi como las interacciones de van der Waals se
incrementan, jugando aqui un papel importante.

En el caso de 75% DMSO/agua y DMSO, al considerar la estructura del

compiejo de inclusion [keto < B-CD] diferente a la propuesta para el medio acuoso, es

factible pensar que la solvatacion de ketoprofén™ es mayor al presentar una solubilidad
mayor en estos medios de disolucion. La mayor intervencion de las interacciones de
van der Waais en los complejos [keto < a-CD7T y [keto < HP-B-CD] manifiesta que en
estos disolventes el tamario del diametro interno de la cavidad de las ciclodextrinas es
importante, contribuyendo a elio de forma esencial la liberacion de las moléculas de
agua de la cavidad de la ciclodextrina.’® %

En general, las interacciones de van der Waals, relacionadas con la superficie de

contacto entre el huésped y el interior de la cavidad de Ia ciclodextrina, se presentan
con mayor frecuencia en la estabilizacion de los complejos de inclusién de ketoprofén”
con las ciclodextrinas cuyo tamarfio de diametro externo es pequefio, «-CD y HP-B-CD,
(mayor superficie de contacto) o es grande, y-CD, (mayor proporcion de ketoprofén se

incluye), pero que es apropiado para la adecuada inclusién de ketoprofén',

7.4.4. Estudio de la mecanica molecular

Mediante los caiculos de mecanica molecular fue posible obtener las geometrias

de minima energia de los complejos de inclusion de ketoprofén™ (ver apéndice 10.5).
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En el caso de [keto = a-CD] la energia minima se observd cuando el anillo
bencénico esta sdlo parciaimente inciuido en la o-CD por su parte ancha. En cambio,

en el caso de [keto = B-CD], la minima energia se observd cuando el anillo bencénico

esta totalmente incluido en la cavidad de la B-CD, y en el caso de [keto < y-CDT,

cuando ambos anillos aromaticos se incluyen en la v-CD a través de la parte ancha
(figura 41).

Estos resultados estdn de acuerdo con los resultados obtenidos
experimentalmente por resonancia magnética nuclear, y muestran que, efectivamente,
la profundidad de la inclusidon es diferente en los tres casos y esto depende del tamario

del diametro interno de la cavidad de la ciciodextrina.

Figura 41. Posible estructura de los complejos de inclusion en medio acuoso de ketoprofén con
a-, p~ y 7y-CD, respectivamente.

A partir del célculo de las diferentes contribuciones energéticas, se exponen en

la tabla 22 los valores de la energia total y la contribucion de van der Waals al proceso

de inciusidn de ketoprofén™ en las ciclodextrinas a través de la parte ancha de este

anfitrién.
Complejos
Contribuciones - . -
Energéticas (kcal/mol) [keto < a-CD] {keto < B-CD) fketo < y-CDJ
Contribucién energética total para 46.778 12.251 19.505
la complejacion
Contribucién de van der Waals 26.822 15.035 21.869

Tabla 22. Contribucién energética a ia estabilizacién de ios complejos de inclusion de ketoprofén’
con a-, -y y-CP.
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Lés energias totales de las especies formadas por ambos componentes de!
complejo separados, manifiestan mayor- inestabilidad que cuando se considera la
especie formada por el complejo de inclusion, y estas energias son del orden de
103.010 kecal/mol para los casos de o-CD y B-CD, y de 129.557 kcal/mol para el caso
de y-CD. |

tacontribucion de Tas interacciones de van der Waals a la estabilizacion de los

complejos de inclusion de ketoprofén™ en medio acuoso es mayor en el complejo [keto
< a-CDJ, seguido de [keto = y-CD] y [keto c B-CDJ". Esto apoya la hipotesis de que la

superficie de contacto de ketoprofén™ con el interior de la cavidad de la o-CD es mayor
que con el interior de la cavidad de la y-CD y B-CD, y que las fuerzas estabilizadoras de
estos compiejos de inclusién en medio acuoso son mayoritariamente las interacciones
de van der Waals (ver tabla 21).

Este hecho se ve afianzado con la magnitud de las constantes de interaccion de
estos mismos sistemas (expuestas en las tablas 17, 18 y 19). Los mayores valores de

constantes de interaccion en medio acuoso se presentan en Ia complejacién de
ketoprofen” con y-CD y las menores en la complejacion con a-CD. Debido al diferente

tamafio de didmetro interno de las ciclodextrinas, y como ya se habia observado en los

estudios realizados en resonancia magnética nuclear, Ia mayor interaccién entre
ketoprofén™ y a-CD es principaimente con la seccién externa de! anfitrién. La parte del
anilio bencénico que se incluye en el interior de la cavidad de la a-CD manifiesta
interacciones de van der Waals muy intensas. En cambio, la interaccién entre
ketoprofén y y-CD y ketoprofén™ y B-CD es esencialmente con la seccion interna de la
ciclodextrina.

Las posibles estructuras del complejo de inclusidn [keto < (HP-B-CD),T en medio
acuoso, obtenidas a partir de los calculos de mecanica molecular, se presentan en la

figura 42.
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(b)

Figura 42. Posible estructura de los complejos de inclusién en medio acuoso de ketoprofén con
HP-B-CD.

Comenzando los calcuios considerando un complejo de tipo 1:1, los valores de
energia total que contribuyen al proceso de inclusidn nos informan que fa complejacion
del ketoprofén™ en la HP-3-CD se lleva a cabo por el anillo bencénico del huésped, a
través de la parte ancha de esta molécula anfitriona.

Puesto que no tenemos una evidencia experimental que nos informe de cual es
realmente fa estructura del complejo de inclusién que se forma entre estas dos
moiécuias interactuantes, debemos pensar en que las dos estructuras que se
presentan en la figura 42 son posibles, ya que la interaccién con la segunda molécula
de B-ciclodextrina-hidroxipropilada puede ser a través de su parte ancha (figura 42 (a)}

0 a través de su parte estrecha (figura 42 (b)).
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7.5. Indometacina

La indometacina es un farmaco anti-inflamatorioc que se ha formulade en
diferentes formas de administracion, incluyendo las designadas a larga duracién. Es un
poivo de color amarillo claro y practicamente sin olor."™ Tras su administracién provoca

comunmente dos efectos secundarios adversos, la irritacion gastrointestinal y dolor de

cabeza.® La indometacina es producida por |os taboratorios Medix y Silanes.'® Es una
mezcla de dos conformeros, Ey Z.

7.5.1. Espectros de absorcion

Los valores de las constantes de interaccién de indometacina’ y las diferentes
ciclodextrinas, en los distintos medios de disoiucién, obtenidas a partir de las
ecuaciones 1y 2 {ver apéndice 10.1), se muestran en las tablas 23 a 26.

Medio de Disoiucién

Temperatura BufferpH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
(K) K(1:1), M1 K(1:2), M* K(1:1), M K(1:1), M K{1:1), M
288 900 £ 200 13000 £ 1000 2100 £ 400 6000 t 3000 500 + 100
293 900 £ 300 13000 £ 100 2100 x 300 4000 + 2000 38060
298 600 £ 200 11400 £ 900 2000 + 400 4000 + 900 31010
303 500 + 100 11200 £ 700 1300 £ 200 3000 £ 1000 650103
310 400z 100 8500 + 400 1600 + 200 1800 % 100 200 + 100

Tabla 23. Constantes de interaccién del sistema [indometacina — a-CDJ".
Medio de Disolucién

Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
(K) K{1:1), M? K(1:2), M2 K(1:1), M* K{1:1), M~ K{1:1), M
288 18000 + 2000 500 £ 100 1600 £ 400
293 4000 + 2000 14700 £ 800 470+ 50 1300 £ 400 17000 £ 10000
298 2600 1600 14000 £ 1000 360 £ 60 900 * 200 10000 £ 4000
303 1600 £ 400 13000 £ 1000 350 £ 80 800 £ 200 7000 £ 3000
310 1200+ 200 13000 £ 700 180 £ 35 500 £ 100 2400 £ 500

Tabla 24. Constantes de interaccion del sistema [indometacina « 8-CDJ.
Medio de Disoluciéon

Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSOQ 75% DMSO DMSO
(K) K(1:2), M? K(1:2), M2 K(1:1), M K{1:1), M K(1:1), M*
288 3500 £ 200 21000 £ 3000 800 x 700
293 B70+70 19000 + 3500 3200 + 200 3200 + 800
298 5326 19000 £ 200G 3000 + 1000 2000 £ 700 8000 + 2000
303 300 £ 50 18000 + 3000 2800 + 900 1700 £ 400 2600 + 300
310 18000 £ 3000 2700 + 300 1300 + 300 600 + 150

Tabla 25. Constantes de interaccion del sistema [indometacina c y-CD].
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Medio de Disolucion

Temperatura 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
(K) K(1:2), M? K(1:1), M K(1:1), M K(1:1), M”
288 25000 + 3000 2500 + 400 300 £ 15
293 20000 + 2000 2000 + 1000 140+ 6 4000 + 1000
298 16600 + 700 760 + 90 13218 4000 + 1000
303 16000 £ 1000 500 £ 100 1339 4000 + 2000
310 16000 1000 86 1 126 £ 1 3900 + 500

Tabla 26. Constantes de interaccién del sistema [indometacina c HP-B-CD] .

La indometacina” no presenta fluorescencia en ninguno de los medios de

disolucion estudiados, ni en las condiciones de trabajo empleadas.

Como en el caso de ias moléculas huéspedes anteriores, a pesar de la
sucesivas repeticiones en las mediciones, no fue posible obtener, en los sistemas con
indometacina”, valores de constantes de interaccion a determinadas temperaturas. Hay
ausencia de algunos valores de K en las tablas 24-28, porque los valores obtenidos de
absorbancia no se ajustaron a ninguna de las ecuaciones empleadas para el calculo de
las constantes de interaccion.

El efecto del aumento de la concentracién de ciclodextrina sobre los espectros
de absorcién de indometacina™ se presenta en la figura 43 que revela hipocromismo
inducido por fa presencia de a-CD y HP-B-CD. Este efecto es también caracteristico de

la formacién de un complejo de inclusion.™ ** %5 Este cambio espectral muestra la

formacion de una nueva especie en disolucidn con absortividad molar diferente a la de
la indometacina” sola.

En los diferentes espectros obtenidos para indometacina® con seis
concentraciones de a-CD y HP-B-CD se observa la diferente intensidad con respecto a
la indometacina” sola. Como en los casos anteriores, la diferente absorbancia entre los

espectros nos permitié determinar las constantes de interaccion de los distintos

sistemas.
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Figura 43. Espectroscopia ultravioleta de los sistemas [indometacina c HP-$-CD] e [indometacina

< a-CD]" en 25% DMSO/agua a 298 K.

La forma caracteristica de las graficas de la figura 44 muestran la no saturacién

de los sistemas formados por o-CD e indometacina” en 25% DMSO/agua. Estas

graficas se obtuvieron a partir de la ecuacion 2 (ver apéndice 10.1) correspondiente al

ajuste para los complejos de inclusion tipo 1:2 (SL,).
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Figura 44, Sistemna [indometacina c o~-CD]” en 25% DMSO/agua. Obtencién de los valores de K, ; a
las diferentes temperaturas de trabajo a partir de espectroscopia ultravioleta.

Las constantes de interaccién que obtuvimos con este sistema son grandes (ver
fabla 23). El medio de reaccidén constituido por 25% DMSO/agua contribuye de forma
significativa al incremento de la interaccion con ciclodextrinas.

Como ya se habia comentado, los puentes de hidrogeno estabilizan fuertemente
los sistemas con ciclodextrina.®” ** % De esta forma, se puede pensar en la posibilidad
de formacion de puentes de hidrégeno en todos los medios de disolucion entre el ion
indo” y las CDs, a través del grupo carboxilato del sistema indélico de la indometacina’ y
los OH secundarios de la §-CD, y esto estabiliza fuertemente el complejo.”

El orden de las constantes de interaccion, en los distintos medios de disolucion,
teniendo en cuenta el tamarfio del diametro interno de la cavidad de la ciclodextrina es
el siguiente:
en disolucién buffer: K (B-CD) > K (y-CD) » K (a-CD),
en 25% DMSO: K (y-CD) > K (HP--CD) > K (B-CD) > K (a-CD),
en 50% DMSO: K (y-CD) > K (a-CD) > K (HP-B-CD) > K (3-CD}),
en 75% DMSO: K («- CD) > K (y-CD) > K (B-CD) > K (HP--CD),
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en DMSO: K (B-CD) > K (HP-B-CD) > K (y-CD) > K (-CD).

