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ABREVIATURAS

Alb Albendazol

Meb Mebendazol

PamPit Pamoato de pirantel

PamPiv, Pamoato de pirvinium

Pam™ - Jempamoato———" I

Pit’ Ton pirantel

Piv’ Ton pirvinium

Prazi Praziquantel

Tiab Tiabendazol

Cv* Cristal violeta o Violeta de genciana

CD/CDs Ciclodextrinafciclodextrinas, cicloamilosa (s)

HP-B-CD B-cicledextrina-hidroxipropilada

H Huésped

[H < CD] Complejo de inclusion, siendo H cualquiera de los antihelminticos y CD
cualquiera de las ciloamilosas

K Constante de interaccion

K., Constante aparente de equilibrio

Ko Constante de equilibrio del pamoato con cualquier CD

K. Constante de equilibrio del pirvintum con cualquier CD

D. acuosa Disolucion acuosa, regulada a pH 7.5 6 1.8, si no se ind\ica el pH,
significa que es a pH 7.5.

25% DMSO Mezcla DMSO/agua en relacion 25/75, en volumen.

50% DMSO Mezcla DMSO/agua en relacion 50/50, en volumen.

75% DMSO Mezcla DMSO/agua en relacion 75/25, en volumen.

DMSO Dimetil sulféxido puro

AA Diferencia de absorbancia entre la especie huésped complejada y libre

[CD] Concentracion, en mol 1!, de ciclodextrina

1:1 Estequiometria de complejo {H < CDj}

1:2 Estequiometria de complejo {H < CD,)



Estequiometria de corﬁplejo [H, c CD}

Concentracién total de huésped

Concentracion libre de huésped

Concentracion total de ciclodextrina.

Constantes de acidez CV'/HCV* y HCV*H,CV™, respectivamente
Constante de dimerizacion

Constante de equilibrio para complejos de estequiometria 2:]
Constante de equilibrio para complejos de estequiometria 1:2
Diferencia de absortividad molar entre huésped libre y complejado
Constante de acidez CV*'/HCV*" en presencia de HP-B-CD
Constante de acidez HCV*'/H,C V™" en presencia de HP-B-CD
Constante de complejacion con CV™, Alb, Meb y Tiab.

Constante de complejacion con CV*, AlbH*, MebH" y TiabH"
Constante de complejacion con CV*

Nuclear Overhousser Effect

Nuclear Overhousser enhancement spectroscopy

logaritmo del coeficiente de particion octanol/agua



Resumen 1

1. Resumen

Las reacciones de complejacion entre una serie de antiheiminticos (violeta de

genciana, albendazol, mebendazol, tiabendazol, praziquantel, pamoato de pirantel y

se han llevado a cabo bajo diversas condiciones de reaccion, haciendo variar el pH,
el disolvente y la temperatura, con el fin de determinar como afectan estos factores
al equitibrio y asi, tratar de determinar el tipo de interacciones intermoleculares
responsables de la complejacion.

Para determinar las constantes de equilibrio y otros parametros
termodinamicos {AS y AH) se usd la espectroscopia electrénica de absorcién
(método de espectroscopia directa y método de Higuchi y Connors, éste ultimo sdlo
se empled en disolucidon acuosa, a 298 K) y para conocer la posible estructura de los
complejos formados en disolucion, se emplearon técnicas tales como espectroscopia
"H RMN (NOE y NOESY) y calculos de mecanica molecular.

Se determinaron 150 K, en cinco medios de reaccion, a 298 K por el método
de espectroscopia directa; 24 K, en disolucidén acuosa, pH 7.5, a 298 K usando el
método de Higuchi y Connors; 35 valores de coeficientes de solubilidad en tos cinco
medios de reaccion, a 298 K; 215 K, en disolucion acuosa, pH 7.5 y DMSO a 294,
302, 306 y 310 K; 10 valores de pK, y 3 K, en disolucion acuosa a pH 1.8. También,
se llevaron a cabo estudios de mecanica molecular para 8 huéspedes y se logréd
obtener informacion de RMN para el vicleta de genciana, el mebendazol y ei
tiabendazol con la a-, B-y y- CDs.

Se concluyd que la direccidon de la inclusidon de las moléculas huésped viene
determinada por las interacciones especificas entre éstas y el disolvente, la seccion
de la molécula huésped que interacciona mas débilmente con el disolvente es la que
se incluye en la cavidad de la ciclodextrina.

También se ha observado que la relacion de tamafos entre ia cicloamilosa y
el huésped es un factor muy importante en la selectividad de la reaccion, pero, en

general, no es determinante de la estabilidad del complejo formado. Por el contrario,



2 Resumen

el efecto del disolvente, o efecto solvofébico, juega un papel primordial en la energia
de estabilizacion de las especies antes mencionadas, ya que casi en todos los casos
estudiados, la reaccion es gobernada por un factor entropico con una mayor 0 menor
contribucion del factor entalpico. En algunos sistemas, las fuerzas de van der Waals
son las responsables de la estabilidad de los productos de la reaccion. A la
estabilidad de los complejos formados también contribuyen factores como son fa
expulsion de moléculas de disolvente de la cavidad de la ciclodextrina y la
reestructuracion del disolvente debida a cambios en la solvatacion del huésped, asi
como la liberacion de la tension del anillo de ias CDs y la restriccion de movilidad del
huésped.

En los casos que se estudio el efecto de la carga en la complejacion, se
observd para todos ellos que la presencia de grupos cargado en la molécula
huésped desfavorece considerablemente ia estabilidad de estos sistemas. Para el
violeta de genciana cabe destacar que se determinaron los valores del pK, del
huésped, dado que no estan publicados.

Para todas las moléculas huésped estudiadas se han hecho los estudios
correspondientes de mecanica molecular y se ha corroborado, en general, que ia
estructura de los complejos de inclusién encontrada por este método coincide con la
determinada por resonancia magnética nuclear, en los casos en que ésta se pudo

realizar.
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Abstract

2. Abstract

The complexation process between some anthelmintic drugs (gentian violet,

albendazole, mebendazole, thiabendazole, praziquantel, pyrantel pamoate, and

pyrvinium pamoate) and four different cyclodextrins («-, B-, v-, and HP-B- CDs) has
been investigated under different reaction conditions, varying pH, solvent, and
temperature, in order to determine the influence of these factors on the equilibrium
and then, to get an idea about the intermolecular interactions which drive this
phenomena.

Eilectronic absorption spectroscopy (direct spectroscopy and Higuchi and
Connors methods) was used to determine the association constant and other
thermodynamic parameters (AS and AH). '"H NMR (NOE and NOESY) spectroscopy
and molecular mechanics were employed to get the most probable structure of the
inclusion complexes,

It was possible to determine the next parameters:

-~ 150 binding constants in five reaction media, at 298 K, by using the direct
spectroscopy method

.- 24 binding constants in aqueous solution, pH 7.5, at 298 K, by using the solubility
method

- 35 solubility coefficients in the five used solvents, at 288 K

- 215 binding constants in aqueous solution, pH 7.5, and DMSO, at 294, 302, 308,
and 310 K

- 10 pK, values

.- 3 binding constants in aqueous solution, at pH 1.8

Also, molecular mechanics studies were accomplished for the eight guest
molecules, and NMR spectra were obtained for gentian violet, mebendazole, and
thiabendazole with the a-, B- y y- CDs.

It was concluded that the guest inclusion orientation is probably determined by
their specific interactions with the solvent, the less solvated section of the molecule

will be the part included within the cyclodextrin cavity.



4 Abstract

It has also been observed that the cyclodextrin size influences the selectivity of
the complexation reaction, however it is not the most important factor for the complex
stability. On the other hand, the solvent effect or solvophobic effect play a primordial
role in the stabilization energy of the above mentioned species, since in our systems
the inclusion phenomenon is usually mostly entropically driven with a minor or major
enthalpic contribution. In some systems, van der Waals forces are the most important
binding factor for the complexation. Factors such as the release of solvent molecules
from the cyclodextrin cavity and the solvent restructuration by changes in the guest
solvation also contribute to the stability of these compounds, as welt as the release of
the ring strain and the guest mobility restriction.

When effect of the charge was studied, it was observed that the presence of
charged groups in the molecule decrease the system stability. The gentian violet pK,
values were determined as they have not been reported previously.

The corresponding studies of molecuiar mechanics have been made for all the
studied guests and it has been corroborated that the found complex geometry by this
method is in agreement with that determined by nuclear magnetic resonance, for the

cases where NMR experiments were carried out.
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3. introduccion

La quimica en los sistemas biologicos se basa principalmente en asociaciones

moleculares mediante interacciones no covalentes: caben mencionar sistemas tales

como antigeno/anticuerpo, enzima/sustrato y farmaco/receptor.

La comprension de los procesos de asociacion molecular es muy importante
por si misma, pero ademas puede ser de gran utilidad en otras areas debido a su
gran selectividad y eficiencia. Procesos de separacion, catalisis y tecnologia
farmaceutica son algunos ejemplos de las posibles areas de aplicacion.

El funcionamiento y la selectividad de estos sistemas se deben
fundamentalmente a procesos de reconocimienta melecular y estos a su vez son el
resuftado de los diferentes tipos de interacciones intermoleculares, las cuales estan
determinadas por la estructura y caracteristicas electrénicas de las moléculas
involucradas en dichos procesos.

Debido a la complejidad de muchos procesos biologicos, se ha recurrido al
estudio de estos sistemas mediante modelos moleculares mas sencillos. De este
modo, se puede {ograr un mejor conocimiento de su quimica.

La quimica supramolecular es un area interdiscipliinaria, relativamente nueva,
que ha sido definida por Jean-Marie Lehn como la quimica mas alfa de la molécula,
es decir, el area que estudia sistemas moleculares complejos que resuitan de la
asociacion entre dos o mas moléculas unidas mediante interacciones no covalentes.
En los dGltimos veinte afios, el avance de esta area ha sido muy grande debido al
desarrollo de sistemas supramaleculares mas o menos simples. Esto ha traido como
consecuencia un mejor entendimiento de fas asociaciones moleculares y una amplia
variedad de aplicaciones'.

Entre las moleculas que han recibido mayor atencién dentro de la quimica
supramolecular se encuentran las ciclodextrinas. Estas son oligosacaridos naturales
ciclicos constituidos por 6, 7 u 8 unidades de glucosa, las mas abundantes, unidas
entre ellas por enlaces o 1—4 glucaosidicos. Sus principales caracteristicas son su

estructura y su caracter anfifilico, tienen forma toroidal, su cavidad tiene caracter
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hidrofobico y los bordes exteriores son hidrofilicos, lo que las hace adecuadas para
actuar como especies anfitrionas en reacciones de complejacion. La formacién de
estos complejos provoca algunos cambios en las propiedades fisicoquimicas de los
huéspedes, algunos ejemplos son: la estabilizacion de sustancias sensibles a laluz o
al oxigeno, mejora de las caracteristicas de solubilidad y la optimizacién del proceso
de disolucién. Estas propiedades han hecho que las cicloamilosas sean utilizadas en
diversos campos tales como farmacia, quimica analitica y biotecnologia. Pero a
pesar de los muchos trabajos realizados al respecto de estas entidades, no se han
sistematizado y logrado entender completamente las interacciones intermoleculares
involucradas en la formacién de estos aductos® 229,

Por otro lado, la hidatidosis y la cisticercosis son un grave problema de salud
publica en muchos paises®™. Para paliar estas enfermedades, se ha estudiado un
amplio grupo de farmacos denominados genéricamente como antihelminticos, pero
se ha observado que la mayoria de los que presentan actividad /in vifro tienen una
eficiencia muy baja in vivo, lo cual se debe principalmente a su baja solubilidad en el
fluido intestinal. Para mejorar este comportamiento, las cicloamilosas suponen una
buena solucion, ya que pueden dar lugar a reacciones de complejacién, formando
asi complejos solubles en medios acuosos.

De igual forma, los sistemas ciclodextrina-antihelmintico sen un buen ejemplo
de sistemas supramoleculares. A partir de la reaccion de complejaciéon podemos
estudiar como influyen algunos factores en el equilibric quimico y deducir cuales son

las interacciones que gobiernan esta reaccion y estabilizan los complejos formados.



Antecedentes 7

4. Antecedentes

4.1. Quimica supramolecular.

Durante mucho tiempo los quimicos estudiaron la_llamada_quimica molecular

o clasica, la quimica del enlace covalente. Esta estudia las reglas que gobiernan las
estructuras, propiedades y transformacion de especies moleculares y la reaccion
quimica consiste en una ruptura y reorganizacién de estos enlaces covalentes.

En 1894, Emil Fischer estudiando la especificidad de la reaccidén de una
enzima con un sustrato, llega a la conclusién de que para reconocerse y reaccionar
ambas especies deben acoplarse como sucede con una llave y una cerradura. Asi
se establecian las bases de una nueva quimica, la de las interacciones no
covalentes entre dos ¢ mas especies guimicas, la llamada quimica supramolecular.
Su objetivo es el estudio de las interacciones entre dos 0 mas moléculas en la que
una actla como anfitrién (receptor) y otra como huésped (sustrato). Esta rama de la
guimica es relativamente nueva e interdisciplinaria e intenta explicar muchos
procesos quimicos basados en las interacciones intermaleculares, incluso aquéllos
que ocurren en los sistemas biologicos.

El término supermolécula aparece por primera vez a mitad de los afios treinta
para describir entidades muy organizadas que resultaban de [a interaccién de
especies con su esfera de coordinacién saturada®, pero no es hasta treinta afios
después que este término es usado en el sentido actual de la palabra. J. M. Lehn®™"
definié la quimica supramolecular como la quimica mas alla de la molécula, aquella
gue estudia entidades organizadas de alta complejidad que resultan de la interaccion
de dos 0 mas especies quimicas unidas por fuerzas intermoleculares. Las partes de
una especie supramolecular se llamaron receptor y sustrato, siendec este ultimo el
mas pequefio® ¥, Muchos estudios se llevaron a cabo en los afios sesenta con el fin
de sintetizar macrociclos especificos; destacan los trabajos llevados a cabo por J.
Pedersen®, J.M. Lehn ", D. J. Cram"” y R. D. Hancock"* "?. La Figura 1 muestra

algunos ejemplos de los mencionados macrociclos.
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Esferando Eter corona

Figura 1: Estructuras de sistemas macrociclicos tipicos de la quimica supramolecular.

Las investigaciones alrededor de los sistemas supramoleculares se han ido
complicando cada vez mas, se han sintetizado macrocicios cada vez mas complejos
que tienen muchos lugares de unidn. Entre ofros, ciclofanos, calixarenos y
tetrafenolates forman un amplio campo de investigacién en esta area de la quimica.
Bastantes estudios sobre 1a estabilidad, selectividad e interacciones involucradas en
este tipo de asociaciones han sido informados en los UGlitimos veinte afios!'*'®. En
todos los casos comentados hasta ahora, los receptores en la formacién de
compiejos presentan una cavidad en cuyo interior puede ser hospedado el sustrato o
huésped, son los Hlamados endoreceptores y constituyen una amplia familia, pero
también la quimica supramotecular cubre los llamados exoreceptores, moléculas que
van a asociarse al sustrato superficie a superficie® 1929,

Pero ademas de estos macrociclos sintéticos, existen también compuestos
naturales capaces de formar complejos moleculares, enire elios se encuentran las

ciclodextrinas que son la base de la investigacidn llevada a cabe en este trabajo.
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4.2 Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas fueron descubiertas en 1891 por Villiers, quien las aisld
como producto de degradacion parcial del almiddn, a partir de un cultivo de Bacillus
amilobacter, llamé a estas sustancias celulosina y descubrié que por lo menos habia

dos clases diferentes. Posteriormente en 1903, Schardinger publicaba datos similares

para la B-CD, que coincidian con los informados por Villiers, con los cuales se
confirmaban como oligosacaridos ciclicos. Entre 1903 y 1911, Schardinger consiguid
aislar al Bacillus macerans, que entre otros, produce las enzimas generadoras de |las
ciclodextrinas, las cicloglicosiltranferasas (CGTasa). Hasta la mitad de los afos
treinta, se informaron varios trabajos sobre estas dextrinas ciclicas, especialmente
acerca de la l[lamada a-dextrina de Schardinger, relativos a su tamario, estabilidad,
ciasificacion y aigunos otros aspectos.®" %>,

Desde la mitad de los afios treinta y hasta los setenta, se establecid la
estructura de ias CDs, se estudiaron ias posibilidades de formaciéon de compigjos de
inclusidn, se prepararon derivados y se han usado como modelos enzimaticos. En
1938, K. Freudenberg publicd que las ciclodextrinas estan constituidas por moléculas
de glucosa unidas entre si por enlaces a 1—4 glucosidicos. Entre 1848 y 1950, K
Freudenberg y F. Cramer #* *® determinaron los pesos moleculares de las tres
ciclodextrinas mas comunes, o-, B- y y- ciclodexirinas, las cuales estan constituidas
por 6, 7 y 8 unidades de glucosa, respectivamente. Posteriormente, D. French ef af
realizaron los estudios pertinentes para obtener los tamarios de las CDs%*®. También,
en los primeros afos de esta etapa se continué estudiando propiedades de
reactividad quimica de estas especies, tales como oxidacién e hidrélisis.?" 2,

Antes de los aflos cuarenta cuando se hablaba de complejos de inclusion se
referian al estado solido. En 1942, D. French comienza el estudio de interacciones en
disolucion acuosa empleando la a-, B- y y-CDs®. Posteriormente, en 1948,
Freudenberg ratifica que estas moléculas ciclicas pueden formar compiejos de
inclusion. La posibilidad de Ias cicloamilosas de formar dichos complejos llevd, en la
década de los afos cincuenta, a un estudio sistematico sobre la formacién de los
mismos '3 D. Cram, durante la década de los 50, encontré que las cicloamilosas

por si mismas manifiestan actividad catalitica en algunas reacciones de hidrdlisis y
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decarboxilacién,-entre otras, £l com fo de las CDs como bases de Lewis fue
probado, asi como su efecto en reacciones acido-base y redox ©* 39, Se determiné
su forma foroidal a partir de estudios de difraccion de rayos X ©”, y se comenz6 su
- estudio como modelo de sistemas mas complicados®. Asi, en los afios 60 ya se
conocia que las ciclodexirinas tienen una cavidad hidrofobica con los bordes

exteriores hidrofilicos y que sus estructuras son las mostradas en la Figura 2

148 A

e /52 S

Almidén 33\0 - 32/%,, +CD

/;"" Q:( hidroxipropilacion ¢

o 0 e
“‘)ém m‘ '

R-CD HP-3-CD

Figura 2: Origen, estructura y dimensiones de las cuafro ciclodextrinas estudiadas en este trabajo.
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En general, la mayor parte de los estudios de complejos de inclusion
realizados hasta la segunda mitad de los afios 50 se basaron principalmente en
imitar la funcion de las enzimas como catalizadores especificos para ciertas
reacciones®, pero la importancia de los efectos estéricos no habia sido

considerada; en los afios 60 se comienzan a tomar en consideracion y a partir de

aqui se convierte en un factor fundamental en todos los complejos de inclusion

estudiados“?. También en los afios 60 se descubre la existencia en mucha menor
cantidad de otras ciclodextrinas derivadas de la degradacion parcial del aimidén, las
constituidas por 9, 10, 11, 12 y 13 unidades de glucosa, llamadas §, ¢, £, n y 8“"“?y
comienza el interés por saber qué factores estan involucrados en la formacion de los
complejos, su estabilidad y estequiometria®**,

Una importante aportacion al conocimiento scobre la estructura de las
cfcioamiiosas es la observacion por RMN de la formacion de puentes de hidrégeno
intramoleculares®® gue estabilizan las estructuras de estas dextrinas ciclicas. Por
otra parte, las CDs se siguen usando como modelos enzimaticos o como
catalizadores “** y consecuentemente se comienzan a sintetizar ciclodextrinas
quimicamente modificadas que puedan simuiar mejor los centros activos de las
enzimas®® >,

En 1976 Tabushi®® logré obtener la primera CD tipo “capped” (con tapa), a
partir de aqui, un buen nimero de ciciodextrinas modificadas han sido sintetizadas y
usadas con distintas finalidades, tales como modelos enzimaticos, aumento de fa
superficie hidrofébica de la cavidad o simplemente variar ciertas caracteristicas no
propicias para algan estudio en particular®®.