El orden de las constantes de interaccion considerando el medio de disolucién es

el siguiente:
con a-CD: Kygy, > Kisy, > Kooy, > Kaisor vt > Komsor

con B-CD: Kusy, > Komso > Kaisor bt > Krsw > Ksons

— cony-CD: K5 > K> Komso™Hrs> Kamo o
con HP-B-CD: Kysy, > Kpmso > Ksow > Koy,

Considerando la solubilidad de indometacina™ en los diferentes medios de
disolucion, representada en fa figura 45, observamos que el comportamiento de las
constantes de interaccion con y-CD es practicamente inverso al comportamiento de la
solubilidad de indometacina” en los diferentes medios de disolucién. La disminucién de
la solubilidad de! huésped en el disoivente y el aumento de ia constante de interaccién
con las ciclodextrinas nos estan indicando fa importancia que en la formacion de este
compleje de inclusidn tiene el medio de disolucion. El efecto solvofébico es primordial
en la estabilidad de estos complejos. Por el contrario, las constantes de interaccion que
disminuyen con el aumento de la solubilidad de la molécula huésped manifiestan que
son las fuerzas de van der Waals las que contribuyen mayoritariamente a la estabilidad

del complejo de inclusion; en estos casos el disolvente no es el factor principal en la

formacién dei complejo de inclusion.

0.14 4 Disoiventes:
= o012 0 = disoluctén acuosa,
g q 25 = 25% DMSO,
1] 50 = 50% DMSO,
£ 0104
‘G ] 75 = 75% DMSO.
% gosl  100=DMsO
g 4
LS oos ]
=
o 004
w L |
0.02
000 ————u
T — T — T + T —_
0 25 100

50
Disolvente
Figura 45. S, experimentales (indometacina’) en los diferentes medios de disolucion a 298 K.

La indometacina” muestra la menor solubilidad en los medios de disolucidn que

contienen 25% y 50% DMSO/agua. El grado de solvatacién sera menor y la intensidad
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con la que se incluya en la ciclodextrina serd mayor que en los otros medios de
disolucion. Es en la mezcla 25% DMSO/agua donde la indometacina” muestra mayores
constantes de interaccién con todas las ciclodextrinas, coincidiendo esto con que es en
el tnico medio de disolucion donde se forman complejos de inclusion de tipo 1:2.

K [indo = HP-B-CD7 es mayor que K [indo < B-CDJ en los medios de disolucion
donde la indometacina™ presenta una menor solubilidad (25% y 50% DMSO). Por el

contrario, K [indo < HP-§-CD] es menor que K [indo < B-CD] en los medios de

disolucion donde Ia solubilidad de indometacina™ es mayor (75% DMSO y DMSO). La
hidroxipropilacién efectivamente extiende la longitud .del cono de la ciclodextrina
acentuando su caracter hidrofobo'! ' pudiendo asi evitar el que salga o sobresalga el
grupo carboxilato al medio de disolucion, quedando de esta forma la indometacina’
incluida en el seno del cono de la HP-B-CD. Se puede dar la interaccién del grupo
carboxilato sobresaliente con los grupos OH de las cadenas hidroxipropilicas y de esta
forma estabilizar et complejo.

En las disoluciones de 75% DMSO/agua la indometacina™ estd mas solvatada y
par ello la inciusién esta menos favorecida. Debido a la menor tendencia a incluirse que

presenta la indometacina” en este medio de disolucion, y al impedimento que en este

caso ofrecen las cadenas hidroxipropilicas de la HP-B-CD, el sistema [indo < HP-B-CDJ

en 75% DMSO/agua muestra los menores valores de constantes de interaccion (ver
tabla 26).

En contradiccién a lo anterior, cuando se agrega DMSO al agua, las
inferacciones que se dan entre ambas moléculas, ias dipolo-dipolo o ias de puente de
hidrogeno,*®® son muy fuertes (mas que las interacciones agua-agua)® y para la
formaciéon de los complejos de inclusién donde la interaccion solvofébica es la que
mayoritariamente coopera en su formacion, la presencia de estas mezclas DMSO/agua

contribuira en estos casos a aumentar la estabilidad del complejo.
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7.5.2. Espectros de resonancia magnética nuclear

La indometacina” exhibe flexibilidad conformacional, presentando un equilibrio en
disolucién donde pueden existir dos isémeros conformacionales, debido al impedimento
rotacional sobre el doble eniace parcial C-N."® La figura 46 muestra este equilibrio
conformacional; e! isdmero E, con el anillo para-cloro-bencénico préximo al grupa

metilo, H 11", y el isomero Z, con el anillo para-cloro-bencénico en proximidad espacial
alH7'.

Figura 46. Equilibrio conformacional de la indometacina en disolucién.

Hay dos posibles sitios de interaccion de la indometacina™ con ia cavidad de la
ciclodextrina, el extremo que contiene el anillo para-cloro-bencénico y el extremo que
presenta el sistema inddlico. Es importante sefialar que en ambos casos el anion
carboxilato es el que dirige la orientacién del huésped en el proceso de inclusion,
quedando esta parte cargada del huésped en contacto con el medio de disolucién,
estabilizando el complejo mediante la interaccion con los dipolos de las moléculas del
disolvente.?

El analisis de nuestros estudios en 'H RMN en D,0 puede iniciarse a partir de las
figuras 47 y 48.
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Figura 47. Espectros 'H-RMN a 300 MHz y 298 K. lzquierda, espectros 1D "H-RMN de 8-CD e
indometacina’. Derecha, NOESY del sistema {indo < B-CD] en D,0.

La figura 47 manifiesta modificaciones de las bandas correspondientes a los
protones de B-CD en presencia de indometacina’, lo que es una clara evidencia de ia
formacion del complejo de inclusién.'' 4 1% 14911 | ag secciones marcadas como (a) y

(b) dentro del NOESY del sistema [indo < 8-CD] constituyen la figura 48. Esta figura 48

nos da la clara evidencia del proceso de inclusion.
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Figura 48. Ampliacién de las secciones (a) y (b) del NOESY del sistema [indo c 3-CD] en D,0 a 300
MHzy 298 K

Para el caso de la figura 48 (a), los H de la indometacina™ involucrados en la
interaccién con B-CD son H-14', 18, 4’ y para el caso de la figura 48 (b} son los H-11’
del grupo metilo. El H-7' de la indometacina™ no presenta interaccién con la p-CD. Estas
(ltimas consideraciones nos llevan a pensar que el anillo para-cloro-bencénico proximo
al grupo metilo, es el que primordialmente esta implicado en el proceso de inclusion.

La figura 48 (a) muestra que los hidrégenos del anillo cloro-bencénico son los
que estan interaccionando con la B-CD, concretamente con el H-3 y H-4 de la B-CD. La
figura 48 (b) manifiesta la interaccion del grupo -CH, de la indometacina™ con los H
externos de la B-CD. Se revela claramente de este modo que el anillo cloro-bencénico
esta profundamente insertado en ta cavidad lipofilica de la B-CD a fravés de su parte
ancha, y que el grupo metilo de la indometacina” interacciona con la seccion externa de
este anfitrién.

La posible estructura de este complejo de inclusién se presenta en la siguiente
seccion, correspondiente a los estudios de mecanica malecular, figura 52 (a).

Podemos pensar que existen dos posibilidades para darse el proceso de
inclusién con indometacina', cada una de ellas envolviendo a un extremo de la
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indometacina™ para formar el complejo de inclusion con B-CD, siendo el complejo con ia
parte del anillo cloro-bencénico el principal. Analizando la interaccion existente,
previamente mencionada, entre el H-4' de indometacina™ y la p-CD, es factible pensar
en la posibilidad de una débil interaccién entre fos hidrégenos externos de fa 3-CD y €l
sistema indodlico de la indometacina™ (ver figura 48 (a)).

La interaccién entre indometacina” y B-CD también se presenta en DMSO. La
figura 49 refleja esta interaccion intermolecular que se manifiesta esencialmente por el
cambio en la muitiplicidad de las bandas correspondientes a los hidrégenos de la -CD
y por su leve desplazamiento a mayor campo. La mayor modificacion se cbserva en la
seccion correspondiente a los H-2 y 4 de $-CD, lo que indica que la interaccion con la

seccion externa de la ciclodextrina es bastante intensa.
H-2, 4

N\

B-CD H-3, 5

en DMSO-d; / \

Fr—T—T 7T ¢ T 77T ¢ 1
38 3.7 36 3.5 34 33 32 31

ppm
Indo™/ 3-CD
en DMSO-d;
L L I L |
3.8 3.7 36 3.5 34 33 32 31
ppm

Figura 49. Espectros '"H-RMN a 300 MHz y 298 K de B-CD e [indo < B-CD] en DMSO-d,.
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7.5.3. Valores de otros parametros termodinamicos

En la tabla 27 se exponen los valores de otros parametros termodinamicos de
los sistemas con indometacina’, calculados a partir de las ecuaciones 3 y 4 (ver

apéndice 10.2). Estos sugieren que las interacciones de van der Waals, regidas por

cambios favorables de entalpia (AH,<0) y cambios desfavorables de entropia

(AS, <0),* “> ™*® son las mas importantes fuerzas estabilizadoras de los complejos de
inclusién de indometacina™ en la mayoria de los medios de disolucién, exceptuando en

25% DMSO/agua, donde la contribucién es mayoritariamente entrépica (AS, >0).22 508

Medio de Disolucién

CcD buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
AHlm, Asmt. AHmt Asim, AHmt ASinl. AHim. Asmt AHlm Ag'g.__

o-CD -8.10  -0.014 -240 +0.010 -2.056 +0.0069 -9.23 -0.015 -9.28 -0.02¢8
p-CD 13368 -0.029 -242  +0.011 8.1 -0.019 -865 -0.015 -20.15 -0.049
y-CO -2567 <0073 -183 +0013 -273 +0.007 -935 -0.016 -3943 -0.114
HP-p-CD -2.83 +0.010 -27.04 -0077 -099 +0.006 -1.28 +0.012

Tabia 27. Variabies termodinamicas de los sistemas con indometacina’
(AH,,, kcalimol; A8, kcal/mol K).

Los valores ausentes de AH,, y AS,, en los sistemas con indometacina’, son
debidos a la falta de valores de constantes de interaccion, que son necesarias para
calcular estos pardmetros termodinamicos.

A partir de los cambios de entalpia y entropia para los sistemas en 25%
DMSO/agua y en otros casos donde la contribucion entrépica positiva esta
acompafiada por una contribucion entalpica negativa muy pequeiia, no podemos
considerar a las fuerzas de van der Waals como las principales fuerzas estabilizadoras
de los sistemas. El efecto solvofdbico es el que gobierna la formacién de los complejos
de inclusidén entre indometacina™ y ciclodextrinas en estas situaciones, y se ilustra
claramente en 25% DMSO/agua. En este medio de disolucidon la solubilidad de la
indometacina” es menor que en el resto de los disolventes en estudio (ver figura 45).

En 50% DMSO/agua el efecto solvofobico presenta también su maxima
contribucioén a la estabilizacion de los complejos [indo c a-CDJ e [indo c y-CDJ".

Esta interaccion solvofébica, como ya se mencioné con anterioridad, reside en el
hecho de que las fuerzas de cohesion entre las moléculas de disolvente (agua, mezcia
DMSO/agua y DMSO) son mas fuertes que las existentes entre las moléculas de soluto
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y disolvente.* ** %' Esto contribuye a que las constantes de interaccion en medios que
contienen mezcla DMSO/agua sean en ocasiones mas intensas que las que se
presentan en los otros medios de disolucion, debido a que los puentes de hidrégenc
que se forman entre el DMSO y el agua son mas fuertes que fos que se forman entre
las moléculas de agua.” ‘

En los medios de disolucion donde la indometacina™ es mas soluble (DMSO y
75% DMSO/agua), los complejos de inclusién [indo ¢ a-CDJ, [indo = B-CDJ e [indo <
y-CDJ son esencialmente estabilizados a partir de Jas interacciones de van der Waals.

Mediante las graficas de van't Hoff obtuvimos los valores de las variables

termodinamicas. En la figura 50 se muestra el sistema que presenta el comportamiento

mas homogéneo de todos los sistemas estudiados con indometacina’,

a-CD, 25% DMSQO, R= 0.982
p-CD, 25% DMSDO, R= 0,994
+CD, 25% DMSO, R=0.875
HP-3-CD, 25% DMSO, R= 0.934

(0]
1
q » O 2

5 -

\ g

3.2x103 3.3x103 3.4x10° 3.5x103
11T (1K)

Figura 50. Graficas de van’t Hoff de los sistemas de indometacina” en 25% DMSO/agua.

25% DMSO/agua es el Unico medio de disolucion donde encontramos complejos
de tipo 1:2 y donde las graficas de van't Hoff presentan comportamiento similar,
excepto los complejos [indo = HP B-CDJ.

Podemos decir que en el caso de 25% DMSOfagua el medio de disolucion
influye de igual forma sobre las distintas ciclodextrinas al formar los complejos de
inclusion.

En la figura 51 se representan las graficas de compensacion entaipia-entropia

para la complejacion de indometacina™ con o-, B-, v-CD y HP-B-CD en los distintos
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medios de disolucion estudiados. Estas variaciones entalpica (AH,,) graficadas frente a

las variaciones entropica (AS,,) muestran buenas correlaciones lineales.