Posteriormente a esta etapa, se realizaron estudios i vivo de la toxicidad de
las CDs y comenzé un gran desarrollo en el campo de las ciclodextrinas, el nimero
de publicaciones aument6 desde 50 antes de 1975 a 100 en 1979 y alrededor de
400 en 1987. El uso de ciclodextrinas en sistemas vivos constituye uno de los
campos de aplicacién mas extenso de estos carbohidratos® ' paralelamente se
despertd un gran interés acerca de la interaccion de las ciclodextrinas con

componentes celulares”™,
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Aprovechando la capacidad de las cicloamilosas para formar complejos de
inciusién, fueron surgiendo paulatinamente otros campos de aplicacidon como son la
biotecnologia, ciencia de los alimentos™, quimica analitica™’® y farmacia Y.

Un importante tema de estudio concerniente con las propiedades de las
ciclodextrinas ha sido el de la polaridad de su cavidad. En 1982, S. Hamai®® estudi6
la complejacion con ciclodextrinas del 2 metoxinaftaleno y del 1,2 dicianobenceno y
concluyd que la constante dieléctrica de la cavidad es 2.21, como la del 2, 4-dioxano.
Posteriormente se compard con la del etanol, 24.3, cuando el huésped es el 1
alfanaftii 3 dimetilamino propano® . Mas adelante, se dijo que el pireno mantenia
dentro de la cavidad de las CDs una polaridad similar a la del octanol® e incluso se
determinaron valores de 55 para la y-CD y 48 para la B-CD®. En 1988, S. Hamai®”
publicé nuevos valores para la constante dieléctrica de las CDs; la permitividad
eléctrica de su cavidad es parecida a la del acetato de etilo (6.02) en algunos
complejos y en otros como ya S. Hamai habia comentado se parece a la del 2, 4-
dioxano. Probablemente, estos valores de constantes dieléctricas dependen de la
diferente extension de la parte protegida de! huésped. Otros estudios del mismo
autor® muestran que la constante dieléctrica de la cavidad de las ciclodextrinas que
siente el 1 cianonaftaleno-anisol es 20.1, semejante a la del 1-propanol. Una gran
variedad de valores, entre 2.2 y 55, han sido publicados, asi que, el valor de [a
constante dieléctrica depende del grado de penetracion de la molécula huésped y de
su posicion dentro de la cavidad® *). Aun actualmente, se siguen publicando nuevos
valores; segin S. Nigam® la constante dieléctrica de la cavidad de las CDs se
asemeja a la de una mezcla metanol agua 80:20.

En la actualidad se conocen muchas propiedades de las ciclodextrinas, las
cuales son importantes en el proceso de complejacion. En la Tabla | se resumen

algunas de elflas.
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o-CD B-CD v-CD HP-3-CD
Peso Meolecular 973 1135 1297 1531
(g/mol)
Nimero de G 7 8 7 i
glucosas
Volumen interior 174 262 427
@) ,
Solubilidad en 14.5 1.85 23.2 >50
agua g/100mL
Solubilidad en 27 35
DMSO g/100mL
Moléculas de agua 6 il 17 =11
incluidas
Momento dipolar 2.233 2.311 3.544 4.304
(D)
pK, 12.3 12.2 12.1 =12.2

Tabla I: Algunas propiedades

(b,

559199 de las cuatro ciclodextrinas utilizadas en este trabajo.

En los dltimos quince afios las ciclodextrinas han seguido siendo motivo de

estudio, debido a sus aplicaciones en muchos campos de la quimica y a su

capacidad para formar sistemas supramoleculares y por lo tanto, facilitar el estudio

de procesos mas complicados mediante sistemas mas sencillos. Por ejemplo, el

estudio de la naturaleza de las fuerzas responsables de la formacion de los

complejos de inclusion.
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4.3. Antihelminticos

Por mucho tiempo este término fue usado para definir solamente los farmacos
que tenian accién contra los parasitos que se encuentran en e! fracto gastrointestinal.
Sin embargo, existen muchos tipos de gusanos que penetran a otros organocs o tejidos
dando lugar a enfermedades parasitarias de dificil curacion. Actualmente se entiende
por antihelmintico, todo aquel principio activo que es efectivo contra cuaiquier
infestacién provocada por helmintos (gusanos). En los casos en que la infestacion no
tenga lugar a nivel gastrointestinal, es necesario que el farmaco alcance el sistema
circulatorio y llegue al lugar de accién (cerebro, pulmoén, higado y otros érganos). En
muchos casos, el paso limitante para la absorcion es la solubilidad y/o la velocidad de
disolucion del antihelmintico. Muchos de estos principios activos presentan actividad in
vifro, pero in vivo son necesarias dosis muy grandes y largos tiempos de
administracion para conseguir el efectoc deseado e incluso pueden no ser efectivos.
Entre los antihelminticos existe un amplio grupo que manifiestan baja solubilidad en
medios acuosos, tales como el fluido intestinal o el plasma sanguineo. Se pueden
destacar. albendazol, mebendazol, pamoato de pirantel, pamoato de pirvinium,
praziquante! y tiabendazol®®. Debido al problema de baja biodisponibilidad, el pamoato
de pirantel, pamoato de pirvinium y tiabendazol son usados para atacar infestaciones
gastrointestinales, pero su administracion conduce a efectos secundarios indeseables
como es la iritacion gastrica, por lo que es necesaria la busqueda de nuevas
formulaciones que prevengan estos efectos adversos. Los ofros fres antihelminticos,
albendazol, mebendazol y praziquantel, representan una solucién para un problema
relevante en el area de salud; son medicamentos de eleccion en enfermedades
ampliamente difundidas a nivel mundial, ia hidatidosis y la cisticercosis®*® pero su
baja solubilidad y baja absorcion® '™ hace que e} tratamiento mas efectivo contra ellas
sea la cirugia y ésta no siempre proporciona el efecto deseado. La necesidad de una
formuiacidn apropiada contra estas helmintiasis es necesaria, no solo por cuanto
significa desde el punto de vista de salud humana, sino también por el problema
econdmico que representa a nivel animal®,

Se han hecho algunos intentos para resolver el problema que representa la baja

absorcion de los antihelminticos. Cabe destacar el caso del mebendazol donde se han
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estudiado las siguientes alternativas, incorporacién del principio activo en dispersiones
sdlidas, su administracién junto con cimetidina y ia disminucion en el tamafio de
particula”®"_ Aunque se ha mejorado su absorcién a nivel gastrointestinal, los

resultados distan de ser la solucion definitiva al problema. También se ha hecho un

esfudio con mebendazol y B ciclodexirina, en donde se evailua la velocidad de

disolucion de una formulacion sélida preparada por distintas técnicas!® "*, Debido a
la escasa informacion que ofrecen estas publicaciones no se puede determinar si las
cicloamilosas son una verdadera respuesta a los problemas de solubilidad y velocidad
de disolucion en medios acuosos de este farmaco. Con el resto de los antihelminticos
estudiados en esta tesis, poco se ha informado con el fin de mejorar sus propiedades
de solubilidad usando ciclodextrinas® 5 Por esta razén, la compleiacion de estos

farmacos con cicloamilosas puede ser una buena alternativa para mejorar su

Por otro lado, no se han llevade a cabo estudios de interacciones
intermoleculares con el resto de fos antihelminticos anteriormente mencionados y las
ciclodextrinas. Sin embargo, han sido publicados algunos ftrabajos sobre la
complejacion entre el violeta de genciana, otro antihelmintico gastrointestinal, y
algunas ciclodexirinas. Se ha informado la formacién de los complejos [CV, < y-CD¥’
en disolucion acuosa, asi como la débil complejacion con a- y B-CD en este mismo
medio® 1% %% También se ha estudiado la cinética y mecanismo de inclusion del
violeta de genciana con Ia y-CD mediante el método de salfo de temperatura® 7
Pero a pesar de esto, el estudio de la influencia de la temperatura sobre el equilibrio y
la determinacion de interacciones intermoleculares responsables de la complejacién
entre el cristal violeta y las ciclodextrinas, en diferentes medios, ne han sido realizados.

A continuacién se muestran algunas propiedades fisicoquimicas de los

huéspedes utilizados en este trabajo, obtenidas a partir de la bibliografiat'®e '¢7¢ 107e);

Alb Meb PamPit PamPiv Prazi Tiab Cv+t
log P 3.54 314 343 2.31
P.F.(°C) 208 288.5 215 136 304
pK, 98,28 102,35 I 47

Solub. agua Insoluble  Insoluble Insoluble Insoluble 0.04g/100ml  Insoluble 103 M
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En la Figura 3 se muestran las férmulas estructurales de los antihelminticos
seleccionados como huéspedes para estudiar el proceso de complejacion con las

cuatro ciclodextrinas mencionadas anteriormente.

A (L=

Albendazol Tiabendazol
o e}
N Q
(LA ~
N N \)
Mebendazol Praziquante!
~ N. -

]

‘ HOOC "

| =
oo, OO C“\

Violeta de genciana Pamoato de pirantel

Pamoato de pirvinium

Figura 3: Formulas estructurales de Jos antihelminticos utilizados como huéspedes.
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4.4, Fuerzas intermoleculares

Al intentar entender las propiedades de una sustancia determinada, se tiene
que tomar en cuenta su estructura y que esta constituida por un gran numero de

moléculas. Algunas de sus propiedades macroscdpicas estan determinadas por las

interacciones que ocurren entre estas moléculas y no Unicamente por las
propiedades inherentes a una molécula aislada; por eso el estudio de las fﬁerzas
intermoleculares es de gran interés. El origen de las fuerzas intermoleculares es
esencialmente electrostatico, pero no es hasta el inicio de la mecanica cuantica y el
conocimiento de la estructura atémica que se elaboran los modelos pertinentes!'*,
Asi, una vez que se conoce la distribucion de la densidad electrénica

alrededor de un atomo por la ecuacion de Schédinger, se puede calcular la magnitud

e
obtener soluciones exactas a la ecuacién de Schddinger para sistemas de mas de
tres cuerpos y por lo tanto el estudio de este tipo de interacciones no resulta sencillo,

por lo que se ha recurrido a varias aproximaciones y han dado origen a diversas

clasificaciones dependiendo de las especies interactuantes y de la distancia a la que

actian dichas fuerzas. Algunas de estas clasificaciones son; fuertes y débiles, de
corto, largo y medio alcance, fuerzas de Keeson, Debye, London y van der Waals''™

"0 Pero ademés de todas las interacciones aqui mencionadas, se invoca

113 nara explicar el comportamiento

frecuentemente al llamado efecto hidrofobico!
de muchos sistemas en disolucion. La baja solubilidad de moléculas no polares en
agua y su energia libre de solubilizacion gobemmada principalmente por el
componente entrdpico, son los factores principales relacionados con el efecto
hidrofébico.

L.a Tabla |l ofrece una clasificacion de las fuerzas intermoleculares en el vacio,
asi como la dependencia de su intensidad con la distancia y el nombre con que se
conocen cominmente™ ¥ Sin embargo, estas expresiones pueden ser también
empleadas para explicar interacciones entre especies en disolucién, aunque hay que

considerar que la intensidad de estas fuerzas sera bastante diferente!'**".
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En esta tabla, Q es la carga puntual de los iones, g, es la permitividad eléctrica
en el vacio, r es la distancia entre las especies interactuantes, p es el momento
dipolar eléctrico, k es la constante de Bolzman, T es la temperatura en K, a, es la
polarizabilidad, h es la constante de Planck y ¢ es la velocidad de la luz en el vacio.

Generalmente, en los estudios experimentales de interacciones
intermoleculares se ha llegado a una clasificacion mas préactica de estas fuerzas. Se
habla de interacciones electrostaticas cuando las especies interactuantes son
Aiones o especies que tienen un momento dipolar permanente, mientras que se
habla de fuerzas de van der Waals cuando la interaccién es debida a dipolos
inducidos, bien totales o parciales y son todas aquéllas cuya dependencia de fa
distancia es del orden de 1/ o menor (ver Tabla ). Cabe destacar que las
fuerzas de van der Waals pueden ser aditivas y por lo tanto la contribucidn de
muchas interacciones de este tipo pueden llegar a superar a interacciones en
principio mucho mas intensas, como la de un ion con un dipolo. Pero en algunas
moléculas pueden darse otro tipo de interacciones: puentes de hidrégeno vy
transferencia de carga, ambas son especificas y anisétropas (dependen de ia
orientacion), producen una atraccién del orden de 50 kd/mol y corresponde a la
transferencia parcial de una particuia elemental (un protdn o un electron), ambos
tipos de interacciones pueden considerarse entre las interacciones intermoleculares
y los enlaces quimicos formales.

También, es importante resaltar que buena parte de los trabajos realizados al
respecto de interacciones intermoleculares han considerado a las especies
interactuantes como esferas o puntos®'®, sin embargo se ha observado que esta
aproximacion puede conducir a graves errores de interpretacion. Por ello es
necesario considerar la estructura y las diversas orientaciones de las especies

reaccionantes, asi como las propiedades eléctricas del disolvente.
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Tabla II: Tipos comunes de Interacciones entre atomos, iones y moléculas en el vaciot''® '™

Tipo de interaccién Descripcion grafica W(r) Atribuidaa | nen{Wx ")
lon/fion Q1 Q2 29 Coulomb 1
dregr
. @
ion/dipolo permanente K _Qucostd
fijo \..\M o_, Q &amaﬁw Coulomb 2
. N t 2,2
_o:aﬁo% %mﬁﬂm:m nte 6 O _ o \M . Coulomb 4
r o > 6(4re, ) kTr
dipolo permanente fijof K H2 Lc::imnamm_ cosf, —sensent,) cos @)
dipolo permanente! fijo < Snﬁ.\ <8 3 Coulomb 3
polo p J = a drgyr
i [ Ho 2 p
dipolo um.:nm:m:ﬁ o <0 B Hy K Keeson 6
rotatorio/dipolo; 1 sz 34 216
permanente rotatorio (47&y) r
2
a
ion/dipolo inducitio Q. Oy - tlmlwaw 4
- - A&.uﬂ.m.e V r
2 2
dipolo permanente 0 M L _urag(l+3cos” 8) .
fijo/dipalo sacom%o \é\m . 2dmey) r®
2
dipolo _uo:sm:m_.*ﬁm Q o Hoay
o . - <g O _— Debye 5]
rotatorio/dipolo indycido C \\. . (4764) 1S
. . . (o oy 2
dipolo W_MMHM_%ME_ Holo o . B 3hvay, . London 6
4(4meg)tr
dipolo inducido. o, Qg _ 23 he—%0 Casimir y ;
dipolo inducido(retargado) * . 82t (dmsy)r’ Polder
O—®—0© M 2

puente de hidrogeno

Proporcional a ﬂw
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Durante mucho tiempo se consideré que e! disoivente era algo inerte que no

intervenia en las reacciones quimicas. Onsager, en 19386, investigé por primera vez
el papel del medio en la reactividad quimica”'” considerando al disolvente como un
sistema homogéneo, continuo y cuya permitividad eléctrica era constante. A partir de
este momento se han llevado a cabo muchos estudios al respecto de la influencia
del disolvente en ia reactividad quimica, encontrandose que la estructura del
disolvente y las interacciones especificas juegan un papel relevante en la
reactividad'*® 118 118)

W.P. Jencks™® explico la reactividad quimica en disolucién en funcién de
parametros termodinamicos tales como AG, AS y AH. El proceso se explica de la
siguiente forma: cuando una molécula de soluto se disuelve en el disolvente, se
forma una cavidad en éste para albergar al soluto. Para ello se requiere la
separacion de moléculas de disolvente que estan unidas o interaccionando entre siy
este paso es energéticamente desfavorable. Después, el soluto pasa a la cavidad
donde interactua con moléculas de! medio de reaccion, si el soluto no puede
interaccionar muy favorablemente con éste, la energia libre de interaccion del soluto
con el disolvente sera demasiado pequefia para compensar la energia desfavorable
de formacion de la cavidad. Asi, para compensar las interacciones “rotas” al formar
la cavidad, las moléculas de disolvente tenderan a colocarse de tal manera alrededor
del soluto que formen el mayor niumero posible de interacciones entre ellas, lo cual
ileva a una disminucion en la entropia y la entalpia de la disolucioén. Pero cuando dos
solutos no polares se asocian en un disolvente como el agua, estos pasos son
inversos y el aumento de entropia es la mayor fuerza conductora para la interaccion
de moléculas no polares en agua®" "%,

Tradicionalmente las fuerzas intermoleculares se han estudiado mediante
mecanica cuantica, y sistemas experimentales restringidos a sélidos o sistemas
heterogéneos como los coloides. Mas recientemente se ha comenzado a estudiar la
estructura de los liquidos, las interacciones entre sustancias quimicas y membranas
y las interacciones huésped-anfitrion. Cabe destacar entre estos estudios, los

realizados en bioiogia molecular, donde se estudian las interacciones entre proteinas
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y sustratos, antigeno y anticuerpo, fendmenos de transporte y reacciones

enzimaticas entre otras. Para el estudio y entendimiento de todos estos fenémenos,
asl{ como para el disefio de receptores moleculares sintéticos es necesario un buen
conocimiento de las fuerzas intermoleculares. Pero la quimica no esta limitada a

—— —sistemas—similares—a-los—procesos-biolégicos.-sino-que es libre de crear nuevas .

especies e inventar procesos.

4.5. Interacciones huésped-ciclodextrina.

Como ya hemos visto en fa seccion 4.2 acerca de las ciclodextrinas, existe
hoy en dia una gran cantidad de informacion acerca de estas moléculas, sus
caracteristicas, aplicaciones, modificaciones y estudio de diferentes compigjos de
inclusién. Sin embargo, hasta esta seccidn nada se ha comentado sobre el tema que
en este trabajo se desarrolla; la obtencion de parametros termodinamicos (K., AH y
AS) por técnicas espectroscopicas para obtener informacién sobre las interacciones
involucradas en el proceso de complejacién, asi como el efecto de la carga y el
disolvente para ayudarnos en ese mismo fin.

La gran importancia del estudio de las interacciones intermoleculares que
rigen el proceso de complejacion se debe a su similitud con las reacciones enzima-
sustrato u otras de este estilo que tienen lugar en procesos bioldgicos; también un
mejor conocimiento de las fuerzas intermoleculares ciclodextrina-huesped va a traer
como consecuencia una mejora en el disefio de nuevos sistemas supramoleculares.
Sin embargo, estas interacciones todavia estan sujetas a controversia, por lo que se
consideran las siguientes como posibles fuerzas conductoras y/o estabilizadoras en
este tipo de reacciones, tomando como base la notacién considerada por nosotros
en la seccién anterior:

. interacciones de van der Waaig® 1"¢21

. puentes de hidrogeno®® ¥

i

. expulsion del agua del interior de la cavidad®® 122

(126-128)

. liberacion de la tension del anillo de la CD con la complejacién
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-. interacciones hidrofobicas, efecto de solvatacion3*"*®

-. interacciones electrostaticas!*?
Aparte de estas interacciones, caben destacar los factores principales que
gobiernan la complejacion:
- tamafio de las ciclodextrinas
-. tamafio del huésped
-. efectos estéricos y electrénicos

Una gran variedad de estudios acerca de las fuerzas involucradas en la
complejacién han sido llevados a cabo, desde los puramente especulativos, hasta
los que interpretan los parametros termodinamicos (AS y AH) como resultado de
algun tipo de fuerza. También, hay trabajos en los que varian las propiedades del
disolvente con la adicién de sales o con el cambio del mismo, para elucidar su
importancia en el fendomeno de la complejacion.

En 1960, N.G. Parsonage y L.A.K. Staveley'™ comenzaron la cuantificacién
de los parametros termodinamicos y su separacién segun la participacion de algunos
grupos funcionales en la energia de interaccion. Posteriormente, en 1967, F. Cramer
et af*® estudiaron la complejacion del nitrofenol y del anién nitrofenolato con fas o,
y y- CDs, obteniendo valores de AH y AS positivos, en este trabajo tambien se
informa por primera vez sobre el efecto de sales en el medio de disolucion,
observando un aumento de 20 veces en la constante de estabilidad, lo que indica su
accién en la estructura del agua y la importancia de las interacciones hidrofobicas en
la complejacién. Por primera vez, se da importancia al cambio en la esfera de
solvatacion antes y después de la complejacion.

También, O. Sinanoghu™® argumenta que la energia requerida para la
separacién de las moléculas fuertemente interactuantes del disolvente para formar
una cavidad es proporcional a la dimension de la cavidad y la tensidn superficial del
disolvente, asi, el AG asociado con la formacién del complejo entre dos moléculas
en disolucidon es proporcional a los cambios de area superficial expuesta al
disoivente. Asi, al disminuir la superficie expuesta al medio, como el indol con f3-

CD; habra un AG mas favorable en un disolvente con alta tensién superficial, como el
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agua, que en un medio con baja tension superficial como el etanol.
En general, no se siguié una pauta en la investigacidn de las interacciones
intermoleculares, sino que diversos tipos de estudio fueron llevados a cabo

simultaneamente.

4.5.1. Relacion parametros termodinamicos-interacciones intermoleculares

Se ha aceptado que los parametros termodinamicos son muy utiles para
conocer la naturaleza de las interacciones intermoleculares responsables de la
complejacién entre huésped y ciclodextrinas!™®. Caben destacar los importantes
trabajos realizados por Jencks™ y por W. Kauzmann™® que estudiaron las
interacciones hidrofébicas, conciuyendo que éstas se caracterizan por un cambio
entropico favorable, AS positivo, y un cambio entalpico desfavorable, AH positivo o
ligeramente negativo. Casi simultaneamente, se elabord la teoria de Némethy-
Scheraga™", relacionada con la estructura del agua y el efecto hidrofébico y cuya
principal aportacion fue la correlacién entre las interacciones hidrofébicas y el cambio
de la superficie lipofilica expuesta al medio durante la reaccidn.

Numerosos autores relacionaron valores de AH desfavorables (AH > 0) o
ligeramente favorables y valores de AS positivos con una ruptura de la estructura del
disolvente y se interpretaron como resultado de interacciones apolares de
huéspedes nc polares e indicativo de que la molécula huésped es albergada en el
interior de la ciclodextrina y no solvatada por moléculas de agua'***". Cabe
destacar el trabajo de Bender y Komiyama'™? sobre el proceso de complejacion del
adamantano y la «-CD, en el cual observan que hay un 70% de contribucion
entropica frente a un 30% de contribucidén entalpica. Los valores de AS favorables se
atribuyen a la transferencia del huésped desde un medio de reaccidn polar a uno no
polar, en este caso la cavidad de la CD, y en esta transferencia hay ruptura de
moléculas de agua airededor del huésped que resultan en un favorable AS y un AH

ligeramente favorable.
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Otros autores relacionaron valores de AH muy favorables con las

interacciones entre huésped y CD, o bien, con la formacion de un mayor numero de
puentes de hidrégeno en el seno de la disolucion, debido a las aguas expulsadas de
la cavidad y al agua de solvatacién de las especies interactuantes desplazada por la
complejacion al seno de la disolucidn. Un AS desfavorable puede simplemente
significar mayor orden después de la complejacidn que cuando estan libres la
especies interactuantes*® %,

En muchos casos los parametros termodinamicos obtenidos dictan que ei
proceso de complejacion es conducido entalpicamente y por ello se deduce que las
interacciones hidrofobicas no son importanties en este tipo de reacciones, sino que
son las fuerzas de van der Waals o las electrostaticas las interacciones mayoritarias " ™
2 | os AH y AS negativos se interpretan como interacciones muy intensas entre
huésped-ciclodextrina, con una fuerte restriccion de la flexibilidad conformacional de
la molécula anfitriona y pérdida de libertad en la rotacion y traslacion det huésped®®.
W.P. Jencks"™ interpreta estos parametros termodinamicos de otra manera, ya que
considera que AH favorable y AS desfavorable son indicativos de interacciones
hidrofdbicas no clasicas en sistemas en los cuales las especies interactuantes
manifiestan un caracter hidrofébico >+,

A las variaciones entalpicas y enirépicas de la complejacidbn colaboran
también la expulsion de agua de la cavidad (agua entalpicamente rica debido a que
no forma parte de una red completa de puentes de hidrégeno) y Ia liberacién de la
tension del anillo de las CDs (debido al anillo intramalecular de puentes de hidrégenc
y a la presencia de una glucosa ortogonal)"*®. Estos parametros, AS y AH, dependen
del tamafio del huésped y de la cavidad de las cicloamilosas"™. El proceso de salida
de agua del interior de las CDs al seno de la disolucién y la perdida de agua de la
capa de hidratacion del huésped debido a su entrada en la cavidad ocurren
simuitaneamente y ambos procesos son endotérmicos. Sin embargo, la
reconstruccion de la capa de hidratacion del complejo y la formacion de nuevos

puentes de hidrégeno entre las moléculas de agua hacen que AH sea negativa y AS

positiva debido a {a reestructuracion del disolvente y a {a disminucion de la movilidad
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del huésped y del anfitriont’®1%%,
Simultaneamente, se public el trabajo de R. Lumry et af'®, en el cual se
correlaciona AH frente a AS, obteniendo una linea recta cuya pendiente fue llamada

temperatura isocratica o de compensacion (Tc). Una Te entre 250-320 K indica que

13 Teaccion €5 gobernada por fenomenos de solvatacion™ % ** astque vafores— -

superiores indican que las reacciones se deben a interacciones especificas entre
huésped y ciclodextrina™® ™ 9 | a compensacion puede deberse a la restriccion
del movimiento del huésped debido a la inclusién™ "2 o bien a la compensacion de
la entalpia de solvatacion ocasionada por la restriccion del movimiento de las
moléculas de disolvente!"™ 7% Se pensaba que esto sélo se manifiesta en medios
de reaccion sumamente ordenados como el agua®’®; sin embargo, se ha observado
gue también sucede en otros disolventes’™ ¥, A partir de la correlacién AH/AS
también se puede obtener informacion sobre la capacidad de ajuste del huésped en
la cavidad del anfitrion™* 7 o con {a participacion de moléculas de agua en la
formacion de complejos, implicando que el huésped pierde su esfera de solvatacion
al entrar a la cicloamilosa, mientras que las moléculas de agua de la cavidad son

expulsadas'®.
4.5.2. Interacciones electrostaticas y complejacién con CDs

Para conocer el efecto de las interacciones electrostaticas en el fendmeno de
inclusion, diversos autores llevaron a cabo estudios de complejacién con
moléculas huéspedes y anfitriones aniénicos, cationicos y neutros"'®'®. En
general se observa que el pK, del huésped disminuye en presencia de las
cicloamilosas, las especies cargadas son preferentemente solvatadas en medio
acuoso mientras que las especies neutras predominan en disolucion apolar o dentro
de las ciclodextrinas. Asi que las interacciones hidrofébicas con las moléculas en su
forma neutra estabilizan el complejo formado, mientras que las interacciones ion-ion
pueden estabilizar la formacion de complejos entre formas cargadast™® ™ ™ A
veces se observa un comportamiento anémalo, como la inclusion de los iones

amonio en la cavidad hidrofébica de una (-CD sulfatada, esto se justifica como una
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forma de favorecer al maximo la interaccién de otros grupos del huésped con la

ciclodextrina®'®" En esta linea de investigacion destacan los trabajos llevados a cabo
por Schneider et al. *** * quienes cuantificaron que la energia con la que contribuye a
la inclusion cada puente salino ion-ion es 1.3 kcal/lmol. Ademés estudiaron la
estabilizacién de complejos atribuida a las interacciones ion-electrones ="*?; también
consiguieron conocer el valor de la energia con la que contribuye cada puente de
hidrégeno en distintos medios de reaccion; por ejemplo en CH,Cl,, AG = -10 kJ/mol,
y en CHCl,, AG = -5kJ/molt*®",

4.5.3. Influencia del disolvente en las reacciones de complejacion

Durante mucho tiempo se ha considerado que el disolvente es una especie
inerte, que no participa en las reacciones. Sin embargo, Siegel y Breslow en 19751
determinaron constantes de equilibrio para las reacciones de complejacién entre f3-
CD y acetato de m-tert-butilfenil en DMF, DMSO y en mezclas agua/DMSO. De este
trabajo y algunos otros al respecto"®***" se concluye que el disolvente es importante
en la complejacion con ciclodextrinas y que, generalmente, en disolventes organicos
las constantes de estabilidad tienden a ser menores®® "% %9 probablemente debido
a la estabilizacién de las moléculas huéspedes por su solvatacion con el disolvente
organico, o lo que es lo mismo, debido a una disminucion dei efecto hidrofébico®2*.
Sin embargo Patonay®® determiné mayores valores de K, del pireno con B-y y-CD,
en presencia del 10% de t-butanol que en agua pura, a igual que Breslow®™, quien
demostré que en una mezcla agua-DMSO, ciertos hidrocarburos son muy solubles y
se unen mas fuertemente a la B-CD que en la disolucién acuosa al 100%. Un
comportamiento semejante se observa en otros sistemas y se explica como una
consecuencia de la mayor solvatacion del huésped en agua que en diversos
disolventes organicos®®®®_ En conclusion, para un conocimiento del efecto del
medio de reaccidn, se necesita la evaluaciéon de la solvatacion y desolvatacion en
distintos disolventes, es decir, fa proporcion de huésped incluida esta en relacion

inversa con la compatibilidad entre los huéspedes y el disolvente® 2% 219,
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Por otra parte, se observd que algunos disolventes organicos, alcoholes por

efemplo, se pueden incluir en las CDs!'* 2t #2

y en algunos casos pueden
encontrarse complejos ternarios ciclodextrina-huésped-disolvente®’™. A pesar de que
se conoce que el disolvente es un componente activo en las reacciones de

—————— complejacibn—se—siguen—publicando—un—gran-numero—de—trabajes—sintemarle-en———
consideraciont'®® 19,

En 1984, Schneider y colaboradores®'® publicaron un trabajo basado en el
papel del disolvente, en el cual se discute el hecho de que si las interacciones
hidrofobicas lipofilicas (refiriendose a las fuerzas de van der Waals) son las
predominantes, las constantes de interaccion disminuyen al aumentar la cantidad de
disolvente organico, mientras que si la interaccidn polar (electrostatica) es la
predominante, esas constantes aumentan en disolventes poco polares.

Por otra parte, algunas caracteristicas de los disolventes pueden ser variadas
al adicionar distinto tipo y concentracion de sales y esto puede afectar a las
reacciones de complejacion que tienen lugar en esos medios®'®. Por ejemplo, al
aumentar la fuerza idnica las interacciones electrostaticas se debilitan; si las
interacciones ion-dipolo son dominantes en la reaccion a estudiar, las constantes de
interaccion disminuyen al aumentar la fuerza idnica. Sin embargo, las interacciones
hidrofobicas aumentan al incrementar la fuerza idnica®. Si las sales producen
efecto salting-out*® & 27 2% an |as moléculas huéspedes aumentaran los valores de
las constantes de unidn. Pero si las sales adicionadas producen efecto safting-in. |
disminuye el efecto hidrofobico, aumenta la solubilidad en agua del huéesped y asi
disminuye la union entre huésped y ciclodextrina®***? Al cambiar las propiedades

del medio de reaccidn, el equilibrio de compiejacion se ve afectado.

4.5.4. Interacciones intermoleculares y procesos de transferencia

Mas recientemente se ha iniciado fa investigacion de las interacciones
intermoleculares mediante el estudio de procesos de transferencia de la molécula
huésped desde un medio de alta constante dieléctrica, como el agua, a uno de baja, como

octanol, similar al interior de la ciclodextrina®® 2% A_ Danil de Namor et af!""" 225 229
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desarroliaron esta teoria sobre la similitud entre el proceso de transferencia de agua

a un disolvente organico con el fendmeno de complejacién. Las diferencias de
solvataciéon de un soluto entre dos disolventes vienen reflejadas por los parametros
termodinamicos de transferencia®”’ y esos resultados se pueden interpretar en

funcion de las diferentes fuerzas estabilizadoras del complejo de inclusién.
4.5.5. LFER y fuerzas intermoleculares huésped-ciclodextrina

Otra fuente de informacién sobre fuerzas intermoleculares es la que
representan las llamadas Relaciones Lineales de Energia Libre (LFER), las cuales
se basan en relacionar diferentes parametros que puedan dar luz de las
interacciones implicadas en la reaccion estudiada.

Asi, se ha demostrado una buena correlacion lineal entre log K, v log P del
huésped, al aumentar la hidrofobicidad de la molécula huésped aumenta la
constante de equilibrio, lo cual indica que las interacciones hidrofébicas son muy
importantes en las reacciones de complejacion estudiadas en estos trabajos®" 2%,
De igual modo, la correlacién de K, AH y AS con el volumen del huésped indica la
importancia de las interacciones van der Waals a medida que aumenta el volumen,
AH y AS son mas negativos a mayor es el volumen®’* ).

Mayor informacion se obtiene cuando se encuentra una relacidén lineal
multiple. No sélo se liega a conocer las fuerzas involucradas en la reaccion de
complejacion, sino que también, se puede determinar la proporcion con la que
contribuyen. En 1983, S.F. Lin et af**? estudiaron la complejacion entre «-CD vy
fenoles sustituidos en la posicién 4 y encontraron que la K, depende de la densidad
electrénica, polarizabilidad y polaridad del sustituyente en el sitio de unidn. Un
aumento en la densidad electronica y polarizabilidad del grupo funcional en la
posicién 4 aumenta la K, cuando la complejacion ocurre en disolventes polares, y
una polaridad grande del sitio de unidn disminuye la constante de interaccion. Esta
ecuacion: log K, = -1.41 + 5.33c + 0.15R, - 0.81p muestra ia refacion lineal obtenida en
el trabajo mencionado. ¢ es el parametro de Hammet y se relaciona con la capacidad

del sustituyente para atraer electrones, R, es la refraccion molar y se relaciona con la
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polarizabilidad del sitio activo, y n es el momento dipolar eléctrico y se relaciona con

la polaridad de la parte del huésped interactuante.

También, Yatsimirsky y Eliseev®® realizaron estudios de refaciones lineales

miltiples. Estudiaron las interacciones entre algunos pirocatecoles anionicos con las

———8deoxi-y 6amino-$~CDs—Obtuvieron et —vator de—ta—energia—tibre—debido—a
interacciones electrostaticas (AG,, cearosisicas) 2POYandose en los estudios de
Schneider acerca de la contribucidn del par idnico a la energia libre total de
complejacién®®®. Para conocer la contribucién de las interacciones hidrofébicas
graficaron log K, + AG,: searosmcas /2.3RT frente a log P y obtuvieron la siguiente
ecuacion: log K, = a - AG,, seqressicas / 2-3RT + b log P. Se demuestra asi que tanto las
interacciones electrostaticas como las hidrofébicas contribuyen de forma aditiva a la
AG,,,, de compiejacion.

En 1084, K A Connors vy D.D. Pendergast® publicaron un trabajo sobre la
complejacion de la a-CD con varios bencenos 1,4-disustituidos; en este estudio
consideraron iodas las interacciones posibles en el sistema y expresaron AG,,
tomando en consideracion fodos sus términos  contribuyentes, asi
AG,,,=AG(DD)+AG(DS)+AG(SS), donde DD representa la interaccion disolvente-
disolvente (efecto solvofébice), DS la interaccion disolvente-sotuto (solvatacion) y S5
la interaccion soluto-soluto (CD-H). Las relaciones lineales entre log K, con todas las
siguientes propiedades: peso molecular, refraccion molar, -log S, (solubilidad en los
medios estudiados), momento dipolar eléctrico, tensidn superficial y logP
proporcionan un amplio conocimiento cuantitativo de las fuerzas intermolecuiares
involucradas en este proceso de complejacion. Posteriormente, se han publicado
trabajos similares al de Connors y Pendergast®>%*",

Otro parametro que se debe tener en consideracidn es la tensiéon superficial
del medio de reaccién®®. A. Orstan en sus estudios sobre el equilibric de
complejacion entre la B-CD y el indol muestra que el aumento de la tension
superficial ocasiona un aumento de la estabilidad del complejo. La disminucion del
area superficial expuesta al disolvente, cuando el huésped entra en la CD, es el

principal factor que propicia la formacién def complejo de inclusion.
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También, se han enconirado relaciones lineales que resaitan el efecto del

disolvente por medio de la relacion entre el log K, con S, (pardmetro de
solvofobicidad) y E; (polaridad selectiva)®*#", Asi mismo, se expresa el efecto de
las sales por medio de correlaciones del tipo Debye-Huckel.

Aparte de las LFER ya expuestas, Sanemasa et al. ®*?* astudiaron un nuevo
parametro, la energia libre de deshidratacion. AGqigamesn = -RTIN(KH), donde: KH = p/X,
siendo p = presion parcial de vapor del huésped y X = solubilidad en fraccidon molar del
huésped en agua. Cuanto menor es el valor de AG . igmmcsn: Mas hidrofébico es el
soluto. Las graficas de AGqmpieacion freNte @ AGeqnaratacisn: Muestran la correlacion entre
ambos parameiros, lo cual indica la importancia de las interacciones hidrofobicas en
la reaccion de complejacion entre alcanos y CDs.

En resumen, una buena correlacion entre - diferentes parametros
experimentales ayuda a discernir, y a veces hasta a cuantificar, las interacciones
intermoleculares mas significativas en el proceso estudiado, en estos casos las
reacciones de complejacion con ciclodextrinas.

A pesar de la informacién que se puede obtener del estudio de las LFER, no
son el objetivo de esta tesis. LLas LFER pueden ser objetivos de trabajos futuros en

esta linea de investigacion (véase seccion 7.2).
4.5.6. Otros métodos de estudio de las interacciones intermoleculares H-CD

Para el estudic de interacciones intermoleculares con ciclodextrinas, se han
llevado a cabo otros estudios con diferentes visiones del problema.

Por ejemplo, la primera aproximacién teérica sobre las fuerzas responsables
de la complejacion fue dada a conocer por Harata"*®. Otros trabajos similares
usando diferentes métodos y campos de fuerza han sido utilizados hasta nuestros
dias®?),

Otra forma de estudiar interacciones intermoleculares es por comparacion de
distintas moléculas huésped. Por ejemplo, para el ciclohexano y el benceno, si el
efecto hidrofobico es el mas importante, el ciclohexano se unird mas fuertemente a la

CD, ya que es mas hidrofébico que el benceno y si el efecto de interacciones = es el
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mas importante el anillo bencénico se unird mejor. También, se observé que las

interacciones donador/aceptor, apilamiento =, pueden contribuir positivamente a la

union®®_ A veces estos estudios pueden ser complementarios al estudio de
___parametros_termodinamicos®’ % y ofras veces_se observa el efecto de ciertos

grupos funcionales de los huéspedes en la estabilidad de los complejos de inclusion

y esto puede ayudar a elucidar las fuerzas participantes en la complejacion®*,

4.5.7. Recapitulacion

Muchas veces la deduccion a la que se llega tras realizar numerosos estudios
para conocer ias interacciones intermoiecuiares responsables de ia complejacion, es
que la estabilidad de un complejo depende de distintos tipos de interacciones, por
ejemplo de las interacciones de van der Waals, puentes de hidrogeno, interacciones
hidrofébicas y cambios en la capa de solvatacion de las especies interactuantes, en
distinta medida® *** '*%_ Por eilo, la naturaleza de las interacciones intermoleculares
que lievan a la formacion de los complejos sigue siendo tema de discusion, no hay
un acuerdo concreto en esta area, ni siquiera en la nomenclatura usada para
referirse e este tipo de complejos. En este trabajo, vamos a dividir las fuerzas
intermoleculares en interacciones electrostaticas, fuerzas de van der Waals y efecto
hidrofébico, como ya se ha comentado en la seccion 4.4.