05 5-
-2 ] 0-
g 4 =g 5
= 54 = ls)
= 10
g . 3
T =154
< .10 a [ ] E 7
-204
-12] 25
-0.04 003 -0.02 -0.01 0.00 0.01 002 -0.06 -0.04 -0.02 000 002
104 AS (kecal / mol K} 5] AS (keal f mgl K)
. 0 ~ 9
3 3 -5
E .10 £ 1ol
g -204 g.;g
3 %9 3 ]
-401 -30]
- T 3

0 — T ¥ T T T - 5 T T T T T T T T ¥ T g x4
015 010 008 0.00 005 .10 0.08 -0.06 -0.04 -0.02 0.00 0.02
AS (kcal f mol K) AS {kcal / mol K}

Figura 51. Relacién compensatoria de variables termodinamicas de los sistemas [indo — CD] en
los diferentes medios de disolucién. (H) o-CD con R= 0.946, (O) B-CD con R= 0.989, {A) y-CD con
R= 0.999 y (X) HP-B-CD con R= 0.995,

Las graficas de la figura 51 indican que la interaccion entre indometacina™ y ias
ciclodextrinas tiende é valores cada vez mayores de AH,, y AS,,, poniendo esto de
manifiesto que la reacciéon de complejacion esta gobernada por el fendémeno de
solvatacion.

Estas relaciones lineales entre AH,, y AS,, indican que el cambio resultante en
AH,, es proporcional al cambio en el término AS,,. El fendmeno de la inclusién en los
sistemas huésped-anfitrion, causado por interacciones débiles, puede ser discutido de

forma general en términos de efecto de compensacion entaipia-entropia.'®’

7.5.4. Estudio de la mecanica molecular

Basandonos en el estudio realizado en resonancia magnética nuclear en D,0O, y
considerando la existencia del equilibrio conformacional que presenta la indometacina

en disolucion, los resultados de mecanica molecular estan de acuerdo con que el
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isdbmero Z de indometacina es 0.497 kcal/mol mas estable que el isdmerc E, y es este

isbmero E de indometacina el que presenta complejos de inclusion mas estables en Ia
interaccion con la B-CD. La energia total del complejo [indo (E) — B-CD] es 0.107

kcal/mol menor que la correspondiente al complejo [indo (Z) < B-CDY.

La variacion de energia asociada con el proceso de inclusion fue calculada para
ambas posibilidades de inclusion de la molécula de indometacina” (por la seccién que
contiene el anillo para-clorol-bencénico y por la seccion que contiene el sistema
inddlico). Tanto en la inclusién del isémero E como la inclusién del isdmero Z. Ia

energia minima total del sistema es menor cuando se produce la inclusién del anilto
para-cloro-bencénico de la indometacina’.

La figura 52 muestra las estructuras de los complejos de inclusion cuando el
isdbmero E de la indometacing se inciuye a iravés dei anillo para-cloro-bencénico
(figura 52 (a)) y cuando se incluye a través del sistema inddlico (figura 52 (b)). La

estructura de la figura 52 (a) es la mas probable.

(a) (b)

Figura 52. Posible estructura de los compiejos de inclusién en medio acuoso de! isémero E de
indometacina con B-CD.
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7.6. Fenilbutazona y oxifenbutazona

La fenilbutazona es un agente anti-inflamatorio de l|a familia de las
pirazolidindionas. Su principal efecto adverso es la irritacidn gastrointestinal. La
oxifenbutazona es uno de los principales metabolitos de la fenilbutazona y se considera

que es mas toxico que la propia fenilbutazona.*® Ambas sustancias se presentan como

polvo de color bianco, practicamente sin olor y con un ligero sabor amargo.®® ¢ La
fenilbutazona es producida por el laboratorio Remir. !

l.os valores experimentales de solubilidad obtenidos para estos dos anti-
inflamatorios, en los diferentes medios de disolucion en estudio, se presentan a
continuacién. Para fenilbutazona, S,puey 2.02 X 10% M, S5y 1.26 X 10° M, S 500, 1.52
x 10° M, Syreuy 3.4 X 102 My Sypusoy 7.8 X 107 M. Para oxifenbutazona, Sogpurery 6.98 X
10° M, Syasy,y 1.35 X 102 M, Sys0n,) 5.4 X 107 M, S50y 0.117 M Y Sopusey 0.205 M.

7.5.1. Espectros de absorcion

Las constantes de interaccion de estas dos moléculas huéspedes, obtenidas a
partir de las ecuaciones 1y 2 (ver apéndice 10.1), se muestran en las tablas 28-31 para

el caso de la fenilbutazona y 32-35 para la oxifenbutazona.

Medio de Disojucion
Temperatura  Buffer pH 7.5 25% DMSO 75% DMSO DMSO
(K) K(1:2), M? K{1:1), M K(1:1), M K(1:1), M*
288 1600 + 100 7000+ 2000 1080 ¢ 60
293 2100 £ 500 4500+ 800 (1) 580 1 40
208 4000 + 600 6100 + 900 300 + 100 540 + 80
303 6000 £ 1000 5200 + 900 370 £ 50 40070
310 8000 + 1000 4700 + 800 800 + 400 320+ 30

Tabla 28. Constantes de interaccion del sistema [fenilbutazona « ¢-CD].

Medio de Disolucion

Temperatura  Buffer pH 7.5  25% DMSO _ 50% DMSQO  75% DMSO DMSO
(K) K(1:1) K(1:1) K(1:1) K{1:1) K(1:1)
288 3100 z 700 1200 200 360 £ 50 3700 + 900
293 8000 + 5000 (*) 1200 + 200 230+£20 3000 £ 1000 (*)
298 7000+ 2000 4900 £ 600 1200 + 300 100+ 2 1400 + 300
303 6000+ 1000 4000+ 1000 1200 % 200 50 2 100+ 1 (%)
310 4900+£800 3200+ 500 1200+ 200 450 150

Tabla 29. Constantes de interaccion del sistema [fenilbutazona c 8-CD], (M™).
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Nedio de Disolucion

Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 75% DMSO DMSO
(K} K(1:1) K{1:1) K{1:1) K(1:1)
288 7100 + 900 7400 £ 400 590 + 80
293 3700 + 600 11000 + 2000 400 £ 100
298 1800 £ 400 3600 500 15000 = 3600 230+ 60
303 1400 £ 300 4000 £ 1000 (*) 14000 + 2000 120 ¢ 30
310 1100 £ 300 2440 £ 10
Tabla 30. Constantes de interaccion del sistema (fenilbutazona < y-CD], (M”).
Medio de Disolucién
Temperatura 50% DMSO 75% DMSO DMSO
(K) K(1:1) K(1:1) K(1:1)
288 2200 + 200 140 + 10 1480 £ 40
293 1900 + 200 88+5 1000 + 300
298 1800 % 200 615 700 £ 100
303 16186 52+3 50+6(%)
310 1400 + 200 38x2 200 * 40
Tabla 31. Constantes de interaccion del sistema [fenilbutazona c HP-3-CD], (M”).
Medio de Disolucion
Temperatura  BufferpH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
{K) K(1:2), M2 K(1:1), M K(1:1), M K(1:1), M’ K(1:1), M
288 4200 * 200 510+ 70 560 + 30 370 x40 700 £ 100
293 1110 £ 40 1000 + 300 200 + 100 510+ 60 6300 + 200
298 950 + 70 510 £ 60 1200 + 100 600 + 100 3300 % 400
303 400+ 20 700 % 200 1200 £ 100 700 £100 4000 + 2000 (")
310 1107 700 £ 100 1600 + 200 470 £ 60 1800 + 400
Tabla 32. Constantes de interaccién del sistema [oxifenbutazona c a-CD].
Medio de Disoiucién
Temperatura Buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO
(K) K(1:1) K(1:1) K(1:1)
288 1800 £ 300 100104 220+ 10
293 1200 £ 100 261 240 + 20
298 1000 £ 20 58+3 260+ 20
303 970 + 80 61+ 3 300 £ 30
310 600 100 55+ 3 250 = 30
Tabla 33. Constantes de interaccién del sistema [oxifenbutazona c B-CD], (M),
Medio de Disolucion
Temperatura 50% DMSO DMSO
{K) K{1:1) K(1:1)
288 1100 + 20 1650 + 60
293 240 30 2000 + 500 (M)
298 320140 1300 £ 100
303 480 + 90 1300 £ 80
310 500 + 100 1070 + 80

Tabla 34. Constantes de interaccién del sistema [oxifenbutazona c y-CD), (M™).
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Medio de Disolucién

Temperatura Buffer pH 7.5 50% DMSO 75% DMSO
(K} K{(1:1), M? K(1:1), M? K{1:2), M?
288 700 £ 100 900 + 100 23000 £ 3000
293 640 + 40 1000 + 200 11000 + 1000
298 600 + 100 800 £ 100 11000 £ 2000
303 530 % 80 1200 £ 200 1700 £ 3000
310 460 80 1100 + 300 9000 + 1000

Tabla 35. Constantes de interaccién del sistema [oxifenbutazona — HP-3-CD].

Fenilbutazona y oxifenbutazona no presentan fluorescencia en ninguno de los
medios de disolucién en estudio, ni en las condiciones de trabajo empleadas.

Como en todos los casos anteriores, a pesar de la repeticion en las mediciones
para obtener ios valores de las constantes de interaccion a las distintas temperaturas y
en los diferentes medios de disolucion, en ailguno de los casos no fue posible porque
los valores obtenidos de absorbancia no se sjustaron a ninguna de las ecuaciones
empleadas para el calculo de las constantes de interaccion. Por esta razén hay
ausencia de algunos valores de K en las tablas 28-31 y 32-35.

Los valores de las constantes de interaccidon que aparecen en las tablas 28-31,
32 y 34, marcadas comao (*), son valores de constantes de interaccion que no se
tuvieron en cuenta para el caiculo de AH,, y AS,,, debido al alto valor de su desviacién
standard.

Observando los valores de las constantes de interaccién correspondientes a la
fenilbutazona, tablas 28-31, la mayoria de los sistemas presentan comportamiento
similar, con constantes de interaccion que disminuyen cuando aumenta la temperatura.
Como en casos anteriores, nuevamenie la explicacion de esta tendencia se debhe al
aumento de la movilidad molecular huesped-CD que provoca fa disociacién de los
complejos.’® Lo mismo ocurre en algunos sistemas con oxifenbutazona, tablas 32-35.

Por e! contrario, en otros de nuestros sistemas donde las constantes de
interaccion aumentan con la temperatura,’ es posible pensar nuevamente en un
aumento de la movilidad molecular, pero en este caso sera la movilidad de las
moléculas huésped y disolvente. El efecto solvofébico en estas situaciones es tan
fuerte que phen y oxifen formaran complejos muy estables con CDs. Esto provocara
una interaccion mas fuerte huésped-Cb que huésped-disolvente. Como resultado las

constantes de interaccién se incrementaran con la temperatura.
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En la figura 53 se observan los cambios espectrales del sistema [phen < «-CD,]

en disolucion buffer en funcion de la concentracion de o-CD.
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Figura 53. Espectros de absorcion del sistema [phen < o -CD]. [phen]= cte = 1x10°*My [o-CD] es
) 0 M; @) 4x10° M; (@) 6x10° M; (X) 8x10° M; (V) 1x12M; () 4x10* M; (4) 8x102 M. (a} Ajuste no
lineal para un complejo de inclusion de tipo 1:2; (b) calculo del numero de especies en disolucién.

La insercion (a) muestra un tipico ajuste no lineal correspondiente a {a saturacién
de complejos tipo 1:2 (SL,). La insercion (b) representa un fratamiento grafico que
proporciona evidencia de la existencia de diversas especies en disolucion,™® (ver
apendice 10.4). En ella nos referimos a un complejo tipo 1:2. Las tres especies en
disolucién son probablemente los complejos 1:1 y 1:2 y la «-CD libre; y las dos
especies en disolucion son fos complejos 1:1 y 1:2. Como sugirieron Ueno et al."* y
Pendergast y colaboradores' en 1981 y 1984, respectivamente, Ja concentracion de
huésped libre es tan pequefia que se puede considerar despreciable.

Tenemos otros dos casos similares, relativo al nimero de especies en
disolucién, con complejos 1:2, [oxifen < «-CD,] en buffer y [oxifen < HP-B-CD,] en 75%
DMSO. Otra vez el nimero de especies en disolucién disminuye al incrementar el error,

pero siempre correspondiente a un complejo 1:2.
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En los casos de complejos 1.1, éstos generan dos especies en disolucion,
aparentemente el complejo 1:1 y la CD libre. Como ya se comentd anteriormente, la
concentracion de huésped libre puede considerarse despreciable,'® 1%

La figura 54 refleja tipicos ajustes no lineales para compiejos tipo 1:1, obtenidos

a partir de los ajustes no lineales con la ecuacion 1 (ver apéndice 10.1).
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Figura 54. Tipicos ajustes no lineales para complejos tipo 1:1 a 298 K. (O) [phen < HP-B-CD] en
DMSO; (m) [oxifen — o-CD] en 50% DMSO; (A) [oxifen = «-CD] en 25% DMSO; {X) [oxifen < p -CD]
en 50% DMSO.