Por todo lo anterior, consideramos que las ciclodextrinas son buenos objetos
de estudio de las interacciones intermoleculares, por lo cual son de gran utilidad en
el entendimiento de muchos procesos quimicos, incluyendo muchos gue ocurren en

sistemas biolégicos.
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5. Planteamiento del problema y objetivos

Como se ha mencionado en las paginas anteriores, las interacciones

intermoleculares no covalentes son las responsables de un gran numero de

procesos quimicos, entre ellos muchos que tienen lugar en sistemas biologicos.
También, las fuerzas intermoieculares son responsables de la selectividad vy
eficiencia de los mismos. Por esta razén es importante estudiar este tipo de
interacciones. Sin embargo, las moléculas huéspedes y anfitrionas que intervienen
en este tipo de procesos son, en muchas ocasiones, extremadamente complicadas.
El estudio de las interacciones no covalentes entre huésped y anfitrion puede
ilevarse a cabo usando moléculas mas sencillas, como son las ciclodextrinas.
Ademas, las cicloamilosas tienen un amplio campo de aplicaciones en areas
muy diversas, enfre ellas la farmacia. Por esta razén, se seleccionaron algunos
farmacos antihelminticos como moléculas huéspedes para ayudar a resolver e
problema de su baja solubilidad y su pequefia velocidad de disolucion en medios
acuosos, lo cual es importante, tanto para lograr una correcta formulacion

farmacéutica, como para optimizar su actividad en el lugar deseado del organismo.

Teniendo en cuenta lo mencionado en esta seccidn y los antecedentes, se

han prbpuesto los siguientes objetivos:

1.- Estudiar el equilibrio de complejacién entre la «, B, y y HP-p ciclodextrinas con los
siguientes moléculas huésped: violeta de genciana, albendazol, mebendazol,

tiabendazol, praziquantel, pamoato de pirantel y pamoato de pirvinium.

2.- Estudiar la influencia que ejerce e! disolvente sobre el equilibrio de complejacion,
usando como medios de reaccion el DMSO, agua y varias mezclas de ambos, ya
que este disolvente organico permite mantener las condiciones de estudio en todas

sus mezclas e interacciona muy débilmente con las cicloamilosas.
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3.- A partir de mediciones espectrales determinar los valores de los parametros

termodinamicos (AG, AS y AH) de estas reacciones de complejacion.

4 .- Determinar el efecto que el pH ejerce sobre el equilibrio de complejacion en las

disoluciones acuosas.

5.- Proponer la estructura mas probable de los complejos formados en la disolucion.

6.- Interpretar los datos experimentales en funcién de las interacciones
intermoleculares no covaientes que gobiernan estas reacciones y estabilizan los

complejos formados.

7 .- Aumentar la solubilidad y disminuir los efectos adversos de estos antihelminticos
en medios acuosos (fluido intestinal simulado) por medio de su asociacion con las
ciclodextrinas y de este modo proponer una posible solucion a su baja actividad in

VIVO.
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6. Resultados y Discusion

En esta tesis, para obtener las constantes de equilibrio se ha usado el método

de espectroscopia directa®® o el método de solubilidad®'® %' (véase seccion 8), en

ultravioleta o visible del espectro electronico®?. Para que se puedan aplicar
adecuadamente ambos métodos, es necesario que las regiones de maxima
absorbancia del huésped y del anfitridon no coincidan y por lo tanto, los cambios en la
intensidad y/o posicién del espectro electronico se pueden atribuir a la formacion de
complejos de inclusién entre ambas especies.

El método de Higuchi y Connors (método de solubilidad) sdlo se ha empleado
en D. acuosa, apH 7.5y apH 1.8, a 298 K. Para obtener la constante de interaccion
mediante este método, se grafica la concentracion total de huésped en funcion de la
concentracion total de cicloamilosa, graficas que reciben el nombre de diagramas de
solubilidad de fase. En el método de espectroscopia directa, se grafican las llamadas
isotermas de union, es decir, la diferencia de absorbancia con y sin ciclodextrinas vs
la concentracion total de ciclodextrina. A partir de todas esas representaciones,
diagramas de solubilidad de fase e isotermas de unidn, se puede obtener
informacioén acerca de la intensidad de interaccidon entre huésped y ciclodextrina y
ademas, sobre la estequiometria del complejo formado.

Sin embargo, a partir de los experimentos realizados por espectroscopia
electronica de absorcion UV-visible, poco se puede decir con respecto a la estructura
de la nueva especie. Por esta razon, se recurrié a la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protén, en particular a la bidimensional, método NOESY, con
el proposito de obtener informacién acerca de la orientacién del huésped dentro de
la cavidad de la cicloamilosa %% %2543 Ng obstante, no siempre es posible llevar a
cabo estos experimentos debido a la baja solu%idad del huésped, gran proporcion
de agua adsorbida al DMSO o simplemente por tarecer de ios recursos adecuados.
Por esta razon se ha recurride a la realizacion de calculos de mecanica

molecular®®®  Esta técnica ayuda a visualizar las estructuras moleculares mas

> es la absorbancia del-huesped, en la region-—-.—..
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probables de los complejos formados y da informacién sobre la energia de
interaccién de los mismos.

Se sabe que-algunos parametros termodinamicos, como AS y AH, son de gran
utilidad en el estudio de las interacciones intermoleculares. Para obtener los valores
de estas variables, se ha realizado el estudio de las K, a distintas temperaturas, en
D. acuosa a pH = 7.5 y en DMSO. Tambien, el efecto de!l disolvente y de la carga
han sido investigados para ayudar a determinar que tipo de interacciones son las
dominantes en los casos estudiados.

La exposicion de resultados en el presente frabajo se ha hecho con base en
cada una de las moléculas huésped. Se ha comenzando por el violeta de genciana
debido a que es el antihelmintico que proporciona mayor detalle sobre las
interacciones involucradas en las reacciones de complejacion con ciclodextrinas y se
ha continuado en funcion de la informacidén que nos da cada sistema, de mas a
menos. Dentro de cada huésped, se han presentado los resultados obtenidos por
espectroscopia electronica de absorcion en la regién UV-visible, RMN y mecanica
molecular. A partir de todos ellos, se hace una discusién general teniendo en cuenta
el efecto del tamario de la cicloamiiosa, el efecto del disolvente, los valores y signos
de AH y AS y el efecto de la carga. Finaimente, se termina cada seccion con un
apartado de conclusiones particulares para cada molécula huésped.

Cabe mencionar que la nomenclatura de fuerzas utilizada es la que ya se ha
comentado en la seccién 4.4. Ademas, se refiere a efecto solvofobico no ciasico
cuando los parametros termodinamicos obtenidos son tipicos de interacciones van
der Waals y hay resultados que apoyan el hecho de que las fuerzas dominantes son
el efecto solvofébico.

También, es importante sefialar que se han fomado en cuenta otros factores
que propician [a formacién de complejos y que se pueden denominar como fuerzas
conductoras de la complejacién, estos son la expulsion de las moléculas de agua del
interior de la cavidad de la cicloamilosa y la liberacién de la tensién del anillo de la
ciclodextrina. Del mismo modo, se consideran las interacciones que orientan al

huésped dentro del anfitrion.
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6.1. VIOLETA DE GENCIANA

El violeta de genciana (Figura 3, Pagina 16) es también conocido como cristal
violeta {[4-[bis[p-(dimetilamina)feniljmetileno}-2, 5-ciclohexadieno-1-iliden}), pertenece

al grupo de los colorantes derivados del trifenilmetilo, se usa como marcador

bioldgico por su capacidad de adsorcidén sobre estructuras celulares; también,ﬁfﬁé
sido usado durante largo tiempo como antihelmintico y como antiséptico de uso
tépico.

Su estructura simétrica y su caracteristico espectro de absorcion electrénica
pueden ser usados como valiosos utensilios en el estudio de las interacciones
intermoleculares con ciclodextrinas. Presenta tres anillos bencénicos unidos entre si
por un carbono cuaternaric, los tres fenilos tienen un grupo amino en ia posicién
para y su estructura sugiere que existe la posibilidad de unirse a las cicloamilosas

por tres sitios de union.
6.1.1. Resultados

6.1.1.1. Espectroscopia electronica UV-visible
6.1.1.1.1. Caracteristicas del espectro electronico del violeta de genciana

En los estudios de absorcidn electronica del violeta de genciana (CV') en
cinco diferentes medios de reaccion y a cinco diferentes temperaturas, se observa
que no hay cambio en la forma del espectro. Sin embargo, se aprecia un ligero
desplazamiento hacia mayores longitudes de onda (cambio batocrémico) al ir
adicionando DMSO al medio de reaccién.

Existen muchos estudios acerca de la posibilidad que tienen los colorantes
tipo trifenilmetano de formar distintos tipos de agregados (dimeros, trimeros,
tetrameros... )% 2% Entre éstos, cabe destacar el valor obtenido para la constante
de asociacion del dimero (CV,*"), K,= 680 M%) en disolucién acuosa, a 298 K, asi
como el hecho de que este proceso no ocurre en presencia de disolventes

organicos®®*#%9 | a4 especie dimérica muestra un espectro electrénico de absorcion
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muy caracteristico en la region visible, tiene un maximo ae absorcion a 540 nfn"y un
hombro a 588 nm®”. Sin embargo, en nuestras condiciones de trabajo (diferentes
disolventes, distintas temperaturas y [CV']=5x10°M) podemos decir, en general, que
el proceso de dimerizacidn apenas tiene lugar. Calculando el porcentaje de dimero
en nuestros casos, a partir de la K, y la ley de conservacion de masa, obtenemos
que solo un 0.67% del total de violeta de genciana en la disolucidon se encuentra
dimerizado. De tal modo que la presencia de esta especie no va a tener un efecto
significativo en la formacién de complejos de inclusién, excepto en el caso de la y-CD

en disolucion acuosa que comentaremos mas adelante.

6.1.1.1.2. Constantes de equilibrio de los complejos de inclusién entre violeta

de genciana y diferentes ciclodextrinas.

Usando el método de espectroscopia directa, manteniendo la [CV’} constante
a 5x10°®, se observa que los espectros electrénicos de absorcion del cristal violeta en
disolucién acuosa, a 298 K, con y sin anfitrién, muestran que la absorctén en 250 nm
y 302 nm aumenta con la concentracion de «-CD, mientras que disminuye en 588
nm y en 542 nm. A la vez, se observa la aparicion de un punto isosbéstico en 476
nm, esto es una indicacion de gue existe mas de una especie absorbente en el
medio de reaccion®®. Cambios espectrales similares se observan en la formacion de
complejos de CV* con la $- y la HP-B- CDs. Con la B-CD, el punto isosbéstico
aparece a 490 nm y hay un desplazamiento de 8 nm hacia el rojo, en la region visible
del espectro electrénico (Figura 4a). Tambien, en el caso de la HP-3-CD, los picos
del visible se desplazan 14 nm hacia mayores longitudes de onda. Sin embargo, ei
comportamiento con la y-CD es bastante diferente (Figura 4b). Los cambios en la
region ultravicleta son similares a los observados con las ofras ciclodextrinas, pero
ocurre un desplazamiento sistematico del maximo de absorbancia, en la region
visible, hacta menores longitudes de onda cuando aumenta la concentracion de y-
CD. También aparecen dos puntos isosbésticos en 502 nm y 518 nm. Estos cambios

espectrales sugieren la interaccién entre e! huésped y el anfitrién.
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Figura 4: Espectros electronicos de absorcion del CV* ([CV™] = 5x10°° M) con diversas concentraciones de [3-
CD (a) y de y-CD (b) en disolucion acuosa, pH = 7.5, a 298 K: (—) 0 M; (— =) 10" M; (-=-) 5x10™* M; (-+-+-)

10 M; (-+2-e2-) 4x107° M; (-M-) 8x10° M; (-®-) 10 M. La insercién en (b) muestra la isoterma de unién
correspondiente al sistema CV* con y-CD en D. acuosa a 298 K.

En general, parece ‘que los complejos también estan presentes en los
diferentes medios agua/DMSOQO, ya que se observan cambios espectrales similares a
los anteriormente descritos, excepto para el caso de la y-CD, cuyo comportamiento
en estos disolventes se asemeja mas a las otras cicloamilosas. Tampoco hay
cambios significativos entre los espectros electrénicos de absorcion obtenidos a
diferentes temperaturas.

Como ya se ha comentado, el violeta de genciana se puede considerar como
una especie tridentada, por lo tanto, en presencia de ciclodextrina, existe la
posibilidad de que se una a ella por cualquiera de los tres anillos aromaticos. No
obstante, si se considera el tamafic de la cavidad de la ciclohexamilosa y las
dimensiones del CV*, el complejo de estequiometria 1:1 es el mas probable en
disolucion. Las K, se obtienen a partir de la Ecuacion 5 (Seccidn 8). Los cambios de
absorbancia se han estudiado a 302, 306, 306, 308 y 310 nm, en D. acuosa a pH = 7.5,
25% DMSO, 50% DMSQO, 75% DMSO y DMSO puro, respectivamente. Exceptuando
en el sistema con y-CD, en D. acuosa, a pH 7.5 que los cambios espectrales se han
seguido a 586 nm.

El CV* con o-CD, en DMSO, a 294 K y con y-CD en disolucidén acuosa, a las
cinco temperaturas estudiadas no forma complejos de inciusion del tipo 1:1. La

Ecuacion 5 de la parte experimental, para complejos de estequiometria 1:1, no
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describe adecuadamente el equilibrio de complejacion entre o-CD y el violeta de
genciana, a 294 K. Teniendo en cuenta la forma de la grafica AA vs [a-CD] podemos
deducir la presencia de un complejo 1:2. Probablemente también existe en disolucidn
el complejo 1:1, pero si se considera la presencia de éste, al proponer un modelo
con significado fisico y que ajuste a los resultados experimentales, se encuentra que
su contribucion al andlisis de resultados no es significativa, llevandonos asi a
considerar sclamente el complejo mayoritario, es decir, aquél formado por una
molécula de huésped y dos de anfitrion, el [CV c «-CD,]". (Ecuacion 6, seccidn 8).
Las Figuras 5 (a y b) muestran las isotermas de union para el sistema CV" con
a-CD, en diferentes medios de reaccion, a 298 K y a diferentes temperaturas en
disolucion acuosa, respectivamente. En la Figura 5a podemos ver que la saturacion
se alcanza a menores [«-CD}] en el medio acuoso que en los otros cuatro medios de
reaccién utilizados. De ahi que en este medio encontremos la mayor constante de
interaccién. Por otro lado, cuando las curvas se vuelven asintdticas, en la Figura 5b,

se observa que la K, es mayor a medida que la temperatura aumenta.
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1
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Figura 5: a) isotermas de entace de CV* con ¢z-CD en los cinco diferentes medios de reaccién usados, a
298 K. b) Isotermas de enlace de CV' con o-CD, en D. acuosa, a cinco diferentes temperaturas: (B) (—) D.
acuosa pH = 7.5; (@) (— ) 25% DMSO; (A) (---) 50% DMSO; (V) (-*-*-) 75% DMSO, (#) (-=+-+=-) DMSO.

En otro casc diferente, el cristal violeta con v-CD en disolucicn acuosa, los
cambios espectrales sugieren la presencia de dos tipos de complejos de inclusion,
1:1 y 2:1. En este caso se ha considerado que sélo tiene fugar una reaccidn, una
molécula de huésped entra en [a ciclodextrina por la parte ancha y otra por la parte

estrecha, dando como resultado un dimero dentro de la cavidad, [CV, < y-CD}*. En
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este caso, las K se han obtenido usando la Ecuacidn 7 (Parte experimental,
seccion 8) y la insercidn en 4b muestra la isoterma de unién obtenida a 298 K.

Las constantes de equilibrioc para diferentes ciclodextrinas y CV', en
diferentes medios de reaccidn, a 298 K, se muestran en la Tabla lil. Se puede

observar gue a medida que aumenta la cantidad de DMSO en e! medio de reaccién,

la constante de interaccidén disminuye para los sistemas con o~ y HP-B- CDs. Sin
embargo, para los sistemas con - y y- CDs, se ve que a partir de que el medio de

reaccion tiene 25% de DMSO los valores de las K aumentan.

Medio de reaccién

CDs D. acuosa 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
a~CD 196 + 8 [12£35 9.13 £ 0.08 224+ 06 241 ]
pB-CD 330+ 70 45 + 1 11022 £ 042 150 + 8 240 + 30
y-CD 7.7x107 + 2,1x10’ 10.65 £ 0.37 34+1 120 + 10 127 £ 7
HP-B-CD 180 £ 30 110+ 13 33.12 £ 0.66 29+4 235+0.6

Tabla III: Constantes de equilibrio (1:1:M™ 6 2:1: M? | en negrita) del violeta de genciana con varias CDs en
diferentes medios de reaccion a 298 K, obtenidas por espectroscopia electronica de absorcidn (espectroscopia
directa).

Para obtener los valores de las Kix también se usé el método de solubilidad,
en disolucion acuosa, regutada a pH = 7.5, a 298 K, ademas del método de
espectroscopia directa, se estudiaron los cambios espectrales en 302 nm. En la
Tabla IV se muestran los resultados obtenidos a partir de los correspondientes

diagramas de sclubilidad de fases para las cuatro ciclodextrinas:
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En todos los casos se obtiene un

CDs buffer 7.5 diagrama tipo A, segun la terminologia de

o-CD 160 + 20 Higuchi y Connors®®, lo que significa que

B-CD 350 £ 100 la solubilidad del violeta de genciana

y-CD 2.5x10° £ 0.7x10° aumenta linealmente en funcién de
HP--CD 820 £ 50 la concentracién de ciclodextrina debido a
Tabla 1V: Constantes dc equilibrio (1:1:M™ 6 la formacion de un complejo soluble de

2.1. M en negrita) del violeta de genciana con . . )
varias CDs en buffer acuoso pH 7.5 a 298 K, estequiometria 1:1, excepto con y-CD en

obtenidas por el metodo de solubilidad . donde el complejo presenta estequiometria
2:1. Las constantes de interaccion {Ki.) fueron obtenidas usando las Ecuaciones 2 y
3 (ésta ultima para la y-CD) de la seccion 8.

Se puede ver que los resultados obtenidos por ambos métodos son muy
parecidos, excepto para {a HP-B-CD, lo que hace pensar que probablemente el tipo
de equilibrio alcanzado sea distinto en cada uno de los métodos utilizados, esto ya
ha sido informado para algunos casos® %9,

En general, en todos los sistemas de reaccidn estudiados, consideramos que
el método de obtencidon de constantes es aceptable, ya que la magnitud de los

errores esta dentro de lo informado para este tipo de sistemas™ #4244

6.1.1.2. Espectroscopia de 'H RMN y Mecanica Molecular

Para este trabajo se usaron técnicas de resonancia magnética nuclear, tanto
monodimensional (NOE) como bidimensional (NOESY). El espectro NOESY es un
estudio del Efecto Nuclear Overhauser en dos dimensiones, se genera un mapa de
sefales que representa las interacciones internucleares. Se observan picos
negativos en la diagonal y senales gue indican la interaccién, tanto por distancia,
como por enlace entre los atomos. Una vez determinadas las manchas que se deben
a enlace, se pueden establecer qué interacciones tienen lugar a través del espacio
Un aumento en la intensidad de la interaccion da lugar a un NOE positivo, mientras

que una disminucion en fa misma es un NOE negativo.
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Como ya se ha comentado anteriormente es de gran importancia conocer
dénde se encuentran locaiizados los huéspedes con respecto a la ciclodextrina. Para
ello, se han hecho estudios de NOESY ('H NMR bidimensional), en disolucion
acuosa, a 298 K. El espectro NOESY (Figura 6a) muestra la interacciéon entre los
grupos metilo del CV' y los H(5) y H{(3) de la a-CD. A partir de esto, se puede decir

— - que el CV se asocia cor & a- C D porsu borde ancho, En este ¢aso 1o podemos
hablar de compleje de inclusion, propiamente dicho, sino de una asociacién simple. Ei
estudio de mecanica molecular proporciona la estructura representada en la Figura

6b, 1a cual coincide con los resultados de RMN.
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Figura 6: (a) Espectro NOESY del violeta de genciana con a-CD en D;0, a 298 X y 300 MHz. (b) Estructura
propuesta para ¢l complejo de asociacion de CV' con la ciclohexamilosa. Véase ampliacion en la pagina 175.

En la Figura 7 observamos los resultados del espectro 'H RMN para CV"'
(a), B-CD (b), CV' y B-CD (¢} v la irradiacion {en el espectro (c)) de los protones
del huésped situados a 6.56 p.p.m.(d) y a 7 p.p.m. {e) respectivamente, en D;O a 298
K. Si comparamos el espectro (a) con el espectro (¢) notamos que todas las sefiales
correspondientes a los protones del huésped se desplazan hacia bajo campo.
También, es importante considerar el cambio del H(5) de ia B-CD. En el espectro (b)
esta sefial no aparece, sin embargo al Hievar a cabo la reaccién de complejacién (c),
esta sefal aparece por debajo de {a correspondiente al H(6) del anfitridn.
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Figura 7: Espectros NOE del CV" con B-CD en D;0, 2 298 K y 300 MHz. a) "H RMN del CV", b) 'HRMN de
Ia 8-CD, c) 'H RMN del CV* junto con la B-CD, d) irradiacién de los protones situados en 6.56 p.p.m., ¢)
irradiacion de los protones situados en 7 p.p.m.

Al analizar la Figura 6, se aprecia que
la sefial en 6.56 p.p.m. comesponde al proton
situado en posicion orfo con respecto al grupo
amino del CV". Sin embargo, cuando la p-
CD esta presente, la sefial debida a estos
protones se ve desplazada 0.8 p.p.m. hacia
menores campos (Figura 7c¢). De tal forma
que esta sefial aparece a campos mas hajos
que fa correspondiente a los protones en

Figura 8: Estructura de! complejo formado meta. interpretando los resultados de la

entre CV" y B-CD en D. acuosa.
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espectroscopia de 'H RMN, podemos inferir que existe inferaccién entre los protones en
posicion meta del huésped y los H(5) y H(3) de la B-CD. También, hay interacciones entre
los protones en posicién orfo del CV" y los H(6) y H(5) de la misma. Asi, se puede afirmar
que el huésped esta incluido en la cavidad de la cicloheptamilosa por su borde mas ancho,

uno de los grupos fenilo estd completamente insertado dentro del anfitrién. En la

- 7~ —Figura 8 se observa la estractara obtenida por mecanica molecular y que coincide

con los resultados de resonancia magnética nuclear.

En fa Figura 9 se muestra el espectro de NOESY realizado para CV* con B-CD
en DMSO-d, , a 298 K. El mapa de contornos indica que los grupos hidroxilo del
C(2), parte ancha de la B-CD, y el protén anomérico de la misma manifiestan efecto
NOE con los protones orfo y meta del cristal violeta. También, vemos que existe
interaccion entre el grupo metilo y los protones internos de la cicloamilosa. Asi que
en este disoivente la estructura del compiejo es diferente a ia del compiejo que se
forma en disolucidn acuosa. En DMSO, el CV' esta mas expuesto al medio de

reaccion.

H, H -gr( H OH(3) .06
[
:Q :-3
@ ; [
g n v;u
E : i [
. -4
g R g
] o F =
. . . F
N = s
(-OH2)-0(1))
] s = F ER 2
& o wer |
(-OH(3)-0H(2)) o
{-CHzHy)
j & (-OH(2)}Hp) \. -7
& & (OH2)-Hy) :
3 p-p-m
R f T T I
ppm 7 6 5 4 3

Figura 9: Espectro NOESY para violeta de genciana con B-CD en DMSO-dg., 2 298 K v 300 MHz.
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En la Figura 11a se presenta el
NOESY resultante para el sistema CV* con
v-CD, en D20 a 298 K. Podemos observar la
existencia de interacciones entre los grupos
metilo del violeta de genciana y los H(5),
H(6) y H(3) de Ia cicloamilosa. Este mapa de
contomos sugiere que la especie dimérica esta
en el interior del anfitnién. La Figura 11b muestra
fa estructura de! complejo [CVz < v-CDF.

Figera 10: Estructura del complejo
formado entre OV y 3-CD en DMSO
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Figura 11: (a). Espectroscopia de RMN (NOESY) para cristal violeta con y-CD en D,0, a 298 K y 300 MHz.
(b). Estructura del complejo f[CV, < v-CDJ** obtenida por mecanica molecular. Véase ampliacion en la pagina 176.

Estos resultados apoyan el hecho de la formacion del complejo [CVacy-CDJ
mismo que fue encontrado por espectroscopia electrénica de absorcién en la region
UV-visible (Figura 4b).

Lueck et af”®" propusieron una estructura dimérica del violeta de genciana en
medio acuoso, en la cual las cargas positivas estan lo mas lejos posible entre ellas,
consiguiendo de esta manera la minima repulsién electrostatica. La estructura del
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dimero dentro de ia cicloamilosa, propuesta por nosotros, coincide con la que

plantearon esos autores.

6.1.2. Discusion

6.1.2.1. Efecto de las diferentes ciclodextrinas sobre la complejacion
Fi

En general, el tamario de las ciclodextrinas es un factor muy importante en el
proceso de inclusion. Un caso particular es la HP-B-CD, ya que los grupos
hidroxipropiio tienen libre movimiento y confieren a la cicloheptamilosa diferentes
caracteristicas con respecto a su tamafio. La hidroxipropilacion significa una
extension en la profundidad de la B-CD gue ocasiona un aumento en su caracter
hidrofébico interno®® 7% 2% 2581 Contrario a lo esperado, se encontrd que estos
sustituyentes hidroxipropiio no contribuyen ai aumento de las interacciones con ei
CV", sino que probablemente interfieren con el huésped por impedimento esterico.

En medio acuoso, aparentemente los cambios en los espectros UV-visible son
consistentes con el orden de los valores de las K, y-CD >> B-CD >0-CD >HP-p-CD,
Tabla |Il. Este orden coincide con la relacion de tamafios CV'/CD, lo cual
indica que el tamario de la cavidad, en este estudio en particular, ejerce un grado
sustancial de selectividad. Sélo la y-CD puede acomodar dos moléculas de CV' en
su interior. También, se sustenta esta aseveracion con los resultados obtenidos por
RMN y MM.

En los otros cuatro medios de reaccion parece ser que la relacion de tamaros
no es un factor tan importante, ya que el orden de las constantes de equilibrio no
siguen la misma relacion que en el buffer fosfatos, pH 7.5; entonces, deben ser otros

factores los que influyen mayoritariamente en la complejacién del CV* con las CDs.
6.1.2.2. Efecto del disolvente

A partir de lo comentado en |os antecedentes y a pesar de que no se han
realizado muchos estudios al respecto, podemos considerar que el medio de

reaccién no es algo inerte, sino que juega un papel importante en la complejacién®?.
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Por ello, las reacciones de complejacion se han ilevado a cabo en distintos medios
de reaccion. Se ha elegido el DMSO debido a que presenta las caracteristicas
adecuadas para mantener las condiciones de estudio y no representa una
competencia significativa a la inclusion con los huéspedes. Se han publicado las K,
del DMSO con o-CD y B-CD, las cuales son 0.41 M" y 1.8 M respectivamente!'*® 2%2¥2,

Con el fin de conocer el grado de solvatacién del CV' en los diferentes
disolventes utilizados, se hicieron estudios de solubilidad (Figura 12a), vease seccion
experimental. Esta grafica indica claramente que al aumentar la proporcion de
DMSO en el medio, la interaccion entre el CV” y-el disolvente es mayor, es decir, el

efecto solvofébico disminuye.
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Figura 12: {a). Solubilidad del violeta de genciana en los diferentes medios empleades, a 298 XK. (b).

Dependencia de fa constante de equilibrio con la solubilidad del CV* en el disoivente: o-CD (), 5-CD (@),
v-CD (A) y HP-B-CD (V).

En la Figura 12b vemos que la K, se ve afectada por e! incremento de DMSQ
en el medio de reaccion. Al aumentar la solubilidad del huésped, la K, disminuye
para los sistemas con a-CD y HP-B-CD. En ambos casos sugerimos {a formacion de
complejos de asociacion, es decir, no hay verdadera inclusién del huésped.

A partir de los resultados expuestos en la Figura 12, y suponiendo que la
estructura de los complejos no varia dependiendo del disolvente, consideramos que
los complejos formados entre el CV' y o-CD o HP-3-CD estan estabilizados

principaimente por ei efecto solvofébico.
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Para las otras dos cicloamilosas, el comportamiento es diferente. Los
resultados obtenidos con y-CD en disolucion acuosa, a pH 7.5, no son comparables
con los obtenidos en los otros disolventes, ya que en el primer caso obtenemos un

complejo 2:1, mientras que en el resto son 1:1, probablemente debido al mayor

efecto de solvatacion del huésped en medios menos polares. Considerando que ia
solubilidad del CV* aumenta paralelamente a los valores de las K, en los diferentes
medios de reaccion, podemos sugerir que las fuerzas van der Waals son mas
importantes que el efecto de disolvente. Sin embargo, esto no significa que el efecto
del disolvente sea completamente insignificante. También, para este sistema se
supone que la geometria del complejo formado no varia, siempre que se mantenga
la estequiometria de la especie formada.

Los espectros de RMN realizados para los sistemas con $-CD nos muestran
que la estructura de los complejos en agua y DMSO es diferente. Se sugiere que un
ligero desplazamiento del CV* hacia el exterior de la ciclodextrina tiene lugar cuando
hay una pequefia cantidad de DMSO en el medio, debido principaimente a una
d‘isminucién del efecto solvofobico. Se ha supuesto que la estructura de los
complejos en los diferentes medios que tienen DMSO se mantiene y considerando
los resultados mostrados en la Figura 12b, se puede decir que las principales fuerzas
estabilizadoras de los complejos obtenidos en estas condiciones son las
interaccicnes van der Waals entre huésped y anfitrion.

De todo lo anterior podemos deducir la gran importancia que tienen sobre la
estabilidad de los diferentes compuestos formados, la superficie de contacto entre

huésped y disolvente, y la intensidad de la interaccion entre ellos.
6.1.2.3. Aspectos termodinamicos de la complejacion

Para hacer una mejor discusion sobre las variables termodinamicas
estudiadas, hay que considerar todos los factores participantes en la complejacion.
Caben destacar entre ellos: expulsion de las moléculas de disolvente del interior de
la cavidad, relajacion de la tension del anilio de la cicloamilosa, profundidad de a
inclusion, superficie de contacto, distancia entre la pared de la cavidad y el huesped

y efecto del disolvente.
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Las Tablas i1l y V muestran los parametros termodinamicos (K, AH y AS)

obtenidos para las reacciones de complejacion estudiadas. AH y AS se han obtenido
a partir de las K,, a distintas temperaturas (294, 298, 302, 306 y 310 K), utilizando €l

analisis de van't Hoff** (Figuras 13a y 13b). La Ecuacién 8 (seccién 8) ha sido

aplicada en este analisis.
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Figura 13: Analisis de van't Hoff para ¢l sistema CV” con diversas CDs en disolucién acuosa (a) y en DMSO (b):
a-CD (W) (—), B-CD (@) (- -), y-CD (&) (--) y HP-B-CD (3) (-=-). Los simbolos representan los datos

experimentales y las lineas los ajustes lineales

Parametros termodinamicos

CDs Medtio de reaccion AH (kJ mol-1) AS (J mol-1 K-1)
Disofuciéon acuosa 44,37 £0.08 [84.8 + (.2
o-CD
DMSO -4.20+0.03 12.21 £ 0.01
Disolucién acuosa 14.99 + 0.05 97.5+0.2
3-CD
DMSO -33+2 -63+8
Disolucion acuosa -103 £5 -195 £ 20
y-CD
DMSO 31 +3 -64 +9
Disolucion acuosa 13.45 £ 0.05 88802
HP-B-
CD DMSO 162.75 £ 0.62

40.04 £ 0.17

Tabla V. Pardametros termodinamicos obtenidos para el cristal violeta y diferentes ciclodextrinas en disolucion

acuosa, pH 7.5, y en DMSO.
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Teniendo en cuenta los cinco factores que participan en la complejacion,
podemos discutir los parametros termodinamicos, AS y AH, en base a cada uno de
ellos.

Si las diferencias en el comportamiento termodinamico se debieran al numero

de moléculas de disolvente que se excluyen de la cavidad, esperariamos un AH mas

favorable (mas negativo 0 menos positivo) para los complejos de y-CD que para los
de B y los de HP-B- CDs y ain mas que para los de a-CD. Esto ocurre en disolucion
acuosa, pero si este factor fuera el que determinara si ocurre o no la complejacion,
encontrariamos lo mismo en DMSO; en este disolvente esto no ocurre asi.

Si la liberacion de la tension del aniflo fuera de gran importancia para la
inclusion del CV*, los valores de las K, y de los AH serian mayores para «-CD que
para y-CD y todavia mayores que para § o HP-B- CDs. Sin embargo, nuestros
resultados difieren bastante de la tendencia aqui mencicnada.

Iguaimente, se esperaria que la entropia de complejacion fuera menos
negativa cuanto mayor sea la cavidad de las CDs, ya que asi el movimiento de [os
enlaces glucosidicos estaria menos restringido debido a la penetracion del huésped.
En general, en nuestros sistemas, los valores de AS siguen el siguiente orden: en
disolucion acuosa, v-CD < $-CD < «-CD y en DMSO, B-CD < y-CD < «-CD.
Probablemente este comportamiento se deba a que fa profundidad de la inclusion, la
superficie de contacto y el efecto del disolvente siguen el orden opuestc, como se
encontrd en los estudios espectroscopicos y de mecanica molecular. Sin embargo, el
comportamiento termodinamico de la HP-B-CD con CV*, en DMSO, es diferente al de
las otras tres cicloamilosas. Suponemos que esta relacionado con la profundidad de
su cavidad, las caracteristicas hidrofobicas de las cadenas hidroxipropiladas y la
libertad de movimiento de estos grupos.

Teniendo en cuenta que se supone que la estructura de los complejos con a y
HP-B- CDs se mantiene en los distintos disolventes, no se puede explicar el diferente
comportamiento termodinamico en medio acuoso y en DMSO, debido a las
diferencias en las interacciones entre huésped y anfitridn. Por lo tanto, es necesario
considerar el efecto del disolvente en la complejacion. En ambos medios se

obtuvieron valores tipicos de AH y AS debidos al efecto solvofobico. Para los
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complejos con a-CD, AH y AS son mayores en el caso de la disolucion acuosa y se
debe a que el efecto solvofébico es mas importante en estas condiciones. Como ya
se comprobd (Figura 12a), el CV' esta mas solvaiado en DMSO y el efecto
solvofobico es practicamente abatido.

En cuanto a los complejos de y-CD podemos decir, dada {a magnitud de AH y
AS, que las interacciones mas significativas en el proceso de inclusion son aquellas
resultantes de la unién entre el CV* y la ciclooctamilosa (van der Waals). En medio
acuoso, dos moléculas de huésped se encuentran en el interior de la cavidad de la y-
CD, segun los resultados de RMN y de mecanica molecular, y por ello las fuerzas
que mantienen esa estructura son mas intensas en D. acuosa que en DMSO, donde
hay una sola molécula de CV* incluida. El valor negativo de AH sugiere que las
fuerzas estabilizadoras entre CV" y y-CD son de tipo van der Waals, junto con la
expulsion de las moléculas de agua de la cavidad y la renovacion de la capa de
solvatacion. El valor negativo de AS puede deberse a la restriccidon de la movilidad
de la cicioamilosa y a la falta de rotacidn y/fo traslacién del huésped.

Por parte de la B-CD, sabemos por 'H RMN que el compiejo con CV* en D.
acuosa es estructuralmente distinto al encontrado en DMSO. En el primer caso, en
agua, el comportamiento se parece al de la HP-B-CD y podemos sugerir que la
fuerza estabilizadora de este compuesto es principalmente el efecto solvofdbico. Sin
embargo, en DMSO, el comportamiento de la 8-CD con el CV' es muy parecido al de
fa y-CD y suponemos que las interacciones de van der Waals juegan el papel mas
importante en la estabilizacidon de la especie resuitante de la reaccion.

Adicionaimente, se han comparado los cambios entdlpicos obtenidos
experimentalmente con cada ciclodextrina, en D. acuosa y en DMSO, con los
cambios energéticos totales o de van der Waals obtenidos a través de los calculos
de mecanica molecular. Los valores de AH obtenidos a partir de los estudios
experimentales y tedricos para el caso del DMSO concuerdan perfectamente vy
muestran la siguiente tendencia: HP-B-CD > o-CD > y-CD > $-CD. Sin embargo, esta
concordancia no es tan evidente en D. acuosa. Este comportamiento es légico, ya

que la mecanica molecular no considera la presencia del disolvente y por lo tanto, el
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efecto solvofobico no es tenido en cuenta. Asi, es de esperarse que a menor

importancia del efecto solvofébico, mayor concordancia de resultados.

6.1.2.4. Influencia de la protonacion

ElCV* puede aceptar dos protones en sus dos grupos amino no cargados. El”

esquema | muestra los diferentes equilibrios que pueden ocurrir en la disolucion.

+ HP-B-CD

————

K,
L.

Kl H¥
+Hp-g-cD K

|
Kq || HF

'

Hzcvgtj‘_ﬁp-ﬁ-cs

Esquema |

Absortividad Molar (M- i) x 104

Figura 14: Valoracion espectrofotométrica en D. acuosa, a
298 K, del violeta de genciana solo () y con HP-B-CD (A)
con HCI como acido titulante, los cambios se siguieron a 588
nm. Los simbolos representan los datos experimentales y las
fineas los ajustes lineales

/
HCV2 = -

[CV c HP-B-CD}*

Kai|f H*

J

[HCV c HP-B-CD]*

Kacalf H*
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K, .
=== [H,CV = HP-B-CD]

Para observar la influencia
del pH sobre la complejacion se
llevé a cabo una valoracion
espectrofotométrica, midiendo la
absorbancia a 588 nm, del CV™ y
del CV* con HP-B-CD (Figura 14).
Se determinaron los valores de
pK, correspondientes mediante
las Ecuaciones 9 y 10 deducidas
del esguema | (seccion 8).
Cuando se examinan estas curvas

se aprecia que las formas no

complejadas del violeta de genciana tiene mayores valores de pK, (pK,; = 1.88 =

0.14, pK,, =1.07 + 0.09) que el complejo (pK,; =1.14 + 0.11, pK,., = 0.75 + 0.02).

Esto nos indica que la ciclodexirina estabiliza mas a las formas menos protonadas

del violeta de genciana.
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En el intervalo de pH en el que la molécula de CV' se encuentra en su forma
desprotonada, se obtienen valores mayores de K, Esto probablemente sea debido
a que el caracter hidrofébico de! CV* disminuye con la protonacion. También, se
puede decir que el caracter basico del huésped disminuye con la complejacion, o lo
que es lo mismo, que la cicloamilosa estabiliza preferentemente a las formas menos
ionizadas del violeta de genciana.

Este estudio, a diferentes valores de pH, muestra que todas las formas
ionizadas interaccionan con la HP-8-CD, aunque la monoionizada, CV", interacciona
mas fuertemente.

A partir de estos resuitados se puede aseverar que las interacciones
electrostaticas entre el violeta de genciana y HP-B-CD no cooperan
significativamente en la estabilizacién o la formacién de estos compiejos de

inclusion.

6.1.3. Conclusiones

* La orientacion de la inclusion es probablemente determinada por las
interacciones ion-dipolo entre el violeta de genciana y el disolvente, asi el
huésped penetra en la cavidad de la ciclodexirina por uno de los anillos
bencénicos no cargado.

* [E| tamafic de la cicloamilosa es importante en la complejacién, pero no es el
factor dominante en este estudio de interacciones, ya que la relacion de tamafios
y la magnitud de las constantes no mantienen el mismo orden en todos los
medios de reaccion. Su mayor contribucion se observa en D. acuosa.

* El proceso de inclusion es mayoritariamente gobernado por un factor entropico
(AS > 0) con una mayor o menor importancia dei factor entalpico, por ejemplo, en
el caso de los complejos [CV* < a-CD] en DMSO, en donde AH es negativo y AS
es positivo, ambos parametros son favorables, pero la contribucion entalpica es

mas significativa que la entrépica.
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*+ Respecto al comportamiento con el disolvente, se observan dos tendencias, por
una parte la a y la HP-B- CDs y por otra, la B y la y- CDs. Con las primeras, el
efecto solvofdbico es la principal fuerza estabilizadora en todos los medios de

reaccién, mientras que una mayor importancia de las interacciones de van der

Waals se observa con B-CD y con y-CD, en todos los medios estudiados, a

excepcion de los complejos [CV « B-CDJ" en D. acuosa, que son estabilizados
preferentemente por efecto solvofobico.