Los sistemas con oxifenbutazona muestran la misma tendencia general que los
sistemas con fenilbutazona, ver tablas 32-35, donde los valores de las constantes de
interaccion disminuyen con la temperatura.

Por el contrario hay algunos sistemas donde el valor de la constante de
interaccién aumenta con el incremento de la temperatura. Es factible nuevamente
pensar en un aumento de la movilidad molecular, pero en este caso sera aumento de la
movilidad de las moléculas huésped y disolvente.™® El efecto solvofébico en estos
casos es tan fuerte que ambas moléculas huésped formaran complejos muy estables
con las CDs. Esto provocard una mayor interaccion entre las moléculas huésped-CD
que entre las moléculas huésped-disolvente. Como resultado las constantes de
interaccidn aumentaran con la temperatura.

Como ya se ha mencionado en multiples ocasiones, el disolvente tiene notable
importancia en los procesos de inclusion.®** Segln aumenta la superficie de contacto
del huésped con la cavidad de la ciclodextrina el término entalpico se hace mas
negativo y la contribucién entrépica a la interaccion es menor.*? En general, en el

mismo medio de disolucién, las constantes de interaccion son mayores con las

11t



Resultados y discusién. Fenilbutazona y oxifenbutazona

ciclodextrina de menor diametro externo de cavidad. Estas corresponden a la a- y la
HP-p-CD. El comportamiento de los complejos de inclusion de la HP-B-CD es similar al
de la o-CD. Podemos considerar que estas dos ciclodextrinas presentan semejante
tamafo de diametro externo como consecuencia del impedimento estérico que
muestran las cadenas hidroxipropilicas de la HP-B-CD. Si tenemos en cuenta esta
situacion, el inicio de la cavidad de la HP-B-CD puede ser considerado a partir de los
grupos hidroxipropilos externos. Los grupos hidroxipropilo tienen movimiento libre. Esta
hidroxipropilacion significa una extensién del diametro interno de la cavidad de la 3-CD,
lo que acentla su carécter hidréfobo. '™

En todos los sistemas de estudio con estas moléculas huéspedes, sélo hay tres
casos de complejos 1:2, dos de ellos con a-CD en disolucién buffer con ambas
moléculas huésped y [oxifen — HP-B-CD,] en 75% DMSO. Como ya dijimos, en vista
del tamario del diametro externo de la o-CD es facil evitar el impedimento estérico. Si
tenemos en cuenta la posibilidad de complejo 1:2 entre oxifen y HP-B-CD, es factible
este hecho tomando en consideracion que esta ciclodextrina presenta un didmetro
externo semejante al de la o-CD. Una de las moléculas de HP-B-CD formara complejo
con el benceno no sustituido y la otra probablemente se asociara con el grupo hidroxilo
del otro anillo bencénico. Este sistema [oxifen < HP-3-CD,] en 75% DMSO presenta
valores de constantes de interaccion mayores que los otros complejos de tipo SL, de
estas dos moléculas huéspedes, [phen c a-CD,] y [oxifen c «-CD,] en disolucion
buffer, ver tabla 35. Este hecho sugiere la presencia de una fuerza eficiente en la
estabilizacion de este complejo. Se puede pensar en los puentes de hidrégeno, ya que
éstos estabilizan intensamente los complejos de inclusién con ciclodextrinas,” * ® y
son posibles en este caso. Como informaron Tabushi y coautores,* generalmente una
expansion de la cavidad hidrofoba de la ciclodextrina produce un aumento en la
estabilidad de huésped. En los otros dos casos de complejos 1:2 con a-CD, esta a-
ciclodextrina carece de cadenas laterales prolongadas que ayudarian a estabilizar
fuertemente los complejos.

Los valores de las constantes de interaccién dei complejo [oxifen c a-CD,] que
se presentan en disolucion buffer (tabla 32) presentan pequehas magnitudes en

comparacién con los valores de las constantes de interaccion de tipo 1.1 expuestas en
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la misma tabla. A pesar de que la a-CD es una de las ciclodextrinas que tiene menor
tamafio de didmetro externo, debido a la disposicion de los anillos bencénicos en ia
estructura de la oxifenbutazona (ver la estructura de ia oxifenbutazona en la figura 57
de la seccion correspondiente a resonancia magnética nuclear), y al hecho de que la

inclusion es a través de! anillo bencénico de la oxifenbutazona, la formacidén de

complejos T.Z probablemente encontrara impedimento estérico entre las dos moléculas
de a-CD. Por tanto, es posible pensar que la interaccién existente entre dos moléculas
de o-CD y una molécula de oxifenbutazona sera mas débil que la interaccion que se
presente entre una molécula de ciclodextrina y una moiécula de oxifenbutazona.

Como consideraciones generaies de lo contemplado con los estudios de
absorcidén electronica, es posible observar que las constantes de interaccién de
oxifenbutazona muestran menor error que las constantes de interaccién de
fenilbutazona. También podemos observar que ambas estructuras sélo difieren en &l
grupe hidroxilo que esta presente en la oxifenbutazona, por elio es posible pensar que
este grupo hidroxilo de la oxifenbutazona contribuye a una mayor estabilizacién por
asociarse con las CDs o con el medio de disolucién.

Se puede observar que tanto en este capitulo, correspondiente a los estudios de
fenilbutazona y oxifenbutazona, como en los capitulos anteriores correspondientes a
los estudios de las ofras moléculas huéspedes, los valores de las constantes de-
interaccion informados presentan valores de desviaciones standard relativamente bajas
en algunos casos, y relativamente altas en otros. Diversos autores han investigado y
publicado sobre los complejos de inclusion huésped-ciclodextrina, y en muchos casos
los valores de las desviaciones standard correspondientes a las constantes de
interaccion son muy considerables.'®*'** Estas discrepancias ponen de manifiesto la
gran variedad de factores que estan involucrados en el fenémeno de |a complejacion
entre huesped y ciclodextrina, que hacen de estos complejos de inciusién unos

sistemas complicados de estudiar por su dinamica en si.
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7.6.2. Espectros de resonancia magnética nuclear

Se realizaron estudios de RMN para obtener informacién estructural sobre estos
complejos de inclusion. Las figuras que se presentan a continuacién muestras las
interacciones en medio acuoso entre phen y oxifen con B-CD. En la figura 55 se analiza

el sistema [phen < B-CD] en D,0O.
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Figura 55. Espectros 'H RMN a 300 MHz y 298 K de B-CD y [fenilbutazona — B-CD] en D,0.
1zquierda, espectros 1D *H RMN de B-CD y [fenilbutazona c 3-CD). Derecha, NOESY del sistema
[fenilbutazona c p-CD). Centro, ampliacién de la seccién (a) del NOESY del sistema [fenilbutazona

< B-CD).

El NOESY que se presenta completo en fa figura 55 manifiesta que no existe
interaccion entre la B-CD y la cadena alquilica de la molécula de fenilbutazona.

Se observa el claro desplazamiento de la banda correspondiente al H-5 de la p-
CD (0.13 ppm) que confirma la formacion del complejo de inclusion.'® 134 135 14551 Este
H-5 se localiza en el interior de la cavidad de la CD préximo a la parte estrecha. Las
sefiales correspondientes a los H externos de la B-CD estan significativamente
modificados. Hay una clara sefial de interaccion que también se manifiesta en el

espectro NOESY, y es la que se amplié (figura 47 seccién (a)). Esto sugiere que hay
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interacéién con la seccién interna y externa de la B-CD. Las bandas correspondientes al
H-3 no estan alteradas con respecto a la -CD sola en D,0. Este H-3 esta en el interior
de la cavidad de la CD préximo a la seccién ancha. Si a esto afiadimos que existe una
sefal donde se expone la interaccién con el H-6 de la §-CD que se localiza en la

proximidad de la seccidon estrecha de la CD, podemos asegurar que el proceso de

interaccidn se lleva a cabo por la parte estrecha de [a B-CD. Sélo uno de los anillos
bencénicos se incluye (6.95 ppm - 7.25 ppm), el resto permanece en contacto con la
seccién externa y con el disolvente.

Debido al tamafio del diametro interno de la B-CD y la orientacién y distancia de
los dos bencenos de phen, es dificil pensar en la posibilidad de un complejo [phen < 8-
CD.]. El impedimento estérico se haria presente en esta situacion.

La interaccién entre B-CD y fenilbutazona en DMSG se muestra en ia figura 56.

p-CD en DMSO-d; H-2, 4

H-3,5 | /\
/N
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40 38 3'.% 1') ng‘if 32 3.0
Figura 56. Espectros 'H RMN a 300 MHz y 298 K de $-CD y [fenilbutazona < B-CD] en DMSO-d,.

Se percibe un leve desplazamiento hacia mayor campo de las bandas
correspondientes a los hidrégenos internos de la B-CD, y una intensa modificacién de
las bandas correspondientes a los hidrégenos externos de este anfitrion. Esto es indicio
de que el grado de inclusion es pequefio y que la interaccion se da en su mayor parte
con la seccion externa de la B-CD. La interaccion de estas dos moléculas en DMSO no
es tan intensa como la que presentan en medio acuoso, y esto se puede afianzar
observando los valores de las constantes de interaccién presentes en la tabla 29 en

este capitulo.
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Paré el caso de oxifen y B-CD en D,0, figura 57, nuevamente el NOESY
completo muestra que no existe interaccion entre la B-CD y la cadena alquilica de la
molécula de oxifenbutazona. También se observa el desplazamiento de la banda
correspondiente al 5-H de la B-CD (0.08 ppm) confirmando asi la formacién del
complejo de inclusion,!'® 12 135 14%151 en este caso con el benceno no sustituido, cuyas

bandas se encuentran entre 6.9 ppmy 7.3 ppm.
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Figura 57. Espectros 2D 'H RMN a 300 MHz y 298 K del sistema [oxifenbutazona c B-CD] en D,O.
Derecha, NOESY del sistema [oxifenbutazona — B-CD]. lzquierda, ampliacién de la seccion (a) del
NOESY del sistema [oxifenbutazona c 3-CD].

Las sefales correspondientes al H-3 de la B-CD no estan modificadas. Debido a
este particular y reflexionando sobre la localizacion del H-3 en el interior de la cavidad
de la B-CD, es posible nuevamente pensar que el proceso de inclusion es por la
seccion estrecha de esta B-CD. El benceno no sustituido es el que presenta la
interaccion con el interior de la CD, la ofra parte es la que permanece en contacto con
la parte externa.

Las bandas que corresponden a los protones externos de la $-CD estan
ligeramente desplazadas y modificadas en su forma. La interaccion entre §-CD y el
anillo bencénico sustituido (6.3 ppm - 6.9 ppm) es principalmente con la seccidon
externa. Una intensa sefial de esta interaccion se observa en el NOESY. Soélo el anilio

bencénico no sustituido (6.9 ppm - 7.3 ppm) se incluye en la cavidad de fa 3-CD, el
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7.6.3. Valores de otros parametros termodinamicos

Los valores de AH,, y AS,, para los sistemas con phen y oxifen, obtenidos a

partir de las ecuaciones 3 y 4 (ver apéndice 10.2), se presentan en las tablas 36y 37

expuestas a continuacion.

Medio-de Disolucién
CcD buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
AHy AS, AH. AS, AH. AS,, AH;y AS,. AH AS,,
o-CD  +14.09 +0.064 -3.32 +0.006 +17.17 +0.069 -9.92 -0.021
pg-CD +4.17  +0.031 664 -0.005 +0.058 +0.014 -22.71 -0.067 -16.94  -0.043
y-CD -7.58 -0.010 -8.84 -0.012 +7.51 +0.044 1850 -0.051
HP-3-CD -3.48  +0.003 -9.83 -0.025 -18.55  -0.042
Tabla 36. Variables termodinamicas de los sistemas con fenitbutazona
(AH,,., kcal/mol; AS;,, kcal/mol K).
: Medio de Disolucién
cD buffer pH 7.5 25% DMSO 50% DMSC 75% DMSO DMSO
AHml. ASml AHmt ASlnL AHmt_ ASII‘“, AHlm. AS:ni. AHm! ASml
o-CD -27.44  -0.079 -2.45 +0.021 +7.56  +0.039 +7.11 +0.036 -12.78 -0.027
B-CD -7.73 0012 +2149  +0.079 +3.49  +0.023
y-CD +8.88 +0 041 -3.52 +0.003
HP-3-CD -3.38 +0.001 +2.18  +0.021 -1.69 +0.013

Tabla 37. Variables termodinamicas de los sistemas con oxifenbutazona
(AH,,., kcalimol; AS,,,, kcal/mol K).

Los valores ausentes de AH,, y AS,, en los sistemas con fenilbutazona y

oxifenbutazona, son debidos a la faita de valores de constantes de interaccion, que son

necesarias para calcular estos parametros termodinamicos.

La graficas que a continuacion se presentan en la figura 59 sefalan el diferente

comportamiento de estas dos moléculas huésped con las CDs en dos medios de

disclucion.
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resto de' ila molécula queda en contacto con la seccidn externa de! anfitrion y con el
disoivente.