+ El efecto de la carga eléctrica del huésped muestra la poca significancia de las
interacciones electrostaticas entre violeta de genciana y la 8-CD hidroxipropilada,
debido a que los complejos mas estables son los de las especies menos

cargadas.



Resultados y discusion (Albendazol) 55

6.2.- ALBENDAZOL

El albendazol (éster metilico del acido carbamico [5-(propiltio)-1H-
benzimidazol-2-il]) es un antihelmintico de amplio espectro (Figura 3, pagina 16),

pertenece al grupo de los bencimidazol carbamatos, ha sido usado frecuentemente

contra helmintiasis intestinales y sistémicas. No obstante st gran uso, presenta

serios problemas de biodisponibilidad, lo que hace que las dosis que se administran
sean excesivamente grandes. No se degrada en condiciones normales de luz,
temperatura y humedad.

Este farmaco tiene dos posibles posici«ones para incluirse dentro de la
ciclodextrina, una por el lado del grupo carbamato y la otra por la parte del grupo
propil tioéter, o bien, podria reaccionar por ambos lados a la vez. Estas

caracteristicas estructurales son adecuadas para ei estudio de las interacciones

intermoleculares entre el Alb y las cicloamilosas.

6.2.1. Resultados

En este caso particulér, no se lograron obtener resultados satisfactorios por
resonancia magnética nuclear, ya que la solubilidad del albendazo! en agua es muy
baja. Se intentaron realizar este tipo de estudios en los otros disolventes utilizados
(25% DMSO, 50% DMSO, 75% DMSO y DMSO puro), pero la sefial del agua
adsorbida por el DMSO cubre las sefales de H-5, H-6 y H-3 correspondientes a las
ciclodextrinas. En el caso det DMSQ, se consiguié obtener el mapa de contornos del
NOESY, pero debido a la debilidad de las sefales no se obtuvieron datos

concluyentes.
6.2.1.1. Espectroscopia electrénica UV-visible
6.2.1.1.1. Caracteristicas del espectro electronico del albendazo/

En los estudios de espectroscopia electronica de absorcion del albendazol

(Alb) en cinco diferentes disolventes y temperaturas, no se observa cambio en la
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forma del espectro. Sin embargo, se aprecia un ligero desplazamiento del maximo
cuando se adiciona DMSO al medio de reaccion, desde 296 nm en D. acuosa, hasta
300 nm en DMSO (cambio batocrémico). También, se observa una disminucion en el
coeficiente de extincibn al aumentar la proporcién del disolvente organico. En
disolucion acuosa, a pH 1.8, se observa un ligero cambio en la forma del espectro,
probablemente debido a la coexistencia de la forma protonada y la neutra en |a

disolucion.

6.2.1.1.2. Constantes de equilibrio de los compuestos formados entre

albendazol y ciclodextrinas.

Los espectros electronicos de absorcion del albendazol en disolucion acuosa
regulada a pH 7.5 y a 298 K, con y sin a-ciclodextrina, presentan un maximo en 296
nm y una forma es similar, pero hay un aumento de intensidad en toda la region
ultravioleta a medida que aumenta la concentracion del anfitrion. Este mismo
comportamiento aparece en los estudios realizados con las otras tres ciclodextrinas y
sugiere que hay interaccion entre el albendazol y las CDs 53259,

En general, pareciera que la reaccion de complejacion también tiene lugar en
los otros medios de reaccion aqui estudiados (25%, 50%, 75% DMSO/agua y DMSO
puro), ya que podemos ver cambios espectrales simitares a los observados en
disolucién acuosa. Sin embargo, no podemos asegurar que las especies formadas
en cada medio sean idénticas.

En disoiuciéfn acuosa y en DMSO se han hecho los estudios a cinco diferentes
temperaturas (294, 298, 302, 306 y 310 K) y los espectros obtenidos no difieren
significativamente de los anteriormente comentados.

Las Figuras 15a y 15b ilustran los cambios observados en el espectro UV-
visible del albendazol, en presencia de diferentes concentraciones de HP-3-CD, a
298 K, en disolucién acuosa regulada a pH 7.5, y la isoterma de union obtenida a

partir de los cambios de absorbancia en 296 nm, respectivamente.
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Figura 15: (a). Espectros electrénicos de absorcion del albendazol ({Alb} = 10 con diferentes concentraciones de
HP-B-CD en disolucion acuosa a 298 K: (—) 0 M; (- =) 107 M; (=) 5x107™ M3 (-=-=-) 107 M; (-oe-++-} 4x10"
M; (-8-) 8x107; (-@-) 10" (b). Isoterma de uni6n para el sistema Alb con HP-B-CD en D. acuosa a 298 K: (W)
datos experimentales, (—) ajuste a fa Ecuacion 5 (seccion 8).

La cavidad de las ciclodextrinas manifiesta algunas propiedades similares a
las de algunos disolventes organicos, entonces el proceso de inclusion puede ser
comparado con los cambios de solvatacion debidos al proceso de transferencia
desde un disolvente polar a otro no polar® 2 Cuando se analizan los espectros
electronicos de absorcion en disolventes de distinta polaridad, se encuentra que las
bandas de absorcion son modificadas por el efecto de los disolventes, estos cambios
se atribuyen a las interacciones soluto-disolvente. Asi, las variaciones espectrales aqui
informadas pueden interpretarse en funcion de la transferencia del albendazol desde la
disolucién a la cavidad de la ciclodextrina.

Existen tres maneras de inclusion posibles para el Alb dentro de las
ciclodextrinas. Sin embargo, a partir de las isotermas de unidn obtenidas para todas
las condiciones y ciclodextrinas estudiadas se observa que la estequiometria del
complejo formado no es 1:2 ([Alb < CD,]), sino que se trata de un complejo 1:1 (fAlb
< CDY]). Por lo tanto para la obtencién de las constantes de equilibrio se ha utilizado

la Ecuacion 5.(véase la seccion 8)1'%7 %258},
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Las Figuras 16a y 16b muestran las isotermas de union para el sistema

albendazol con B-CD, en disolucion acuosa y DMSO, a diferentes temperaturas,

respectivamente. En la Figura 16a podemos ver que los cambios debido a la

temperatura son practicamente imperceptibles, mientras que en la Figura 16b estas

variaciones ya son apreciables, lo cual se refleja en las constantes de estabilidad y

consecuentemente en las otras variables termodindmicas que se presentaran mas

adelante.
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Figura 16: Isotermas de uni6n obtenidas para el sistema Alb (fAlb] = 10®) con B-CD en D. acuosa (a) y en DMSO (b)
a distintas temperaturas: (M) (—) 294 K; (®) (- -) 298 K; (&) (-} 302 K; (W) (=+-+-) 306 K; (@) (-==-++-) 310 K.
Los simbolos corresponden a los resultados experimentales y las lineas a tos ajustes de los mismos a la Ecuacion 5.

En la Figura 17 se pueden ver los
cambios debidos al disolvente utilizado
como medio de reaccién, en el sistema
formado por albendazol y y-CD, a 298 K. Se
han estudiado los cambios de absorbancia
en 296, 298 6 300 nm, dependiendo del
disolvente. Se observa que la saturacién se
alcanza a menores [CD] en disolucidn
acuosa que en los otros cuatro medios de
reaccion utilizados. De ahi que en D.
acuosa se haya determinado el mayor valor
interaccion.  Un

de la constante de

comportamiento semejante se encontrd para
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Figura 17: Isotermas de unién obtenidas para el
sistema Alb (JAlb = 10°]) con y-CD a2 298 K en
diferentes disolventes: (M) (—) D. acuosa, 294 nm;
(®) (- -) 25% DMSO, 298 nm; (A) () 50%
DMSO, 302 nm; (W) (-+-+-) 75% DMSO, 306 nm;
(@) (-++-+-) DMSO, 310 nm. Los simbolos
corresponden a los resuliados experimentales y las
lineas a los ajustes de los mismos a la Ecuacion 5.
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el resto de las cicloamilosas.

Las constantes de equilibrio para el sistema albendazol con diferentes

ciclodextrinas, en diferentes medios de reaccion, a 298 K se muestran en la Tabla Vi.

En general, se observa que a medida que aumenta la cantidad de DMSO en el

medio _de reaccion, la_constante de equilibric disminuye, pero con o-, B-y v-

ciclodextrinas, la constante de estabilidad aumenta en DMSO puro.

Medio de disolucion

CDs D. acuosa 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
a-CD 300 + 80 14+ 9 1015 836 140 + 20
B-Cb 1200 £ 400 22,1 6.2 69t 1 4414 280 2
y-CD 1000 + 200 130+ 10 101 £5 952 300 50
HP-3-CD 2500 + 700 900 + 200 300+ 70 150 £ 20 52+3

Tabla VI: Constantes de interaccion (M'') del albendazol con varias CDs en diferentes medios de reaccion a 298

K, obtenidas por el método de espectroscopia directa.

6.0x10 -5
»
5.0x10 -5 g
- g
4.0x10 -5
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0.0 3 m’_—’—./”‘.
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Figura 18. Diagramas de fase para el Alb con diversas
CDs, en D. acuosa, a 298 K: (H) (—) «-CD; (#) (- =)
B-CD; (A) () ¥vCD; (¥) (-} HP-B-CD. Los
simbolos corresponden a los resultados experimentales y
las lineas a los ajustes de los mismos a la Ecuacion |
(seccion 8).

Ademas del método de
espectroscopia directa para cbtener
los valores de la K, también se us¢
el método de solubilidad en
disolucién acuosa, a 298 K; la Tabla
Vil muestra los resultados
obtenidos y en la Figura 18
aparecen los diagramas de fase
para las cuatro ciclodextrinas. Se
estudiaron los  cambios de
absorbancia en 296 nm.

En todos los casos se

obtiene un diagrama tipo A, segun
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D Kin la terminologia de Higuchi y Connors®'?.
.. lubili
a-CD 237.5+0.3 Esto significa que la solubilidad del
- H7. .0
B-CD 1500 + 100 albendazol en D. acuosa, pH 7.5 (2.08 x
-6 . .
+-CD 910 + 20 10° M) aumenta linealmente en funcién de
. iclodextring. .
HP-B-CD 2600 + 400 la concentracion de ciclodextrina. Ademas,

la pendienfe en todos los casos es menor

Tabla VI1I: Constanies de interaccion del Alb con . .
varias CDs, en D. acuosa, a 298 K, obtenidas por el qU& UNO, lo que indica la formacion de un

it Higuchi . . o
método de Higuchi y Connors complejo de inclusion 1:1 en cada caso,
complejo que aumenta la solubilidad del albendazol. Las constantes de interaccion
(K, fueron obtenidas usando la Ecuacién 1 que aparece en la parte experimental.

A partir de ambos métodos los resultados obtenidos son muy parecidos.

6.2.1.2. Mecanica molecular

Como ya se ha comentado anteriormente, es de gran importancia conocer
donde se encuentran localizadas las moléculas huésped con respecto a la
ciclodextrina, para ello se llevaron a cabo estudios de mecanica molecular, los
cuales nos ayudan a apoyar los datos experimentales y a visualizar las posibles
estructuras de los complejos®® 27,

En este trabajo se han considerado todas las posibles orientaciones de la
molécula huésped con respecto al anfitrion. La geometria se ha optimizado para
varias configuraciones del albendazol con cada ciclodextrina. En el caso de la o-CD,
la energia minima se encontré cuando el grupo tiopropilo y una parie del
bencimidazol por el lado del bencilo del huésped estan incluidos por la parte ancha
de la ciclodextrina (Figura 19a).

Los complejos formados con las ofras tres ciclodextrinas muestran una
estructura muy parecida entre ellos. En los tres casos, el grupo carbamato del
albendazol penetra en la cavidad por la parte de los hidroxilos secundarios. Sin
embargo, la profundidad de la inclusion es distinta (Figuras 19b, 19¢c y 19d); en

particufar, la superficie de contacto entre el albendazol y la HP-8-CD es la mayor.
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Consideramos que la gran magnitud de la constante de interaccién para el complejo
JAIb « HP-B-CD] se debe mayoritariamente a este hecho.

En general, estos resultados apoyan razonablemente a los encontrados por
espectroscopia electrénica de absorcion.

Figura 19 Posibles estructuras de los complejos de inclusion del albendazol con a-CD (a), B-CD (b), v-CD (c) ¥
HP-B-CD (4} obtenidas por estudios de mecanica molecular
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6.2.2. Discusion

6.2.2.1. Efecto de las diferentes ciclodextrinas sobre la complejacion

Como ya se ha comentado anteriormente, el tamario de las ciclodextrinas es
un factor de seleccién en el proceso de inclusion. El diametro y la profundidad de la
cavidad son factores que influyen en la intensidad de la interacciéon entre el
albendazol y las diferentes ciclodextrinas.

Los estudios de espectroscopia electrénica de absorcion no dan la suficiente
informacion para saber qué grupos estan incluidos o interaccionan con el anfitridn,
pero considerando que el comportamiento con cada ciclodexirina es diferente, es
posible sugerir que la estructura det complejo formado, [AlbcCD], es diferente con
cada una de las cicloamilosas.

En medio acuoso los valores de las K., son consistentes con la relacion de
tamanos Alb/CD, en el siguiente orden: HP-3-CD > B-CD > v-CD > «-CD, (Tabla V),
lo cual indica que el tamafio de la cavidad, en el caso particular del Alb, ejerce un
grado sustancial de selectividad. A méas superficie de contacto y mas corta es la
distancia entre la parte incluida del huésped y la cavidad de la ciclodextrinas, mayor
es la interaccién. Asi, se puede decir que el albendazol se ajusta perfectamente en
la cavidad de la p-CD y de la HP-B-CD, preferentemente a ésta dltima ya que el
tamariio del albendazol, desde el CH, del carbamato hasta el grupo CH, del tioéter,
es aproximadamente 14.3 A y se acomoda completamente a lo largo de la B-CD
hidroxipropilada (profundidad 17.2 A). También es importante destacar que la
orientaciéon del Alb en la «-CD es diferente a la encontrada con las otras tres
cicloamilosas (Figura 19), presumiblemente para conseguir mayor interacciéon con el
interior de ia cavidad, dado que es la mas pequefa de todas.

En los otros cuatro medios de reaccién parece ser que la relacién de tamarios
no es un factor determinante, ya que el orden de las constantes de equilibrio no

siguen la misma tendencia que en disolucion acuosa.
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6.2.2.2. Efecto del disolvente

Como ya hemos comentado en los antecedentes, se puede afirmar que el

medio de reaccién no es algo inerte, sino que desempefia un papel importante en la

reaccion de complejacion.

El albendazol es una sustancia con un caracter mayoritariamente hidréfobo, lo

que hace que interaccione débilmente con medios polares y por lo tanto tienda a
buscar un ambiente favorable, lo cual propicia su inclusion total o parcial en la
cavidad apolar de la ciclodextrina. El sentido de la inclusion se debe a la
compensacion entre la interaccion del Alb con el disolvente y la interaccion con la
cavidad del anfitrion, unido a un buen ajuste del huésped dentro de la ciclodextrina.
Hablar en este caso de un momenio dipolar total que gobierne ei sentido de ia
inclusion resulta erréneo, debido a que la deslocalizacion de cargas requiere de un
modelo molecular mas complejo que considerar la molécuia como una simpie
esfera"*1"%,
Con el fin de conocer el grado de solvatacién del Alb en os diferentes
disolventes utilizados, se determinaron los valores de solubilidad a 298 K. Estos
valores indican que al aumentar la proporcion de DMSO en el medio, la interaccion
entre el Alb y el disolvente es mayor, o lo que es lo mismo, el efecto solvofdbico
disminuye (Gréafica insertada en la Figura 20). La Figura 20 muestra como al
aumentar la solubilidad del huésped, incrementando la proporcidn de DMSO en el
medio, la K., disminuye para los sistemas con HP-B-CD. A partir de estos resuitados,
y suponiendo que fa estructura del complejo no varia significativamente debido al
disolvente, se puede proponer que los complejos formados entre el albendazol y HP-
3-CD estan estabilizados principalmente por efecto solvofobico.

Para las ofras tres cicloamilosas, el comportamiento es diferente. Los
resultados son, en general, similares a los anteriores, pero cuando el disolvente es
DMSO puro, la constante de equilibrio aumenta. Considerando que {a solubilidad del
huésped aumenta en forma inversa a la K, en los diferentes medios, podemos
sugerir que el efecto del disolvente en la formacién de los complejos de inclusion es

mas dominante que las interacciones de van der Waals entre el albendazol y las
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ciciodextrinas, lo que no significa que éstas Gltimas interacciones sean nulas.
También, para estos sistemas suponemos que la estructura de los complejos

formados es semejante.
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Figura 20: Variacién de las K, del Alb con o-(), B-(®), v- (A) y HP-[- v

mnt
CDs, en funcion de la composicién del medio. La insercion muestra el aumento de
la solubilidad del Alb al aumentar la proporcién de DMSO, a 298 K.

El cambio en las K, observado en DMSO puro puede interpretarse como un
cambio en la estructura del complejo. Al disminuir considerablemente el efecto
solvofébico hay un reacomodo del albendazol, de tal forma que hay mayor
interaccion de éste con el disolvente.

De todo lo anterior, podemos destacar la importancia que tiene el medio de
reaccion, ya que en estos casos su influencia sobre el equilibrio es equivalente a la

de un tercer componente, que puede favorecer o no, el fenébmeno de inclusion.

6.2.2.3. Otros aspectos termodinamicos

La Tabla Vill muesira otros parametros termodinamicos (AH y AS) obtenidos
para las reacciones de complejacion del Alb con o, B, v y HP-B- CDs. AH y AS se han
obtenido a partir de las K., a distintas temperaturas, (Figuras 21a y 21b), mediante la

ecuacién de van't Hoff, Ecuacioén 8 {parte experimental).
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AH (kJ/mol) AS (J/mol K)
D. acuosa DMSO D. acuosa . DMSO
o-CD -1.91 £ 0.01 35402 41.01 £0.04 1582+ 0.5
g-Ch -0.14 £ 0.01 2032 +£0.03 58.27+0.04 115.2+0.1
y-CD 0.900 £ 0.002 11.7+£0.1 60.24 + 0.01 86703
HP-B-CD -3.41£0.04 31.65 + 0.08 53.07+0.14 138.9+0.3

Tabla VIII: Algunos valores termodindmicos para las reacciones de Alb con varias cicloamilosas en disolucion
acuosa ¥ en DMSO.

A partir de los resultados de la Tabla Vi, se observa una tendencia generai
en todos los casos estudiados, la formacion de los compleios es entropicamente
favorable (AS > 0} y entalpicamente desfavorable (AH > 0) o ligeramente favorable

(AH < 0).
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Figura 21: Graficas de van't Hoff para las reacciones de complejacion entre Alb vy diversas CDs. en
disolucion acuosa (a) y en DMSO (b} o-CD (W) (—), B-CD (@) (—-), y-CD (&) (-} y HP-B-CD (¥} (-=-)
Los simbolos representan los datos experimentales y las lineas los ajustes fineales.

Al analizar la Tabla Vill y las Figuras 21a y b, comprobamos que los cambios
entrépicos y entalpicos son similares en el caso de la D. acuosa, mientras que
mayores variaciones pueden ser observadas en DMSO.

Como ya se asentd con anterioridad, hay varios factores que intervienen en el

proceso de la inclusion: la exclusién de {as moléculas de agua del interior de la

cavidad de cicloamilosa, liberacion de {a tension del anillo de la CD, la profundidad
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de la inclusion del huésped en la CD, la superficie de contacto entre H y CD, la
distancia interna entre ambas moléculas y el efecto del disolvente. Teniendo en
cuanta todos estos factores que influyen sobre el proceso de complejacion, se
pueden interpretar los parametros termodinamicos en base a cada uno de ellos.

Si las diferencias en el comportamiento termodinamico se debieran al numero
de moléculas de agua o DMSO que se excluyen de fa cavidad, se esperaria un AH
mas favorable (mas negativo) para el complejo con y-CD que para los complejos con
By HP-3- CDs y atin mas negativo que para los formados con «-CD. Esto ocurre en
el caso del DMSO, pero si este factor fuera el que define el proceso de complejacion,
encontrariamos o mismo en disolucion acuosa y esto no es cierto.