Comparando las figuras 55 (a) y 57 (a) se comprueba que las sefiales de los
espectros NOESY son mas intensas en el caso de fenilbutazona que en el caso de
oxifenbutazona. Esto sugiere que en medio acuoso a 298 K la interaccion [phen < B-
CD] es mas intensa que la interaccién [oxifen < B-CD]. Esto esta de acuerdo con las
constantes de interaccién de estos sistemas, expuestas en las tablas 29 y 33,
respectivamente, Ky s.co= 7000 = 2000 ¥ Kigen c p.co= 1000 £ 20.

Ambos huéspedes presentan interaccion con a-CD, figura 58.

a-CD 2H

l4~H

|

39 38 37 36 35 34 33
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phen / a-CD oxifen / o-CD

30 38 37 3635343332 303837 3635 34 3.3 32
ppm ppm

Figura 58. Modificacion de las bandas de la «-CD en los espectros 'H NMR a 300 MHz y 298 K de
los sistemas [phen c ¢-CD] y [oxifen < ¢-CD] en D,0,

El desdoblamiento y desplazamiento de bandas esta més intensamente marcado
en la region de los hidrégenos externos. lLa estequiometria obtenida para estos
complejos fue de fipo 1:2 (ver tablas 26 y 30). El grado de impedimento estérico con
que pudieran encontrarse las ciclodextrinas se pone de manifiesto con la significativa
modificacién de las bandas correspondientes a los hidrégenos externos del anfitrién y
no las bandas correspondientes a los hidrogencs del interior de la cavidad. La
proximidad de una ciclodexirina con otra impide la inclusion, y de esta forma quedan

interaccionando por su parte externa.
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Figura 59, Gréficas de van't Hoff de los sistemas de fenilbutazona en DMSO (izquierda) y
oxifenbutazona en 50% DMSO/agua (derecha).

Podemos observar el diferente comportamiento de a-CD respecto a p-, y- y HP-
B-CD en DMSO. En la tabla 36 observamos que AH,, y AS,, de este sistema [phen c a-
CD] en DMSO son mayores que las del resto de las CDs en DMSO. Las constantes de
interaccién para el sistema [phen c a-CD] en DMSQO son menores respecto a otros
medios de disolucion. Esto significa que la intensidad de la interacciéon phen-DMSO es
mayor en comparacion con la intensidad de la interaccion DMSO-DMSO. Agui la
presencia de DMSO no juega un papel importante como contribucion a la interacciéon
solvofébica gobernadora de la inclusidén. En los otros medios de disolucion, con
mayores constantes de interaccion que en DMSO, la intensidad de lé interaccion phen-
disolvente es menor que la intensidad de ia interaccion disolvente-disolvente.

En el caso de B-, v- y HP-B-CD la presencia de DMSQO es mas relevante para
favorecer el proceso de inclusion, aunque los valores AH,, <0 y AS,, <0 no manifiestan a
la interaccidn solvofébica como fuerza guiadora de la complejacion.*® 1%

La misma figura 59 manifiesta que el comportamiento de oxifenbutazona en 50%
DMSO/agua depende del tipo de CD. Hay similitud entre el comportamiento de «- y y-
CD vy de B- y HP-B-CD. Examinando los datos de la tabla 37, el proceso de inclusion es
mas favorable entrépicamente en 50% DMSO/agua para oxifenbutazona con a- y y-CD
que con B- y HP-B-CD. La presencia del disolvente en a- y y-CD es muy importante. Los
valores de AH,,, vy AS,, para los sistemas [oxifen — 3-CD] y [oxifen = HP-3-CD] en 50%

DMSOfagua son menos favorables para la complejacion. En 50% DMSO, las
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constantes de interaccion con B-CD son muy pequefias comparadas con las obtenidas
con HP-8-CD. Podemos pensar en la asociacién entre oxifen y los grupos
hidroxipropilos externos que presenta esta HP-B-CD. Debido a esta asociacion la
inciusion total de la oxifen es obstruida y por tanto esta obligada a mantener una gran
superficie en contacto con el disolvente. Esta puede ser la razéon de por qué este
sistema presenta altos valores de constantes de interaccion a pesar de tener un
comportamiento entropico pequefio.

A partir de las representaciones lineales obtenidas en la figura 59, es factible
sefialar que no solamente la entropia controla estos procesos de inclusiéon.®

En general podemos decir que la contribucion entrépica es decisiva en ambos
procesos de complejacion, mas relevante en el proceso de inclusién de la
oxifenbutazona que en el proceso de inclusion de la fenilbutazona.

Entre las interacciones propuestas para estos procesos, solo el efecto
solvofobico esta gobernado por la entropia, AS,,>0 y a veces AH,,>0.%>* Este efecto
por si mismo esta gobernado primeramente por un incremento en la entropia de las
moléculas de disolvente como resultado de la exclusion de moléculas de soluto,
proceso que va acompafiado por un incremento en el grado de libertad de las
moléculas de disolvente.?* % Hay algunos ejemplos de asociaciones intermoleculares
gue no pueden ser facilmente clasificadas como electrostaticas, puente de hidrégeno, o
transferencia de carga, que normalmente presentan variaciones negativas tanto de
entalpia como de entropia. Para el caso de fenilbutazona, estos sistemas son [phen C
y-CD] en disolucién buffer, [phen = B-CD] y [phen < y-CD] en 25% DMSO, [phen c B-
CD] y [phen c HP-B-CD] en 75% DMSO y [phen c a-CD], [phen c B-CD], [phen < y-
CD] y [phen < HP-3-CD] en DMSO. Para el caso de oxifen, estos sistemas son [oxifen
< a-CD] y [oxifen = B-CD] en disolucion buffer y [oxifen < «-CD] en DMSO.

Por tanto, es posible establecer a partir de estos 12 sistemas, que la principal
contribucidn a la estabilizacion de estos complejos de inclusion, formados en base a la
interaccion  dipolo,sec-dipology, son las interacciones de van der Waals.** ™ La
superficie de contacto entre huésped y CD varia dependiendo de la profundidad de la

inclusién, por consiguiente, las interacciones van de Waals pueden verse afectadas.
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En el resto de los sistemas la contribucion solvofobica se manifiesta como fuerza

gobernadora de los procesos de inclusion. %

7.6.4. Estudio de la mecéanica molecular

Los estudios de mecanica molecular de [phen < B-CD] y [oxifen < B-CD}
basados en los experimentos previamente realizados por resonancia magnética
nuclear en medio acuoso, se exponen a continuacion.

Las figura 60 muestra la posible estructura de los complejos de inclusidon de
fenilbutazona y oxifenbutazona con B-CD. Tanto los céiculos de mecanica molecular
como los resultados que obtuvimos por 'H RMN, indican que oxifenbutazona se incluye
a través de ia parte estrecha de la B-CD.

Figura 60. Posible estructura de los complejos de inclusién en medio acuoso de fenilbutazona
(izquierda) y oxifenbutazona {derecha) con p-CD.

Al igual que con las otras moléculas huéspedes, los sistemas con las especies
complejadas de fenilbutazona y oxifenbutazona son mas estables que las no
compiejadas, mostrando una diferencia energética que es la que contribuye a la

complejacion. Esta se presenta en la tabla 38.

Complejos
Contribucién Energética total para [phen < R-CD] [oxifen < B-CD]
la Complejacion (kcal/mol)
Por la parte ancha de la CD 19.461 20.489
Por la parte estrecha de la CD 20.459 18.511

Tabla 38. Contribucidén energética a la estabilizacion de los complejos de inclusién de
fenilbutazona y oxifenbutazona con p-CD.
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La estructura del complejo [oxifen — HP-B-CD], obtenida exclusivamente a partir
de la optimizacion de la geometria por mecanica molecular, se expone en la figura 61.
La diferencia de energia entre la especie formada por el complejo de inclusion y

la formada por los componentes del compiejo por separado es pequefia, 9.179

kcal/mol. Esto nos habla d i T i -

pone de manifiesto en la pequefia magnitud que presenta la constante de interaccion

del sistema [oxifen — HP-B-CD] en agua, K(1:1)= 600 = 100 (ver tabla 35),

Figura 61. Posible estructura dei complejo de inclusion en medio acuoso de oxifenbutazona con
HP-B-CD.

122



Conclusiones y perspectivas

8. Conclusiones

8.1. Conclusiones generales

Antes de exponer las conclusiones de este trabajo es importante recordar cuales

fueron nuestros sistemas estudiados y comparar con los resultados logrados. Se
estudiaron 7 moléculas huéspedes, 4 moléculas anfitrionas, en 5 medios de reaccién, a
5 temperaturas, y se determiné la solubilidad de las moléculas huéspedes en los
medios de reaccion mencionados. De 840 valores posibles de constantes de
interaccién, se lograron conocer 489.

Todas las técnicas empleadas para la determinacién de los complejos de
inclusion entre estos analgésicos anti-inflamatorios y las ciclodextrinas nos han dado
una valiosa informacién. A partir de las espectroscopias electrénicas de absorcién y
emision se pudo comprobar la existencia de interaccién entre el huésped y el anfitrién,
mediante la modificacién de la intensidad, a una determinada longitud de onda, de los
espectros obtenidos. A partir de esta modificacién fue posible determinar las constantes
de interaccion. La resonancia magnética nuclear nos ayudé a establecer las posibles
estructuras de los complejos de inclusién formados, en funcién de las interacciones
entre los protones de ambas moléculas a través del espacio. La visualizaciéon de estas
estructuras se realizd con el apoyo de los célculos de mecanica molecular, que
muestran una representacion promedio de las estructuras de minima energia del
complejo de inclusién en disolucién, consideradas a partir de los resultados obtenidos
experimentalmente.

Después de analizar todos los resultados obtenidos y los objetivos propuestos en

esta tesis, se pueden hacer las siguientes consideraciones generales:

+» Estos analgésicos anti-inflamatorios resultaron ser excelentes moléculas huéspedes
para las ciclodextrinas, en los medios de reaccion estudiados. Se pudo detectar y
estudiar la formacién de complejos de inclusién para casi todos los sistema
estudiados.

* Indometacina, fenoprofén y ketoprofén son los huéspedes que manifestaron mayor

afinidad por las ciclodextrinas. Naproxén, fenilbutazona y oxifenbutazona mostraron
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afinidad intermedia y solo el ibuprofén mostré una pobre. afinidad por las
ciclodextrinas.

« El disolvente es un componente activo en los sistemas estudiados, estabiliza o
desestabiliza los complejos de inclusion formados.

e Son diversas las fuerzas intermoleculares involucradas en la formacién vy
estabilizacion de los complejos de inclusion. Todas ellas han sido mencionadas a lo
largo de los diferentes capitulos de este trabajo. Las fuerzas intermoleculares que se
manifiestan frecuentemente son las de van der Waals y el efecto solvofébico. A la
estabilidad de estos complejos también contribuyen la expulsién de las molécuias de
agua de alta energia de la cavidad de la ciclodextrina, la liberacion de la tension del
anillo, los puentes de hidrégeno y otras interacciones electrostaticas.

o La carga y el momento dipolo eléctrico del huésped determina la direccion de la
inclusién en el proceso de complejacion. La solvatacion del ion es la condicion que
restringe la geometria del complejo de inclusién. La parte cargada del huésped
queda en el exterior de la ciclodextrina, en contacto con el disolvente, y la seccion no
cargada de la molécula es la que se incluye en la cavidad del anfitrion. En estas
circunstancias la presencia del disolvente juega un papel fundamental como
componente del sistema que ayuda a estabilizar o desestabilizar el complejo de
inclusién.

o A partir de los estudios complementarios de mecanica molecular fue posible obtener
las estructuras de minima energia de los complejos de inclusion. Estas estructuras

optimizadas estan de acuerdo con las geometrias determinadas experimentaimente.

8.2. Conclusiones particulares

Fenoprofén

* Fn este caso fueron determinadas 86 constantes de interaccion.
e La interaccion i0Ngeen-dipology contribuye a establecer la geometria de los

complejos de inclusion entre el fenoprofén” y las ciclodextrinas.
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wEn Ios sistemas con fenoprofen el efecto solvofobsco no es-4na contnbuqon

significativa para estabilizar sus complejos de inclusion. AR P SAC

Los terminos AH,, ¥ AS,, negativos sugieren que las interacciones de van der Waals

-son las responsables de la estabilidad de los complejos de inclusion entre

- fenoprofén” y ciclodextrinas.

En disolucion buffer, DMSO y 75% DMSOfagua, la intensidad de la interaccién

fenoprofén'—ciclodextrina esta directamente relacionada con la superficie de contacto

- .entre la seccién incluida de! fenoprofén y el interior de ia cavidad de la ciclodextrina.

2l

El tamafio del diametro interno de la cavidad de la ciclodextrina es esenciai para la
formacién de estos complejos de inclusién en estos medios de reaccién. En eso0s
casos las interacciones de van der Waals son las que principaimente contribuyen a.
la estabilizacion de estos complejos de inclusién. En cambio, en 25% y 50%
DMSO/agua, donde el disolvente y el tamario del didmetro interno de ia cavidad de la
ciclodextrina no influyen de forma significativa en la complejacion, se puede sugerir
que la expulsion de las moléculas de agua de alta energia y la liberacion de la

tension del anillo, son las fuerzas formadoras de los complejos de inclusion
[fenoprofén — CD] en estos disolventes.
Esta molécula huésped sélo forma complejos de inclusidn 1:1 con las ciclodextrinas

en las condiciones de reaccion estudiadas.

T

Naproxén

» Se determinaron 74 constantes de interaccion entre el naproxén y las ciclodextrinas.

¢ Elion carboxilato de naproxén y el momento dipolo de las ciclodextrinas determinan

fa’ orientacion de los complejos de inclusién [naproxén = CDJ a través de la

interaccion ion,,exe-dipology, obligando al naproxén” a incluirse por la seccion que
contiene el grupo metoxido. |

El efecto solvofébico particiba en la mayoria de los procesos de estabilizacién de los
complejos de inclusién entre naproxén” y las distintas ciclodextrinas en los diferentes

medios de disolucién, excepto en 75% DMSO/agua, donde la estabilizacion se debe
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--gr las interacciones de van der Waals Esto mismo ocurre con B-CD y HP-B- -CD en
DMSO y con HP-B-CD en buffer. _

e De todos los medios de disolucion estudiados, umcamente en 75% DMSO/agua es
clara la influencia del tamafio de la cavidad de la mclodextrma sobre la profunﬁggad

de la inclusion de naproxén’. Cuanto menor es el tamafio de la cavidad de la
ciclodextrina la superficie de contacto entre ciclodextrina y naproxén se incrementa,

y la entalpia y entropia del proceso disminuyen.
« Este anti-inflamatorio sélo forma complejos de inclusion 1:1, y de manera resumida

Lo

se muestran las principales interacciones intermoleculares en la tabla 39.

Ciclodextrinas
Medio de disolucion o-CD B-CD HP-p-CD y-CD
disol. bf. — ef. hidrof. v, ef. hidrof.
50% DMSO ef. solvof. ef. solvof. ef. solvof. ef. solvof.
75% DMSO vW. vW. —— vW.
DMSO ef. solvof. vW, vW. ef. solvof.

Tabla 39. Principales interacciones estabilizadoras de los complejos de inclusion de naproxén’.

« La participacién de las interacciones de van der Waals y del efecto solvofobico esta

muy igualada en los sistemas con naproxen’.

Ibuprofén

« En este caso se lograron determinaron Gnicamente 18 constantes de interaccién.

« La pequefia superficie de contacto entre el ibuprofén” y la cavidad de las
ciclodextrinas en el complejo de inclusidn excluye a las fuerzas de van der Waals,
como fuerzas estabilizadoras de estos complejos de inclusion. Los valores positivés
de las variables termodinamicas designan al efecto hidrofébico como la fuerza
gobernadora de la formacién de estos complejos de inclusion, cuya geometrfa se
establece por la interaccion i0n,re.-dipolocp.

o El ibuprofén™ forma los complejos 1:1 con los menores valores de constantes de

interaccion de todos los complejos de inclusién que se han estudiado en esta tesis.
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Ketoprofén

» El ketoprofén muestra una gran afinidad por las ciclodextrinas en las condiciones de

reaccion estudiadas. Se determinaron 87 constantes de interaccion.

o El grupo carboxilato del ketoprofén™ determina la orientacion de la inclusién del

complejo de inclusion.

» En estos casos, el tamafio del diametro interno de la cavidad de la ciclodextrina
contribuye de forma importante en el proceso de inclusion. Las interacciones de van
der Waals se presentan con mayor frecuencia en la estabilizacion de los complejos

de inclusion de ketoprofén™ con «-CD, y-CD y HP-B-CD, que son las ciclodextrinas
que presentan el tamafo mas apropiado para la adecuada inclusién de ketoprofén'.
Este mismo tipo de interacciones se presentan con mayor frecuencia en las
discluciones buffer y en 75% DMSO/agua. Sdlo en 26% DMSO/agua, ta formacion
de los complejos de inclusion de ketoprofén™ con las diferentes ciclodextrinas esta
gobernada totalmente por el efecto solvofdbico, hecho que esta directamente
relacionado con la menor solubilidad de ketoprofén™ en este medio de disolucion.

o El ketoprofén forma complejos de inclusién 1:1 y 1:2 bastante estables, y las

principales interacciones que se presentan en los complejos se exponen en la tabla

40.
Ciclodextrinas
Medio de disolucién a-CD $§-CD HP-8-CD y-CD
disol. bf. vWw vW. v W. + ef. hidrof. vW.
25% DMSO vW. + ef. solvof. ef. solvof. — v W. + ef. solvof.
50% DMSO vW. + ef. solvof. ef. solvof. v W, vW,
75% DMSO vW v W. + ef. solvof. vW. v W,
DMSO vW. v W. + ef solvof. vW. v W, + ef. solvof,

Tabla 40. Principales interacciones estabilizadoras de los complejos de inclusién de ketoprofén’,

* La mayor parte de los sistemas con ketoprofén™ son estabilizados mediante las
interacciones de van der Waals. En alguno de los casos donde la contribucién es por
parte de las fuerzas de van der Waals y del efecto solvofébico, simultaneamente, los
valores de AS,, son positivos, pero muy pequerios, lo que pone de manifiesto ia

menor participacion del efecto solvofobico en estos procesos de complejacion.
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Indometacina

e Sin lugar a dudas la indometacina es el farmaco anti-inflamatorio que mayor afinidad
muestra con las ciclodextrinas. Forma los complejos de inclusién con mayores
valores de las constantes de interaccion en casi todos los disolventes estudiados.
Esto permitio evaluar 88 valores de constantes de interaccion.

o La interaccion i0N,yememcne-dip0loey dispone la geometria de los complejos de
inclusién [indometacina c CDJ.

« E! efecto solvofébico gobierna la formacién de los complejos de inclusién entre

indometacina’ y ciclodextrinas, principalmente en 25% DMSO/agua, que es el medio
de disolucion donde la solubilidad de la indometacina™ es menor.

e En los medios de disolucién donde ia indometacina™ es mas soluble (DMSO, 75%
DMSO/agua y disolucién acuosa), los complejos de inciusion son esencialmente
estabilizados a partir de las interacciones de van der Waals, influyendo
considerablemente el tamafio del diametro interno de la cavidad de la ciclodextrina.

« Los estudios de mecancia molecular nos indicaron que el isdbmero E de Ia
indometacina™ es el que participa mayoritariamente en la complejacién, y que el

isémero Z es termodinamicamente mas estable.

« Las principales interacciones se exponen en la tabla 41.

Ciclodextrinas
Medio de disclucién o-CD B-CD HP-B-CD y-CD
disol. bf. vW. vW. — vW
25% BDMSO vW. +ef solvof. v W. +ef solvof. v W. +ef solvof. v W. + ef. solvof.
50% DMSO v W. + ef. solvof. vW. vW. v W. + ef. solvof.
75% DMSO vW. vW. v W. + ef. solvof. v W
DMSO v W, vW. vW. + ef solvof v W

Tabla 41. Principales interacciones estabilizadoras de los complejos de inclusién de indometacina’

« Las interacciones de van der Waals participan mas intensamente en la formacion de
los complejos de inclusion con indometacina™. Ademas, los sistemas gue manifiestan

colaboracién simultanea de las interacciones de van der Waals y del efecto

solvofébico, en algunos casos, los valores de AS,,, a pesar de ser positivos, son tan
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pequefios que manifiestan la menor interaccion del efecto solvofébico en la

formacion del complejo de inclusién.

Fenilbutazona y oxifenbutazona

» En estos casos se determinaron 71 valores de constantes de interaccién para la

fenilbutazona y 65 para la oxifenbutazona.

La geometria de los complejos de inctusion [phen < CD] y [oxifen < CD}, a diferencia
de los complejos de las otras moléculas huéspedes, queda determinada por la
interaccion dipoloy,spes-dipology.

La fenilbutazona y la oxifenbutazona forman complejos de inclusién 1:1 y 1:2
sumamente estables en casi todos los disoiventes. Las principales interacciones
estabilizadoras de complejos de inclusion de estos farmacos anti-inflamatorios se

muestra en la tabla 42,

Ciclodextrinas
Medio de disolucion o-CD B-CD HP-B-CD y-CD
{phen) disol. bf. ef. hidrof. ef. hidrof. — v W,
{oxifen) disol. bf. v W vW. v W. + ef. hidrof. —
{phen) 25% DMSC v W. + ef. solvof. vW — vW.
(oxifen) 25% DMSO v W, + ef. solvof. ef. solvof. — —
(phen) 50% DMSO — ef. solvof, v W. + ef. solvof. —
(oxifen) 50% DMSO ef. solvof. ef. solvof. ef. solvof. ef. solvof.
{phen) 75% DMSO ef. solvof, v W. v W. ef. solvof.
(oxifen) 75% DMSO ef. solvof. — v W. + ef, solvof. —
(phen) DMSO v W v W, vW. vWw
{oxifen) DMSO vW. — — v W. + ef. solvof.

Tabla 42. Principales interacciones estabilizadoras de los complejos de inclusion de fenilbutazona

y oxifenbutazona.

e En general, se puede decir que el proceso de inclusién de estos sistemas esta en su

mayoria gobernado entropicamente para el

caso de oxifenbutazona vy

entalpicamente para el caso de fenilbutazona, es decir, el efecto solvofébico participa
mas intensamente en el proceso de complejacion de la oxifenbutazona, mientras que
las interacciones de van der Waals contribuyen mayoritariamente en la formacion de

los complejos de inclusién con la fenilbutazona. El grupo hidroxilo de la
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Conclusiones y perspectivas

Las interacciones de van der Waals se presentan mayoritariamente en los
sistemas con fenoprofén, ketoprofén, indometacina, y fenilbutazona. En cambio, el
efecto solvofébico es mas dominante en los sitemas con ibuprofén y oxifenbutazona. La

participacion de las interacciones de van der Waais y del efecto solvofébico esté muy

igualada en los sistemas con naproxén’.

8.4. Perspectivas de trabajos futuros

1) Realizar un estudio mas especifico de la resonancia magnética nuclear multinuclear
(mono y bidimensional) de los complejos de inclusion formados entre estos
analgeésicos anti-infiamatorios y las ciclodextrinas, para establecer de forma precisa
qué grupos, tanto del huésped como del anfitrion, estan involucrados en las
interacciones que constituyen ei compiejo de inciusidn, cual es la aportacion de cada
uno de estos grupos a la interaccién, e interpretar esta informacion en funcién de las
fuerzas intermoleculares.

2) Como ya hemos observado en esta tesis, la magnitud de las constantes de
interaccion varian notablemente con la temperatura. La determinaciéon de estas
constantes de interaccion a diferentes temperaturas, a partir de la espectroscopia
electronica de emision y la resonancia magnética nuclear de proton, completaria
considerablemente este trabajo de investigacién.

3) En esta tesis se ha comprobado que el medio de disolucién participa de forma
importante en la formacién y la estabilizacién de muchos de los complejos de
inclusion entre estos analgésicos anti-inflamatorios y las ciclodextrinas. Utilizando
otros disolventes ampliariamos la gama de valores de constante dieléctrica y tension
superficial del medio de reaccion, y de esta forma se lograria un estudio mas
detallado del efecto del disolvente sobre el proceso de complejacién.

4) Puesto que estos anaigésicos anti-inflamatorios resultaron ser excelentes moléculas
huéspedes para las ciclodextrinas, y la metodologia empleada para la formacién y
determinacion de sus complejos de inclusion fue adecuada y tiene un extenso campo

de aplicacion, este trabajo se podria ampliar al resto de los farmacos analgésicos
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Conclusiones y perspectivas

anti-inflamatorios que tienen la misma incidencia de efectos laterales e indeseables
relacionados con problemas gastro-intestinales. La administracion oral de estos
farmacos complejados con ciclodextrinas atenuaria estos efectos adversos y

ayudaria a resolver un problema general.
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9. Parte experimental

9.1. Sustancias

s Fenoprofén, ([£]-2-[3-fenoxifenil] acido propidnico); sal de calcio hidratada. SIGMA.
e Naproxén, ((S)-6-metoxi-a-metil-2-acido naftalen acético). Laboratorio Syntex, S A

de C.V, México.

o Ibuprofén, (a-metil-4-[2-metil propil]-acido benceno acético). Laboratorio Boehringer
ingelheim Promeco, S.A. de C.V, México.

o Ketoprofén, (2-[3-benzoil fenil} 4cido propiénico). SIGMA.

» Indometacina, (1-[p-clorobenzoil])-5-metoxi-2-metil indol-3-acido acético). SIGMA.

+ Fenilbutazona, (4-butil-1,2-difenil-3,5-pirazolidinadiona). SIGMA.

s Oxifenbutazona, (4-butil-1-[4-hidroxifenil]-2-fenil-3,5-pirazolidinadiona); hidratada.
SIGMA.

e a-, y» y [-ciclodextrina-hidroxipropilada (grado de sustitucion= 9). CERESTAR,
Indiana, USA.

o [-ciclodextrina. L.aboratorio Arancia, México.