Si la liberacion de la fension del anillo fuera de gran importancia para la
inclusion, las K, y las AH serian mayores para o-CD que para y-CD y mayores gue
para B o HP-B- CDs. Sin embargo, nuestros resultados difieren bastante de lo
esperado.

Segun Jencks™® cuando se refiere a la relacion entre parametros
termodinamicos e interacciones iniermoleculares, un AH y un AS desfavorables se
asocian con las interacciones van der Waals o interacciones hidrofébicas no
clasicas, mientras que lo opuesto, AS (+) y AH (+) es tipico de interacciones
solvofdbicas clasicas.

Considerando lo anterior, los parametros termodinamicos obtenidos en
disolucion acuosa, regulada a pH 7.5, Tabla VIl, reflegjan la gran importancia del
efecto solvofobico. Esta interaccién es la mas importante fuerza en la estabilidad de
los complejos formados entre el Alb y las CDs, tanto en D. acuosa como en DMSO
puro. El resto de los factores contribuyentes en la complejacién no son tan
importantes en estos casos.

Por otro {ado, se ha supuesto que la estructura de los complejos de Alb con
HP-B-CD se mantiene en los distintos disclventes. Entonces, no podemos explicar
las diferencias en el comportamiento termoedinamico en medio acuoso y en DMSO
por diferencias en las interacciones entre huésped y anfitrion. En estos casos, se
tiene que considerar el efecto del disclvente en la complejacion, en ambos medios

encontramos los AH y AS tipicos debidos al efecto solvofébico.
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También, se han comparado los resultados de AH obtenidos de forma
experimental con los valores de energia total y de energia debida a las interacciones
de van der Waals obtenidos por mecanica molecular. Se encontré que, de forma
similar al caso del violeta de genciana, los datos experimentales y tedricos

correlacionan mejor para el medio de reaccion en el cual el efecto solvofobico es

menos importante, en este caso la D. acuosa. La tendencia de los valores de AH
observada, en D. acuosa, de mayor a menor energia es: v-CD > 3-CD > o-CD > HP-B-

CD, tanto tedrica como experimentaimente.

6.2.2.4. Influencia de la protonacion

Para conocer el efecto de la carga en la complejacién, se ha estudiado el
equilibrio de reaccion entre albendazol y HP-B-CD, en D. acuosa a pH 1.8, usando el
meétodo de solubiiidad.

En la Figura 22 se muestran los espectros de albendazol en disolucion
acuosa, regulada a pH 1.8, solo y con diferentes concentraciones de HP-B-CD, la
insercion muestra el correspondiente diagrama de solubilidad de fase.
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Figura 22: Espectros electrénicos de absorcion det Alb con diversas concentraciones de HP-B-CD, en disolucion
acuosa, a pH 1.8, 2298 K: (—) 0 M, (= =) 107 M, (=) 5x107 M; (====) 107 M; (m2e-) 4x 107 M; {(— —) 8x[0e”
M; (-~ --) 10e? M. La insercion muestra el diagrama de solubitidad de fase obtenido para este sistema.
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En el esquema |i se muestran los posibles equilibrios que tienen lugar a pH
1.8 para el sistema Alb y HP-8-CD. Para obtener la K;, se obtuvo ia Ecuacion 4,

parte experimental.

+ 1 .
Alb = » AlbH
Kal
+ HP-p-CD + HP-B-CD
K, K
+H" .
[Alb = HP-B-CD] [ AlbH = HP-3-CD]
acl
Esquema 1!

A pH 1.8, el albendazol se encuentra al 49.19% como albendazol neutro y al
50.81% como forma protonada (AlbH"). La K, del complejo con la forma cargada es
57.58 M y el valor del pK, varia de 2.8 (albendazol) a 1.14 (albendazol dentro de la
ciclodextrina). Estos datos indican que la complejacion con albendazol neutro es
mayor que con albendazol protonado.

A partir de los datos aqui mostrados se puede afirmar que las interacciones
electrostaticas no son importantes como fuerzas estabilizadoras en el proceso de
complejacién, es decir, el albendazol protonado interfiere con el proceso de

complejacion con la HP-B-CD.

6.2.3. Conclusiones

* |a orientacion de la inclusion estara determinada por un balance de interacciones
entre huésped-ciclodextrina y huésped-disolvente.

* El tamano de las cicloamilosas es importante en la complejacién, particularmente
en D. acuosa, en la que se observa un buen ajuste entre el albendazol y la
cavidad de la B- y la HP-B- CDs, asi como el cambio de orientacion del huésped
dentro de la cicloamilosa para conseguir una mayor estabilidad. Esta tendencia

no es tan clara en los demas medios de reaccion.
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* Los valores positivos de los cambios entropicos sugieren que el proceso de
complejacion esta dominado por el efecto solvofébico, la misma conclusion se
obtiene al analizar el efecto del disolvente.

* El estudio del efecto de la carga sobre la complejacion del albendazol con HP-$-

CD nos revela que la presencia de cargas formales en el huésped desestabiliza
el complejo de inclusién.

* El albendazol unido a la HP-B-CD es la mejor opcidn para mejorar las
caracteristicas de solubilidad de este antihelmintico e indirectamente mejorar la

biodisponibilidad del mismo.
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6.3.- MEBENDAZOL

El mebendazol (metil-5-benzoil-imidazol-2-carbamato), a igual que el

albendazol, es un antihelmintico de amplio espectro perteneciente al grupo de los

bencimidazol carbamatos. El mebendazoi tiene baja solubilidad en medios acuosos,

lo que ocasiona una baja biodisponibilidad a nivel intestinal. Por esta razdn, se usa
principalmente para helmintiasis intestinales, a pesar de su gran actividad contra
algunas helmintiasis sistémicas. También, el Meb provoca trastornos intestinales
cuando se administra por via oral. Es estable en condiciones normales de luz,
temperatura y humedad.

La estructura del mebendazo! (Figura 3, pagina 16) sugiere la posibilidad de
inciuirse en las CDs -por dos sitios, por el grupo carbamato y por el grupo bencenico
y por lo tanto puede dar como resultado de la reaccion tres tipe de complejos: [Meb
< CD,}, [Meb, c CD]y [Meb, c CD], en donde a y b son las dos posibles posiciones

de inclusion del huésped.
6.3.1. Resultados

6.3.1.1. Espectroscopia UV-visibie
6.3.1.1.1. Caracteristicas del espectro electrénico del mebendazol

Muchas sustancias manifiestan el efecto de solvatocromismo, es decir,
cambia su espectro electronico de absorcion al cambiar el disolvente. Este efecto es
debido a las interacciones no especificas (interacciones electrostaticas y fuerzas
intermoleculares mas débiles) entre soluto y disolvente. En el caso particular del
mebendazo!, M. Cignitti y coautores®® investigaron el solvatocromismo de este
compuesto en diferentes disolventes y encontraron que el efecto es muy notorio
principalmente en dos bandas; la primera, en la region comprendida entre 240 y 270
nm, que se atribuye a las transiciones n—n*, varia al cambiar la naturaleza eléctrica

del disolvente, es decir, su constante dieléctrica. La otra banda que se encuentra
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alrededor de 308 se atribuye a las transiciones n—n*, los electrones de no enlace se
localizan sobre fos heteroatomos de {a moiécula.

En nuestros estudios de espectroscopia electronica de absorcion del
mebendazol en diferentes medios de reaccién y a cinco diferentes temperaturas, se
observa que no hay cambios significativos en la forma del espectro. Sin embargo, se
aprecia un ligero desplazamiento hacia mayores longitudes de onda (cambio
batocrémico) al ir aumentando fa proporcion de DMSO del medio de reaccion (va
desde 312 nm a 318 nm). También, observamos que al disminuir la permitividad
eléctrica del medio, es decir aumentar la proporcion de DMSO, aumenta la
absortividad molar, En D. acuosa, a pH 1.8, se distinguen dos bandas, una a 236 nm
y otra a 288 nm, lo cua!l indica que hay una gran proporcién del Meb se encuentra en
su forma protonada (MebH").

Cuando se forma un complejo de inclusion, la molécula huésped cambia su
medio ambiente eléctrico de 78.5, que es el valor de la constante dieléctrica para el
agua®?, o el que corresponda segun el medio de reaccidén empleado, hasta
aproximadamente 3, que es el valor que se ha calculado para el interior de las
ciclodextrinas®. Asi, se podria esperar un cambio en el comportamiento espectral,

semejante al publicado por Cignitti®®, debido al efecto del disolvente.

6.3.1.1.2. Constantes de equilibrio de los compuestos formados entre

mebendazol y ciclodextrinas.

Los espectros electronicos de absorcién del mebendazo!l en D. acuocsa, a 298
K, con y sin ciclodextrinas, muestran maximos de absorbancia a 250 nm y 312 nm.
l.a absorcion se ve incrementada al aumentar la concentracion de cicloamilosa en la
disolucion. A diferencia de algunos otros casos publicados, no se observo
desplazamiento de los maximos con la adicién de la ciclodextrina®®. En el resto de
los disolventes usados como medios de reaccion se advirtié también un aumento de
la absorcién con la concentracion de anfitrién, y en todos los casos, se registrd un
figero desplazamiento hacia menores longitudes de onda. Esto o podemos ver en la
Figura 23, donde se muestran los especiros obtenidos en la mezcla 25%

DMSO/agua con fa y-CD. Todos estos cambios espectrales sugieren que hay
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interaccion entre Meb y CDs en todos
los medios estudiados. No hemos

detectado cambios espectrales

distintos a los anteriores cuando

los estudios se han hecho a diferentes

Figura 23: Espectros electrénicos de absorcién del
mebendazol ((Meb] = 10°) con diferentes concentraciones
de y-CD, en 25% DMS0O, a 298 K: (—) O M; (~ —) 10 M;
(-=-) Sx10™ M; (-o=2-) 107 M; (=sv=2+-} 4x107 M; (-B-)

8x107; (-@-) 102,

temperaturas, en W DMSO " y en la

disolucion acuosa regulada, a pH 7.5.
En las Figuras 24a, 24b, 24c,

24d

incremento de

s&@ muestra como varia el
la absorbancia al

aumentar la concentracion de la

cicloamilosa, se presentan las isotermas de unidn para las cuatro ciciodextrinas, en

diferentes medios de reaccion, a 298 K.
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Figura 24: Isotermas de unidn obtenidas para el sistema Meb con o-CD (a), B-CD (b), y-CD {c) y HP-B-CD
(d) 2 298 K en diferentes disolventes: (M) (—) D. acuosa, A = 250 nm; (®) (- -) 25% DMSO, A =314 nm;
(A) (---} 50% DMSO, & = 316 nm; (W) (=) 75% DMSO, A = 318 nm; () (-++-+=-) DMSO, A = 322 nm, Los
simbolos corresponden a los resultados experimentales y las lineas a los ajustes de los mismos a la Ecuacion 5.
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Los datos se han obtenido a partir de fos cambios de absorbancia en 250,
314, 316, 318 y 322 nm para los estudios en D. acuosa, 25% DMSO, 50% DMSO,
75% DMSO y DMSO, respectivamente. En las Figuras 24 vemos, en general, que la
saturacién se alcanza a menores concentiraciones de CD en el medio acuoso que en
los otros cuatro medios de reaccidn utilizados. De ahi que en D. acucsa se
encuentran las mayores constantes de interaccion con todos los anfitriones
estudiados.

Las graficas anteriores sugieren que el complejo mas probable es aquel de
estequiometria 1:1. La Ecuacién 5 (seccion 8) se ha usado para obtener las K &,

cuyos valores estan expuestos en la Tabla IX:

Medio de disolucién

CDs D. acuosa 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
o-CD 310 15 170 £ 15 703 47+2 47 %1
B-CD 1500 + 200 38070 290 £ 50 36.1 £0.6 900 = 200
y-CD 900 + 300 150 £ 20 i13+8§ 789 11514
HP-3-CD 2000 £ 100 1100 £+ 300 290 £ 50 140 £ 16 55%53

Tabla 1X: Constantes de interaccion (M ) del mebendazo! con varias CDs en diferentes medios de reaccion, a
298 K, obtenidas por el método de espectroscopia directa.

Generalmente, con esta molécula huésped, las K,, disminuyen cuando se
incrementa el porcentaje de DMSO en el medio de reaccion. Con respecto a la
temperatura, la K,,, aumenta al incrementarse ésta, excepto cuando la y-CD participa
como anfitrion (véase la seccidén 6.3.2.3).

Adicionaimente, como en el caso del albendazol, se han obtenido las K, por
el método de solubilidad, éste sblo se ha empleado en la disoluciéon acuosa, regulada

apH 7.5y a 298 K, estudiando los cambios en 250 nm.
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600} Kiat La tabla insertada en la
9.0x10°9 o-CD 150 + 30 v . . .
80x1053 BCD 1500 = 100 '/.- Figura 25 y la figura misma
~ 7.0xlo53 rCp T80 =10 o muestran los valores de las
S ox1os JHPBCD 1800 =300 Y
= TS o constantes de equilibrio
T 5.0xi053 o .
S toxt65 ] . _.—-® _ __ cbtenidos_por este métado y. los.
5} 3 - -
= e il . .
g 3.0x10° 4 o e a diagramas de solubilidad de fase
= 2.0x105 3 T e _ .
Lox10sd wel—T e para las cuatro ciclodextrinas,
0.03 B S Mt L I I ' ' e 2 respectivamente.
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010
[CD] (M) En todos los casos, la

Figura 25: Diagramas de solubilidad de fase del Meb con varias solubilidad del mebendazol (2.6

CDs en disolucién acuosa a 298 K. () (—) o-CD; (@) (— —) 5 .
5-CD; (A) (- -} y-CD: (¥) (-++-) HP-B-CD. Los simbolos x 10° M) aumenta linealmente en

indican los resultados experimentales y las lineas los ajustes funcidon de la concentracion del
lineales.

anfitrion, mostrando siempre una

pendiente por debajo de la unidad. Asi, el diagrama de solubilidad se puede

considerar tipo A, segln la terminologia de Higuchi y Connors. Esto indica que

ocurre ia formacion de un complejo soluble de estequiometria 1:1 en cada caso®*'.

Ademads, hay clara evidencia, como ya se ha comentado en este trabajo, que la

intensidad de la interaccion entre el huésped y el anfitrion dependen del tipo de

molécula anfitriona y consecuentemente también, la magnitud de las constantes de
equilibrig@ 92799,

Es importante hacer notar que las K, determinadas en D. acuosa, a 298 K,

por el método de espectroscopia directa son muy similares a las obtenidas por le

método de solubilidad.
6.3.1.2. Resonancia Magnética Nuclear de protén

Para verificar fa formacidn de los complejos de inclusion y establecer la
ubicacion de las moléculas huéspedes dentro de las ciclodextrinas, se han realizado
estudios de 'H RMN bidimensional (NOESY)' ¥V, Debido a la baja solubilidad del
Meb en D,0, no se han podido llevar a cabo los estudios de RMN en este disolvente.
La Figura 26 muestra el espectro de NOESY del Meb con la y-CD, en DMSO-d, , a 25

°C. La interseccion de picos indica que ios grupos hidroxilo sobre los C2 y C3, borde
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ancho de la y-CD, dan efecto nuclear overhausser con los protones aminicos del
mebendazol. También, observamos que hay interaccién entre el grupo metilo del

huésped y los -OH6 y -H6 de la cicloamilosa.
Un comportamiento similar se observa con la $-CD, en DMSO-d,. A partir de

estos espectros se concluye que una molécula de Meb esta insertada dentro de una
molécuia de y-CD o de B-CD por el lado de los hidroxilos secundarios (parte ancha
de estas CDs), siendo el grupo imidazdlico el que se ajusta en el interior de las CDs,

casi completamente (ver Fig. 27).
El espectro NOESY del Meb con «-CD, en DMSO-d, , muestra que hay

interaccién entre los grupos bencénicos del huésped y los -OH2 y -OH3,
correspondientes a la «-CD. Se puede asi establecer que el mebendazol

interacciona con la ciclohexamilosa por la parte de los hidroxilos secundarios.
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Figura 26: Espectro NOESY para el Meb con y-CD en DMSO-dé, a 298 K y 300 MHz. “A”
corresponde a H6, H3 y H5 de la cicloamilosa.
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6.3.1.3. Mecanica Molecular

Teniendo en cuenta los resultados experimentales, se realizaron calcuios de
mecanica molecular para visualizar las esfructuras mas probables de los complejos.

Se han considerado muchas de las estructuras posibles del mebendazol con

~respecto-alas-cicleamilosas-y-se-han-optimizado-varias-configuraciones-estructurales—

con cada anfitrion. En el caso de la o-CD, se encontré el minimo de energia cuando
el grupo bencilo del Meb se encuentra parcialmente incluido en la cavidad por la
parte mas amplia (Figura 27a). El valor pequefio de la constante de equilibrio (Tabla
IX) se puede explicar en funcion de las débiles interacciones resultantes de la
pequena superficie de contacto entre el anillo bencénico del huésped y la
cicloamilosa.

L os compuestos de inclusidn con las ofras tres ciclodexirinas presentan una
estructura muy similar entre ellos. En los tres casos, el grupo carbamato del Meb
penetra en la cavidad por la parte mas ancha de la CD. Pero la profundidad de la
inclusion es diferente (Figuras 27b, 27¢, y 27d). Se puede observar que en el caso
de la ciclodextrina hidroxipropilada, el area de contacto entre Meb y CD es mayor
que en el resto de los casos. Por lo tanto, el gran valor de la K, para [Meb < HP-§-
CD], se puede explicar facilmente. Las diferencias entre las constantes de
interaccién del Meb, con la B- y la y- CDs (K, v-CD < K., B-CD) se pueden atribuir a
la menor interaccion en el complejo [Meb < v-CD] debido a la mayor distancia que
hay entre el huésped y el anfitridon dentro de la cavidad de la v-CD.

Las estructuras obtenidas por mecanica molecular estan en concordancia con
los resultados de 'H RMN y con las magnitudes de las constantes de interaccion.

Estos resultados son muy parecidos a los obtenidos con el albendazol, este

hecho no es extrafo, ya que ambas moléculas son muy parecidas estructuralmente.
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Figura 27. Estructuras probables de los complejos de inclusién del mebendazol con a-CD, B-CD, v-CD y HP-B-
CD, obtenidas por mecanica molecular.

6.3.2. Discusion

6.3.2.1. Efecto de las diferentes ciclodextrinas sobre la complejacion

Se puede encontrar en la literatura una gran cantidad de estudios relacionados
con la selecfividad que el tamafio de la cavidad de las ciclodextrinas, manifiesta por
los diferentes huéspedes. Sin embargo, su profundidad es en todos los casos igual, a
excepcion de sus derivados, en este trabajo se presenta el efecto de la extension de
la cavidad debido a la presencia de grupos hidroxipropilo en la B-CD®® '™ No
obstante, aparte de las dimensiones de tas CDs, hay otros factores que contribuyen a
las magnitudes de las constantes de estabilidad, aunque es ciero que las
dimensiones de la cavidad juegan un papel relevante en el inicio de ia reaccion de
compiejacion.
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La intensidad de la interaccion entre huésped y anfitrion va a depender de la
relacion de tamafos entre ambos. Teniendo en cuenta las ciclodextrinas empleadas
en este trabajo, se encuentra que la cavidad de la a-CD es demasiado pequena para
ajustar bien al mebendazol, mientras que la y-CD es demasiado grande®. Por otro

lado, la B-CD y sus derivados proporcionan un espacio ideal para un adecuado

ajuste del mebendazol. La HP--CD es un caso especial debido a que los grupos
hidroxipropilo tienen libre movilidad y confieren a la cicloamilosa una mayor
superficie de contacto con la molécula huésped, toda la molécula del mebendazol (la
distancia entre el benceno y el CH; del grupo carbamato es aproximadamente 14.9
A, y cabe perfectamente en ia profunda cavidad de la HP-3-CD).