» Componentes del buffer acuoso (pH= 7.5): Na,HPO, y KH,PO,. ALDRICH;

NaCl. MALLINCKRODT.

* Agua desionizada. El agua se destild en un sistema Barnstead Thermolyne y se le
sometid a un segundo tratamiento en un sistema Easypure RF Compact Ultrapure
para obtener agua desionizada que fue con la que se trabajé.

« DMSO. J. T. BAKER.

* D,0(99.9% atomos de deuterio). ALDRICH.

o DMSO-d, (99.9% atomos de deuterio). ALDRICH.

8.2. Preparacion de los complejos de inclusion

Previo al estudio de los complejos de inclusidn, se generaron las curvas de
calibrado de todas las moiéculas huéspedes en los diferentes medios de reaccion, a
partir de una serie de disoluciones de concentraciéon conocida. Mediante estas curvas

de calibrado se seleccioné la concentracién de trabajo de cada molécula huésped.
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Paré preparar los complejos de inclusion entre ciclodextrinas y analgésicos anti-
inflamatorios se utilizaron concentraciones crecientes de ciclodextrinas (10°M a 102 M)
y concentraciones constantes de los analgésicos anti-inflamaterios (10* M para
naproxén e ibuprofén y 10°M para el resto).

Los medios de disolucion seleccionados para preparar los complejos de inclusidn
fueron: buffer fosfatos Na,HPO,/KH,PO, 0.07885 M a pH=7.5 con una fuerza idnica
constante de [NaClj= 0.1 M, dimetilsuifoxido (DMSO} y mezclas de 25%, 50% y 75%
DMSO/agua (en estos casos no se usaron disoluciones reguladoras del pH).
Posteriormente se prepararon las disoluciones de los complejos de inclusién,
disolviendo la ciclodextrina en una disolucién de la concentracidén correspondiente del
anti-inflamatorio, y la mezcla se agité hasta la total disolucion.

Una vez preparadas las disoluciones, se mantuvieron en un bafio a 298 K
durante 24 horas, tiempo necesario para asegurar la formacion de las nuevas especies

en disolucién, y posteriormente medirlas.

9.3. Estudio espectroscopico

El estudio de la formacion de los complejos de inclusidén se realizé mediante el
método desarrollado por Connors y colaboradores, el método espectral o de
espectrofotometria directa.” """ "2 El metodo se basa en la determinacién de la
constante de interaccién en funcion de la concentracion de ciclodextrina.'

Si la absorcién molar del complejo y del sustrato difiere en alguna longitud de
onda, es posible determinar espectroscopicamente la constante de interaccion.' '

Las téchicas espectroscopicas empleadas para la valoracion de las disoluciones
fueron la espectroscopia electronica de absorcidn en la region del ultravioleta, la
espectroscopia de fluorescencia y la resonancia magnética nuclear de proton.

Los espectros electrénicos de absorcién fueron adquiridos en ia regiéon del
ultravioleta usando un espectrofotdmetro de arreglo de diodos MHewlett Packard 8452A
con una precision fotométrica de + 0.005 UA y una sefial de ruido < 0.0002 UA. Celdas
de cuarzo de 1 cm de paso optico y 3 mL de volumen. La temperatura se mantuvo bajo

control por un sistema peitier Hewlett Packard 89090A (+ 0.1 °C). En todas fas
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mediciones en los diferentes medios de disolucion se empled el propio disolvente como
linea base.

Los espectros de emision se adquirieron a partir de un espectrofluorémetro Spex
Fluoromax, de relacion sefal a ruido 550/1, acoplado a un bafo recirculante Neslab-

Endocal RTE-110 ( 0.1 °C) para verificar ia temperatura. Celdas de cuarzo de 1 cm de

paso optico y 3 mL de volumen. En todos los casos las longitudes de onda de
excitacion empleadas fueron las longitudes de onda de maxima absorcién obtenidas
previamente en los espectros de absorcion ultravioleta. Se trabajé con una ancho de
abertura de rendija, o “SL/T”, de 0.4 para obtener los espectros de emisién de naproxén
e ibuprofén en todos los medios de disolucién, y en el caso de fenoprofén fue de 0.8
para obtener los espectros en disolucion buffer y 0.4 para DMSO y las mezclas
DMSOr/agua. Con “SLIT” 0.4 el fenoprofén en disolucion buffer no presentaba

fluorescencia.
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Los estudios de 'H RMN se llevarcn a cabo en disolucié
298 K, empleando tubos de RMN standard de 5 mm.

Los espectros 1D 'H RMN se obtuvieron con un espectrémetro Varian Unity Plus
de 300 MHz usando una frecuencia de 299.95 MHz con un pulso de 45° (6.7 us), un
ancho espectral de 3229.5 Hz y un tiempo de adquisicion de 3.002 s. El nimero de
adquisiciones colectadas dependié de la sensibilidad de la muestra y estuvo dentro del
intervalo 32-128.

Los espectros 2D (NOESY) se hicieron con el mismo espectrometro Varian Unity
Plus de 300 MHz, con una sonda de banda ancha interrumpida (broad band switchable
probe). Un ancho espectral de 2731.5 Hz en ambas dimensiones y un tiempo de
adquisicién de 0.187 s. Puiso de 90° de 13.5 us, 32 barridos para cada uno de los 128
incrementos y un tiempo de retardo entre cada barrido de 2 s con un tiempo de mezcla
de 100 ms. Se hicieron dos pulsos falsos al principio del experimento para alcanzar el
estado estacionario. El pulso de presaturacién para la supresion de la banda de agua
se aplico durante 1.5 s al inicio de cada barrido durante el tiempo de retardo y el pico
de agua residual fue filtrado digitalmente con un filtro de 135 Hz. La transformada de
Fourier fue levada a cabo con una funcién de ampliacion de sefial (Ib= -1.82 Hz) y una

Gaussiana de 0.078 s para la segunda dimension, y para la primera dimensién la
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funcion de- ampliacién de sefial fue de Ib= -1.91 Hz y una Gaussiana de 0.079 s. Las
graficas se hicieron basadas en el modo absoluto.

2D (ROESY) se obtuvo con un Brucker ARX-400 con una frecuencia de 400.13
MHz a 300 K y un tiempo de giro optimizado a 700 ms.

Con relacion al control de fa temperatura, los espectros de absorcidn electrénica
se investigaron a cinco temperaturas diferentes, 288, 293, 298, 303 y 310 K, y los

espectros de fluorescencia y resonancia magnética nuclear de proton sdlo a 298 K.

9.4. Estudios de conductometria

Se empleé un conductimetro digital YS!, modelo 32, con celda de vidrio con una
constante de 1.0 cm™ y una exactitud de + 0.2% en las escalas 1.0-20 y 0.1-2 milimhos,
10.0-200 y 1.0-20 micromhos y + 1.0% en la escala 10-200 milimhos y 0.1-2
micromhos, para medir la conductividad de las disoluciones de fenoprofen a
temperatura ambiente, y conocer de qué tipo de electrolito se trataba. Se compararon
los valores de conductancia molar resultantes con los valores de las tablas que

aparecen en el libro de R. J. Angelici.™”

9.5. Estudios de solubilidad de los anti-inflamatorios en fos diferentes medios de
reaccion

En cada uno de los tubos de ensayo de una serie, que contienen volimenes
iguales y fijos del medio de reaccion, adicionamos una cantidad en exceso de las
moléculas huéspedes. Estas disoluciones se mantuvieron a temperatura constante de
298 K y en agitacion continua durante 48 horas en un bafio termostatado (Lab-Line
Instruments/Dubnoff Incu-Shaker).

Tras las 48 horas, las disolucicnes se filtraron a través de fiitros Millex-Ha
Millipore de 0.45 um de tamafio de poro, y las disoluciones obtenidas, sin precipitado
alguno, se midieron espectrofotométricamente (UV-vis).

Es importante sefialar que para cada molécula huésped se utilizé una serie de
cuatro tubos de ensayo, y el valor considerado de la solubilidad es el valor promedio de

esas cuatro mediciones.
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10. Apéndices

10.1. Calculo de las constantes de interaccion

El problema de la determinacién de las constantes de interaccion para la

tenemos una disolucioén que contiene un huésped, S, en presencia de ciclodextrina, L, y
medimos la propiedad Y de la disolucion en funcién de L, la concentracion total de

ciclodextrina. El sistema se describe por las ecuaciones,

Y; =f([L]f’77j)
Lﬂ' =g({[‘]f’ﬂ“k)

Donde Y, es el valor de ia propiedad a medir (ia variable dependiente) a una
concentracion total de ciclodextrina L, [L]; es la concentracion de ciclodextrina libre y 7
y A.son parametros. Se acepta que [L)= L, cuando L>>>S, (S, es la concentracion total
de huésped). La forma de la funcién y la naturaleza de los parametros dependen del
sistema de estudio y de la estequiometria considerada. Estos parametros incluyen la
constante de interaccién, que son dependientes de la temperatura.

Es recomendable comprobar si un sistema establecido cumple el modelo de
interaccion, es decir, si los datos experimentales se ajustan bien a la correspondiente
isoterma de enlazamiento. Estas ecuaciones son una forma de isoterma de unién.™ "

Considerando un sistema donde hay interaccién entre huésped, S, y

ciclodextrina, L, formandose una especie tipo SL, del modo

cuya constante de interaccion es
o sz]
[S][[bre [L]Itbre

Por las curvas de calibrado obtenidas se da por hecho que la ley de Lambert

(A)

Beer se cumple para todas las especies.
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El desarrollo matematico para obtener las ecuaciones empleadas para calcular
las constantes de interaccion es el que se expone a continuacion.
La absorbancia de una disolucién formada por la concentracion total de huésped,

S, en ausencia de ciclodextrina, es

(B) Airzfcfal =&y [S]mm[
y en presencia de ciclodextrina es
(C) A

total = AS +Ag

obtenido de (A)
[S]toral = [S]h'bre + [SL] = [S]!zbre + K[L]total[S]h‘bre

[S ]mmI = [S ]hhrc '(1 + K[L]mm)

(D) [S ]iibre - 1+ K[L]!olai

(E) Atota[ =&g [S]!ibre + &g [SL] obtenido de (C)

[S] [S]
At = €5 — ol KTL]  —S2@_ obienido de (B}, (C} y (D
total = €5 T+K[L], st K{ L oK), (B}, (Cjy (D)

(F) AA = A:o!a! - Az‘nfcfal’

_ € [S]:ola[ + ESLK[L]toml[S]tafal _ SS[S]

(Q) 1+K[L],o,a, rotal obtenido de (B), (C), (E) y (F)
(H  AA= £5[S) et * £ 5K L o [‘i]ffz[;fS[S]mmt = &5(Sorar Kl £t obtenido  a
toral
partir de de (G)
Y ) L W
1+K[L) .
Laley de Lambert Beer: Ag=[S]__ &5 vyasi [S], .= %;5—

debido a esto usamos Agen {l) envezde [S]. Y At = (g5 - &5)/Es

_ (Ag/es)K[L], A8

1+ K[L] obtenido a partir de la ley de Lambert Beer y (1)

(9

total
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10. Apéndices

10.1. Calculo de las constantes de interaccion

El problema de la determinaciéon de las constantes de interaccién para la

formacion de complejos moleculares se puede expresar del siguiente modo. Nosotros

tenemos una disolucion que contiene un huésped, S, en presencia de ciclodextrina, L, y
medimos 1a propiedad Y de [a disolucién en funcién de L, la concentracion total de

ciclodextrina. El sistema se describe por las ecuaciones,

Donde Y, es ei vaior de la propiedad a medir (la variable dependiente) a una
concentracion total de ciclodextrina L,; [L], es la concentracion de ciclodextrina libre y A
y A,son parametros. Se acepta que [L]= L; cuando L>>>8, (S, es la concentracion total
de huésped). La forma de la funcién y la naturaleza de los parametros dependen del
sistema de estudio y de la estequiometria considerada. Estos parametros incluyen la
constante de interaccion, que son dependientes de la temperatura.™

Es recomendable comprobar si un sistema establecido cumple el modelo de
interaccion, es decir, si los datos experimentales se ajustan bien a la correspondiente
isoterma de enlazamiento. Estas ecuaciones son una forma de isoterma de unién." "

Considerando un sistema donde hay interaccién entre huésped, S, vy

ciclodextrina, L, formandose una especie tipo SL, del modo

S+L =— SL
cuya constante de interaccion es
[sZ]
=" (A)
[S]!z‘bre [L]lz’bre

Por las curvas de calibrado obtenidas se da por hecho que la ley de Lambert

Beer se cumple para todas las especies.
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E| desarrollo matematico para obtener las ecuaciones empleadas para calcular
las constantes de interaccion es el que se expone a continuacion.
La absorbancia de una disolucion formada por la concentracién total de huésped,

S, en ausencia de ciclodexirina, es

(B)  Apciat = £5[S],pas
y en presencia de ciclodextrina es
(C) A,u=As+Ag

obtenido de {A)
[Sotar = [STitre +[SE1=[STinre *+ K[ Lol Shire
(S} = 18D (14 K[L])

_ [S]Jotal

(D) [S][fbre - 1+ K[L]

total

(E) AIOIGI =&y [S][ibl’e + Esr [SL] obtenido de (C)

[S] (#]{¢] {S] a2, H
Al = €5 T_IZ"[}JIT:: +egK[L] ﬁK_[%]L_ obtenido de (B}, (C) y (D)

(F) AA = Ato:a! — A jicial

total

(G) AA = ES[S]!otal + ESLK[L]tomI[S]mmI _ ES[S] obtenido de (B), (C), (E) y (F)

1+ K[ L]toml rore
(H) AA = ) [S]tom[ tés K[L]zota![ ]:om! ~és [S]tota! [S]mmi [ ]total obtenido a
b+ K[L]:o:al
partir de de (G)
(0] = P donde As=¢&g —£5
1+ K[L]total
La ley de Lambert Beer: Ag =[S]__,-es yasi [S] .= As
£s

debido a esto usamos Agen () envezde [S],, Y Ae = (gg - £5)/es

- (AS /ES)K[ ]Iafa[ &
1+ K[L]tota!

(J) obtenido a partir de la ley de Lambert Beer y (i}
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AK[L] 85 5

(K) 1+ K[ L]:otal

obtenido a partir de (J)

Esta expresion muestra la dependencia hiperbdlica con ia concentracion de

ligando que experimenta la absorbancia.”
Podemos generalizar la expresion para cualquier propiedad Y a valorar, con (a

dependencia de la concentracion de ciclodextrina, del modo:

Yo Ky XP
= 1+(K“X) Ecuacion (1)
YK X2P
Y=—7——0v Ecuacién (2)
1+(K;pX?)

Donde AY= (Y compicio = Yeiciodextrina = Y nusspe)s Yo €S €l Y del huésped en ausencia de
ciclodextrina, K,, ¥ K,, son las constantes de interaccion para complejos tipo SL y SL,,
respectivamente, X es {a concentracion de ciclodextrina y P= (&qompieio - Ehuespea) / Enuesped ©
P= ((Dcomplejo— thuésped) / D, uespea-

Estas dos ecuaciones (1) y (2) fueron las empleadas para calcular los valores de
las constantes de interaccién K,, (SL) y K,, (SL.,) para todos los complejos de inclusién
en estudio, anti-inflamatorio-ciclodextrina, en todos los medios de disolucion y a las
diferentes temperaturas.

Es importante sefalar que la interaccion entre o-CD y DMSO es
extremadamente débil (0.41 + 0.04 en 10% DMSO/agua y 0.37 £ 0.04 en 20%
DMSO/agua)® y también entre B-CD y DMSO (0.0018 mmol'dm?)."® Por esta razon, en
las ecuaciones (1) y (2) se considerd despreciable la posible interaccién presente entre
CDs-DMSO y CDs-mezclas DMSO/agua.

Esta ecuacidon para obtener la constante de interaccién, K, y la absortividad
molar, ¢, o eficiencia cuantica en su caso, ©, representa una buena eleccién en
asaciaciones moleculares. Da resultados de K y € 6 &, y aunque ligeramente mas
complicado que los procedimientos de ajuste lineal, se uso y se continua utitizando para

computarizar constantes de interaccion.'!: 185-1%7
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A partir de las isotermas de unién se obtuvieron distintas expresiones

encaminadas a conseguir la linealidad de estas ecuaciones.” "' Destacan:

- Dobles reciprocos™® ®°

b 1 1
= +
AA S K, ALl SAs,

-Y reciproco'®

ey [ff 1

AA ~ SAg, SK Ag,

- X reciproco
L4 £,08 +5,K, 48
B[L]

La representacion gréfica de la isoterma de enlazamiento en forma directa,
semilogaritmica o logaritmica proporciona un medio muy conveniente para visualizar
sus caracteristicas cualitativas y observar estimaciones cuantitativas de los parametros.

El procesamiento de los datos para el célculo de las constantes de interaccion y
la obtencién de las graficas de ajustes no lineales se realizé con el programa Microcal
Origin, version 4.00 (Microcal Software, Inc.).

Los valores de las constantes de interaccién que se presentan tabulados a lo
largo de las secciones concernientes con las moléculas huéspedes, estan expresadas
con las cifras significativas que estan de acuerdo con las desviaciones standard

informadas.!”’
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10.2. Calculo de otras variables termodinamicas

Cuando una reaccion quimica particular se verifica en ambas direcciones, se
alcanza un estado de equilibrio donde el sistema aparece estacionaric a una
temperatura y presion determinadas. Usando el concepto de energia libre, se ha

empleado la termodinamica para esclarecer los problemas del equilibric quimico.

Considerando un sistema de reaccion general representada por un equilibrio

entre huesped y anfitridn,

sS + IL==— mSL

alcanza el equilibrio a una temperatura y presién exterior establecidas. Supongamos
que en este sistema tiene lugar un cambio infinitesimal, de izquierda a derecha; asi se
consumiran dn, moles de S, dn, moles de L mientras que se formaran dn,, moles de SL.

Ei cambio de energia libre gue acompaiia a este proceso viene dado por
dGy p ={/'imdﬁm)—(ﬂsd”s+ﬁl,di@), donde u son los potenciaies quimicos de ias
especies indicadas.

E!l criterio base para el equilibrio quimico es el mismo gue el del equilibrio de
fases, es decir, la energia libre de Gibbs del sistema llegara al minimo.?

Como el sistema cerrado esta en equilibrio, este cambio de energia libre debera
ser igual a cero, AG= 0. El potencial quimico pu de cualquier constituyente de una

mezcla, gaseosa o liquida, se puede representar por
p=1"+RTIna

donde |’ es el potencial quimico de la sustancia dada en el estado tipo elegido de
actividad unidad, y « es su actividad en la mezcla que se considera. Si los valores de
potencial quimico de la ecuacién anterior se llevan a [a condicion del equilibrio, resulta
que AG®<0.'"2

Se define el estado de referencia con el estado del sistema en que el coeficiente
de actividad de una sustancia es la unidad. Se entiende que g se refiere al sistema en

equilibrio.

/JO =-RTInK Ecuacién (3)
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n® (que a menudo se escribe como AG’) es el cambio en energia libre, por mol,
acompafado de la conversion de reactivos en productos.”

La ecuacién (3) en la forma InK = —-AG/RT. El efecto de la temperatura
sobre la constante de equilibrio se puede determinar derivando la ecuacidén (3) con
respecto a la temperatura. Como K es independiente de ia presion exterior, se podra
omitir la condicién de presién constante y la notacion de la derivada parcial que la
acompafia, asi gue

dinK _ _lM

dT R dTl

La funcién de trabajo, representada por el simbolo G, se define por G=H -T18
donde H es el contenido energético del sistema, T es su temperatura, y S, su entropia.
Con objeto de obtener una idea del significado fisico de la funcion de trabajo,

consideremos un cambio isotérmico desde el estado inicial al estado final,"™

G =H ~TS G, = H,— TS,

G,~G, =(H,-H)-T(S,-5)
AG=AH~TAS Ecuacion (4)

G, H y S son propiedades extensivas, es decir, sus valores son proporcionales a la
cantidad de materia en el sistema.

Conociendo el valor de las constantes de interaccién, K, a diferentes
temperaturas, y empleando las ecuaciones (3) y (4) con R= 1.987 cal/mol K, obtenemos
los valores de las variables termodinamicas por regresion lineal.

El procesamiento de los datos para el calculo de las oftras variables
termodinamicas, a partir de los valores de las constantes de interaccidn a las diferentes
temperaturas de trabajo, se realizd con el programa Microcal Origin, version 4.00

(Microcal Software, Inc.).
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10.3. Procesos de modificacion de la intensidad de la fluorescencia

Los procesos de modificacion de la intensidad de ia fluorescencia pueden ser
descritos empleando una relacidn matematica entre los cambios de intensidad de
fluorescencia y la concentraciéon del agente que la modifica.

e f L} 4 indicad iad la relacic
de eficiencia cudntica en presencia del agente que apaga o aumenta la intensidad de la

fluorescencia.'*® En este caso particular son las ciclodextrinas.

O, - Ka[So]_ _a

®  (1-a)K[s,] 1-a

=K. L

eq

-@, = eficiencia cuantica en ausencia de ciclodextrina,
-® = eficiencia cuantica en presencia de ciclodextring,
S = huésped,

L = ciciodexirina,

K = factor de proporcionalidad,

[SL]

a= [—] fraccion complejada

K del equilibrio,

_ s
“ S]]

Keq

S+l == SL

La forma mas habitual de presentacion de esta ecuacion es en funcién de Ia

relacién de intensidades de fluorescencia:?® 4

I —1 Ka[So] 9 kI

I (i-aK[s,] 1-a¢

[+]

donde
I, = intensidad de ia fluorescencia, a una determinada longitud de onda, en ausencia de
ciclodextrina,
I = intensidad de la fluorescencia, a una determinada longitud de onda, en presencia de
ciclodextrina.
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10.4. Calculo del nimero de especies en disolucion

La existencia de un punto isosbéstice en una superposicion de espectros, indica
la presencia de al menos dos especies en disolucién. Cuando hay ausencia de puntos
isoshésticos, esta técnica de reconocimiento del nimero de especies en disolucion
puede ser sustituida por otros métodos, entre ellos los computacionales.

En este caso particular nos referimos concretamente al método denominado de
Triangulacion.'®® 17 *7* £l método se explica a continuacion.

Consideremos una serie de disoluciones numeradas de 1 a . Cada una tiene su
medida de absorbancia a un diferente valor de longitud de onda, de 1 a i. Este grupo de
datos se puede presentar en forma de matriz, y ésta representara la matriz de
absorbancia. La matriz de absorbancia es reducida por una serie¢ de operaciones
elementales a una matriz reducida equivalente en la que los mayores valores estan en
la diagonal y todos los valores por debajo de ésta son cero.'’® Este proceso se llama
triangulacion de la matriz.

El rango de la matriz viene dado por el nimero de valores distintos de cero en
esta diagonal. Esto puede ser corregido por una matriz reducida de valores de etror
que contiene los valores de error esperado y procesados del mismo modo que los
valores de absorbancia. La variacion del rango encontrado en ambas matrices, frente a
una determinada magnitud del error espectrofotométrico, indica el numero de especies
en la disolucién.

Se realiza varias veces el calculo de esta variacién del rango de ambas matrices
para distintos valores del error espectrofotométrico. Finalmente obtenemos una serie de
valores que representan el nimero de especies en disolucion frente a las distintas
magnitudes de los errores espectrofotométricos aplicados. El nimero de especies en
disolucién que permanezca mas tiempo presente, tras aplicar diferentes valores de
error espectrofotométrico, serad el nimero de especies mas probable que estaran en la

disolucion.
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10.5. Estudios de mecanica molecular

Se realizd el estudio de mecanica molecular de las estructuras de todos los
analgésicos anti-inflamatorios  (fenoprofén, naproxén, ibuprofén, ketoprofén,
indometacina, fenilbutazona y oxifenbutazona), obteniéndose para cada caso una

estructura de minima energia total. Lo mismo se hizo para las estructuras de todas las

ciclodextrinas empleadas (a-, B-, y-ciclodextrinas y B-ciclodextrina-hidroxipropilada),
obteniéndose de igual forma sus estructuras de minima energia.

Posteriormente se optimizé la geometria para varias configuraciones de todas
las moléculas huéspedes con -, -, y-cyclodextrinas y B-ciclodextrina-hidroxipropilada,
y se encontraron estructuras de complejos de inclusién de minima energia en cada
caso. Estas configuraciones son las diferentes geometrias de los distintos componentes
del complejo de inclusion.

La estructura del complejo de inclusidn derivada de los calculos en mecanica
molecular es una representacién promedio de las estructuras del complejo en
disolucién.

Para todos los casos se manejé el programa HyperChem (Molecular Modeling
System 4.5), con el campo de fuerza MM2 y gradiente conjugado,' '"® empleando el
médulo de mecanica molecular. El criterio de convergencia fue el standard, 0.1 kcal/(A
mol), en gradiente de energia.

Las estructuras de energia minima calculadas para los sistemas previamente
estudiados por resonancia magnética nuclear, fueron consideradas a partir de los
resultados obtenidos experimentalmente, y los resultados logrados por mecanica
molecular estan de acuerdo con las geometrias obtenidas de forma experimental.

Las estructuras de los complejos de inciusidon que se muestran con la f-
ciclodextrina-hidroxipropilada, de grado de sustitucion 9, derivan esencialmente de los
calculos realizados por mecanica molecular. Debido a la mezcla que presenta en su
composicion esta p-ciclodextrina-hidroxipropilada, no se realizaron sus estudios de
resonancia magnetica nuclear, y por tanto, no tenemos clara evidencia experimental de

la geometria de sus complejos de inclusion.
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12. Anéxos
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