Considerando la relacién de tamanos entre el Meb y las CDs, el orden de
preferencia por el Meb seria: HP-3-CD > B-CD > y-CD = «-CD. En la Tabla IX se
puede observar que cuando se mantienen fijas las variables: pH, disolvente,
temperatura y huésped, existe variacion en las K,,, lo cual indica que el radio anutar
de la cavidad de las CDs influye sobre la selectividad de la complejacion. Este orden
de preferencia se refleja en las K, obtenidas en D. acuosa y en las mezclas al 25% vy
50% de DMSO, mientras que en 75% de DMSQO y DMSO puro existe discrepancia al
respecto del orden impuesto por la relacion de tamanos, por lo cual sugerimos que

otros factores participan significativamente en la complejacion.
6.3.2.2. Efecto del disolvente

El medio de reaccion es la tercera especie reactiva de nuestros sistemas de
estudio, por lo tanto, son posibles diferentes interacciones, tales como: CD-CD,
CD-Huésped, Huésped-Huésped, CD-Disolvente, Huésped-Disolvente y CD-Huésped-
Disolvente. Teniendo en cuenta que la especie que nos interesa es el complejo de
inclusion entre el huésped y el anfitridn, el sentido de la inclusion viene definida por
el poder de interaccion del mebendazol con el disolvente o con la cicloamilosa. Lo
anterior dependera en gran medida de los cambios en [a esfera de solvatacion de
ambas especies para formar el complejo y de la magnitud de las interacciones con la

cavidad.
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{.a Figura 28 muestra el cambio de las K, con el disolvente y la insercion
exhibe el aumento de solubilidad del Meb at incorporar DMSO al medio, esto nos
dice que la solvatacién en este disolvente organico es mayor que en el agua y

también que el efecto solvofdbico disminuye a medida que disminuye la polaridad del

m@'o de reaccién.
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Figura 28: Variacion de las consiantes de equilibrio del Meb con «-CD (W), B-CD (@), y-CD (A) y HP-B-CD
(¥} en funcién de la composicion del medio, a 298 K. La insercion representa la solubilidad det mebendazol en
los distintos disolventes empleados, a 298 K.

Observamos que, en general, la K, disminuye a medida que aumenta la
proporcion de DMSO en el medio de reaccidon, o lo que es lo mismo cuando
disminuye el efecto solvofdbico. Asi, a partir de estos resultados se puede concluir
que el disoivente rige el proceso de compigjacion del Meb con las cuatro CDs y por lo
tanto sera el efecto solvofébico ia interaccion predominante en estos sistemas de
reaccion.

Para poder comparar entre las fuerzas que predominan con cada
ciclodextrina, debemos considerar que ia estructura de! complejo se mantiene mas o
menos constante, ya que si las variaciones en la superficie de contacto y por lo

tanto, en la esfera de solvatacidn son muy importantes, nuestro sistema se convierie
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en un problema con dos variables, el efecto del disolvente y las interacciones de van
der Waals entre la cavidad y el huésped. Consideramos que los cambios de
tendencia, puntos de inflexion, en cuanto a los cambios de las K, con la proporcion
de DMSO en el medio se deben a cambios mas pronunciados en la estructura del

~ complejo.

6.3.2.3. Otros aspectos termodinamicos

En las Tablas IX y X se muestran algunos parametros termodinamicos (K.,
AH y AS) para las reacciones de complejacion con el mebendazol. AH y AS se han

obtenido a partir del analisis de van’t Hoff (Figuras 29a y 20b) (Ecuacion 8).

AH {kJ/mot) AS (J/mol K)

D. acuosa DMSO D. acuosa DMSO
o-CD 10.98 £0.04 14.47 £ 0.07 84.6+0.1 80.7£02
B-CD 5.10 £ 0.01 15.83 £ 0.03 78.19£0.03 109.95 £ 0.09
y-CD -33.50£0.04 -15.90 + 0.01 -55.3x0.1 13.85 £ 0.02

HP-3-CD 3.85+0.01 29.1z0.1 7638 £0.03 I31.1 £0.3

Tabla X- Algunos valores termodinamicos para la reaccion de complejacion entre mebendazol y varias CDs, en
disolucidn acuosa y en DMSO.

A igual que en el estudio del albendazol, tambien observamos que el proceso
de complejacion es preferentemente gobernado por un factor entrépico. Sélo la
reaccion con y-CD tiene un comportamiento diferente, se observa que en ambos

medios hay una contribucién bastante significativa del factor entalpico.
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Figura 29: Cambio de la K, con la temperatura de los sistemas Meb con ¢-CD (M) (—), 3-CD (@) (- =),
7-CD (&) (--) y HP-B-CD (¥) (-=-) en D. acuosa, pH 7.5 (a) y en DMSO (b). Los simbolos representan
los datos experimentales v 1as lineas los ajustes lineales.
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En las figuras 29a y 29b encontramos mas claramente evidenciado el
comportamiento similar entre a-, - y HP-p- CDs y las diferencias pronunciadas con
lay-CD.

Considerando todos los factores participantes en la complejacion, se pueden
discutir los parametros termodinamicos en relacién a cada uno de ellos. A partir de
estos resultados se deduce que, ni {a diferencia en el numero de moleculas de agua
exciuidas de la cavidad, ni la liberacion de la tensién del anillo son fuerzas
demasiado importantes en el proceso de complejacion del Meb con las CDs. En
concordancia con lo anterior, el cambio entropico mayor (mas positivo) deberia
corresponder a la ciclooctamilosa, ya que su cavidad es la de mayor tamano y por lo
tanto, el movimiento de los anillos glicosidicos estara menos restringido por la
introduccion del mebendazol. Se esperaria que el AH fuera mas favorable (mas
negativo 0 menos positiva) para y-CD que para § y HP-3- CDs y aun mas que para
a-CD, segun el nitmero de moléculas de disolvente que se excluyen de la cavidad.
Sin embargo, es este trabajo se encuentra que en D. acuosa AS varia asi: y-CD <
HP-B-CD = B-CD < a-CD, mientras que en DMSO: y-CD < o-CD < B-CD < HP-$-CD, a
igual que AH.

Considerando que la esfructura de los complejos de inclusion de Meb con HP-B-
CD en ambos disolventes es muy parecida, la diferencia en su comportamiento
termodinamico no se puede explicar por las diferencias en las interacciones
huésped-anfitrion, sino que las contribuciones especificas del disolvente son de gran
importancia. AS y AH positivos son tipicos de las interacciones solvofdbicas clasicas.
También, para la o~ y la - CDs encontramos valores similares de esas variables
termodinamicas, por lo que también en estos sistemas podemos decir que el efecto
del disoivente es la principal fuerza estabilizadora.

A partir del analisis de las K, en funcidn del medio de reaccién, seccion
6.3.2.2., deducimos en el caso de la y-CD que el disolvente ejerce un importante
papel en la complejacion, dado que al disminuir el efecto solvofébico, es decir,
aumentar la interaccidon entre el huésped y el disolvente, la constante de interaccion

disminuye. Sin embargo, las magnitudes de AH y AS son tipicas de interacciones tipo
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van der Waals entre el huésped y la ciclooctamilosa, Jencks denomind a este tipo de

fuerzas como interacciones solvofébicas no clasicas™?.

6.3.2.4. Influencia de la protonacion

Se realizaron estudios de
solubilidad con el mebendazol y HP-
B3-CD, en disolucion acuosa, a pH 1.8;
de este modo la influencia de la carga
sobre el proceso de inclusidon se
puede valorar (Figuras 30ay 30b). En

estas condiciones de reaccién, un

+ +
Meb MebH
+ HP-B-CD + HP-3-CD

K, £

+H ,
{ Meb < HP-B-CD! [MebH < HP-B-CD )
ae !

Esquema lil

98.84% del mebendazol se encuentra protonado. Los equilibrios que pueden tener

fugar en estas condiciones estan indicados en el Esquema 1l
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Figura 30: (a) Espectros electrénicos de absorcion del mebendazol, a 298 K, con diversas concentraciones de
HP-8-CD: (—) 0 M; (= =) 107 M; (===} 5x10* M; (-v-+-) 1077 M; (=+=-=+2) 4x107° M; (H) 8x107° M en
disolucién acuosa pH 1.8 y (b) diagrama de sotubilidad de fases para este sistema.

La constante de interaccién en este medio es 351.5 £ 26.6 M |obtenida a partir

de la Ecuacion 4. El pK, del mebendazol varia de 3.5 a 2.8 (seccion 8) en presencia

de la cicloheptamilosa hidroxipropilada. Estos datos nos indican que la inclusion con

la forma neutra del mebendazol es mucho mayor que con la forma catiénica. Es

decir, la disminucion del caracter hidrofébico del huésped disminuye la capacidad de

union con la cicloamilosa.
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En conclusion, las fuerzas electrostaticas huésped-anfitrion no favorecen la

estabilizacion del complejo entre el Meb y la HP-3-CD.

6.3.3. Conclusiones

* A igual que el albendazol, la orientacion del huésped dentro de la cavidad de la
ciclodextrina viene definida por su capacidad de interacciéon con el disolvente o
con el interior de las CDs.

x= La relacion de tamanos es significativa para el proceso de inclusion, al igual que
con el albendazol, se observa que el mayor ajuste tiene lugar con la B- y la HP-B-
CDs y que los complejos con a-CD varian su estructura, con respecto a los otros,
para conseguir una mayor estabilidad. Este efecto es mas notorio en D. acuosa
que en ei resto de los medios de reaccidn considerados.

* lLa estabilidad de los complejos de inclusién formados entre el Meb y las
diferentes ciclodextrinas depende fundamentalmente del efecto solvofobico. Esto
se refleja, en general, a través de los valores positivos de AS y a partir de las
tendencias observadas al estudiar el cambio de la K, en funcidn de la
composicién del medio de reaccion. Este mismo comportamiento fue observado
en el caso del albendazol.

* También, el efecto de la carga sobre el mebendazol es semejante al
comportamiento observado con el albendazol, es decir, la protonacién del

huésped desestabiliza el complejo.



Resultados y discusion (Tiabendazol) 84

6.4. TITABENDAZOL

El tiabendazol (2-(4-tiazolil) bencimidazol) es un antihelmintico de la familia de

los bencimidazoles, se absorbe rapidamente por via oral, pero produce efectos

_adversos como vémitos. Es estable a condiciones normales de humedad y

temperatura y es ligeramente inestable a la luz. En disolucion acuosa, €l tiabendazol
es mas soluble y se disuelve mas rapidamente que el albendazol y el mebendazol,
aunque se considera casi insoluble en agua.

Debido a su semejanza estructural con los otros dos bencimidazoles
previamente mencionados (Figura 3, pagina 16), es una molécula adecuada para
estudiar comparativamente las fuerzas intermoleculares con ciclodextrinas. A igual
que el Alb y el Meb, tiene dos posibles zonas de interaccion con las CDs, la parte

hencimidazdlica y el anillo tiazdlico,
6.4.1. Resultados

6.4.1.1. Espectroscopia UV-visible

6.4.1.1.1. Caracteristicas def espectro electrénico

Para llevar a cabo la mayor parte de los estudios de complejacion hemos
usado espectroscopia electronica de absorcion en ia regién del ultravioleta®?. Los
cambios observados en estos espectros nos sirven para obtener las K, en cada
medio de reaccion y a cada temperatura estudiados. Antes de comenzar la discusién
de los resultados es necesario analizar como varian los espectros electronicos de
absorcidon dependiendo del disclvente y de la temperatura. Especialmente las
diferencias van a deberse a las interacciones entre soluto y disolvente que van a
conferir diferentes caracteristicas de polaridad a la molécula en el estado excitado,
asi como cambios en la simetria de los orbitales, lo cual nos va a llevar a cambios en
el espectro, ya sean de intensidad o de la posicién de su maximo de absorcion®?,

En el caso del tiabendazol, observamos una disminucion en el coeficiente de

extincion, a medida que aumenta la proporcién de DMSO en el medio. También, se
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observa un ligero desplazamiento del maximo de absorbancia desde 298 nm, en
disolucion acuosa pura, a 300 nm en Ja mezcla al 25% de DMSO, 302 nm en 50% y
75% y finalmente 304 nm en DMSO al 100%. En todos los disolventes también se
aprecia un hombro que sufre un desplazamiento batocrémico, desde 312 nm (en la
disolucién acuosa regulada a pH 7.5) hasta 318 nm en DMSO.

En disolucién acuosa, regulada a pH 1.8, aparecen dos maximos de
absorcion, uno en 244 nm y otro en 302 nm, con un pequefio hombro en 318 nm. La
forma del espectro es muy similar a la comentada hasta ahora, pero los coeficientes
de extinciébn aumentan considerablemente. En estas condiciones, un 99.87% de!
total del tiabendazol se encuentra en forma protonada, asi que el espectro
observado pertenece a la forma catiénica, TiabH™.

La forma de los espectros se mantiene en todos los medios de reaccidn y a

todas las temperaturas estudiadas.

6.4.1.1.2. Constantes de equilibrio de los compuestos formados entre

tiabendazol y ciclodextrinas.

En la Figura 31 se muestran los espectros correspondientes al tiabendazol
puro y con diferentes concentraciones de f$-CD en los cinco medios de reacciéon

estudiados, a 298 K (buffer acuoso a pH 7.5, DMSO y las mezclas de ambos al 29,
50 y 75%).
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o Figura 31: Espectros electrénicos de
absorcion del tiabendazol ([Tiab] = 10™)
con diferentes concentraciones de B-CD,
a298 K: (—) 0O M; (- =) 167 M, (---)
SX10% M (-o=r=) 107 M, (-os-er-) 4x107F
M; (-B-) 8x10° M; (-®-) 102 M en
disolucion acuosa (a); 25% DMSO (b},
50% DMSO (c); 75% DMSO (d)y ¥
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Como vemos en las figuras anteriores, la absorcion aumenta en toda la region
ultravioleta, al ir aumentando la concentracion de la B-CD. Esto ocurre en cualquiera
de los cinco medios de reaccién estudiados. Para las otras tres ciclodextrinas, y a
diferentes temperaturas, el comportamiento es bastante parecido. Como ya se ha
mencionado en los casos anteriores, estas variaciones espectrales se atribuyen a las

interacciones entre el tiabendazol y cada una de las ciclodextrinas®*™.

Como ya se ha comentado, el tiabendazol tiene la opcion de formar complejos
1:2. Sin embargo, la probabilidad de formacidon de un complejo de esta

estequiometria es muy baja, como se puede deducir a partir de los resultados

obtenidos en la isotermas de union (Figura 32).
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Figura 32: Isotermas de unién obtenidas para los sistemas Tiab {[Tiab] = 10%) con HP-B-CD en D, acuosa, pH 7.5 (a)
y en DMSO (b) a distintas temperaturas: (W) (—) 294 K; (®) (— —) 298 K; (A) () 302 K; (W) (=-=-) 306 K; (#) (-+>-++-)
310 K. Los simbolos corresponden a los resultados experimentales y las lineas a los ajustes de los mismos a ia Ecuacion 5
(seccion 8).

En la Figura 32 se muestran los cambios de absorbancia en presencia de
diferentes concentraciones de HP-B-CD, en disolucion acuosa y DMSO. En la grafica
(a) vemos como disminuye la constante de equilibrio con la temperatura, mientras

que lo contrario puede sugerirse en DMSO. A igual gue también resulta evidente la

mayoer magnitud de las K,

0.104~—® D acuosa . . .
A A po en el medio organico.
0.08 0.03 ‘En la Figura 33, los
0.06 cambios en la compiejacion
p 0.02
0.04 > debidos al disolvente son
0.0t .

0.02 reflejados en las
0.00 0.00 variaciones del incremento

0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 de absorbancia con la

[o-CD] (M) )
concentracion de CD. Los

Figura 33: Isotermas de union obtenidas para el sistema Tiab
([Tiab] = 10%)con o-CD a 298 K en diferentes disolventes: (B) {—)
D. acuosa, A = 298 nm; (@) (- -) 25% DMSO, A = 300 nm; (&) :

() 50% DMSO, & = 302 nm; (W) (+-~) 75% DMSO, 2. = 302 an seguido a 238, 300,
am; (@) (--+-++-) DMSO, A = 304 nm. Los simbolos corresponden 302, 302 y 304 nm en D.

a los resultados experimentales y las lineas a los ajustes de los
mismos a la Ecuacion 3. acuosa, 25%, 50%, 75% y

cambios de absorbancia se

DMSO, respectivamente.
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La mayor pendiente se observa en la curva de la mezcla at 50%, lo que indica el

mayor valor de la constante de equilibrio en este medio.

A partir de las isotermas de union de ta Figura

las K., que se exponen en la Tabla Xi.

Medio de disolucion

33, se obtienen los valores de

CDs D. acuosa 25% DMSO  50%DMSO  75% DMSO DMSO
a-CD 23.7+0.5 40 + | 143+ 5 502 46 + 4
B-CD 49+ 3 167 304+ 7 400 + 40 1200 £ 300
v-CD 383+4 54309 190 £ 20 130 £ 10 00 £ 20
HP-3-CD fle+7 168+ 6 186 = 7 310+ 30 2500 £ 600

Tabia XI: Constantes de interaccién (M) de tiabendazo!l con varias CDs en diferentes medios de reaccion, a 298

K, los resultados fueron obtenidos por espectroscopia directa.

Ademas del método de espectroscopia directa
K

nty

0.00045 -

0.00040

0.000354

0.00030
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Figura 34. Diagramas de solubilidad de fase del tiabendazol y
varias CDs en disolucidén acuosa a 25 °C: B, o-CD; @ H-CD; A
y-CD; ¥ HP-B-CD. Las K, se han obtenido utilizando la
Ecuacion 1 (seccidn 8).

para obtener la magnitud de la

también, se usd el método de solubilidad en D. acuosa a 298 K.

A igual que en los
capitulos anteriores, los
diagramas de solubilidad de
fase para las cuatro
ciclodexirinas en D. acuosa, a
298 K, muestran una
tendencia lineal tipo A, segun
la terminologia de Higuchi y
Connors, lo que indica la
formacion de un complejo 1:1
mas soluble que el huésped
s0lo (2.26x10™ M) (Figura 34).
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A partir de ambos métodos encontramos concordancia en los valores de las

constanies de equilibrio.

6.4.1.2. Resonancia magnética nuclear

Para el tiabendazol, los estudios de 'H RMN (NOESY) unicamente se han
hecho en DMSO-d,, debido a la baja solubilidad de esta molécula huésped en
disolucién acuosa. A partir de los mapas de contornos podremos verificar la
formacion de los complejos y tener una idea sobre la estructura de los complejos
formados en disolucién. La Figura 35 muestra el espectro de NOESY del tiabendazo!
con la o-CD, en DMSO-d, , a 298 K. La interseccion de picos indica gue los grupos
hidroxilo sobre los C2 y C3, parte ancha de la a-CD, dan una débil sefal NOE con
los protones det anillo tiazdlico y se registra un efecto mayor con los protones sobre
el benceno del grupo bencimidazdlico. Con estos ultimos también se observa una
ligera interaccion con los H3 del interior de la ciclohexamilosa. Es decir, el grupo
bencimidazdlico del tiabendazol penetra a la ¢-CD por su lado mas ancho.

El mismo tipo de estudios se hicieron con los sistemas de reaccion formados
por Tiab con cicloheptamilosa y con ciclooctamilosa. Un comportamiento muy
parecido al de la «-CD es manifestado por la y-CD; asi, la estructura de esios
complejos debe ser similar a los [Tiab < a-CD]. Mientras que con la $-CD, sélo
interacciona el grupo tiazélico del huésped con los grupos externos, OH3, OH2 y H1,
de la ciclodextrina. A partir de lo anterior, se deduce que la profundidad de la
inclusién con este anfitrién es menor que en los casos anteriores y el sentido de la

inclusion es a la inversa.
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Figura 35. Espectro NOESY del tiabendazol con a-CD en DMSO-d; ,, a 298K y 300 MHz. Donde “a™
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“h” es H(1), “i” es OH(6) y “J” es H(2), H(4), H(3), H(5), H(6).
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6.4.1.3. Mecanica Molecular

Para visualizar las estructuras mas probables de los complejos formados en
disolucion, hemos realizado estudios de mecanica moiecular.

Considerando las posibles estructuras del tiabendazol con las cuatro
diferentes cicloamilosas, se han optimizado todas y cada una de ellas con el fin de
obtener la configuracion a la cual corresponde el minimo de energia.

Las Figuras 36a y 36c muestran las estructuras mas probables de los
complejos de inciusion con a- y B-CD, las cuales no concuerdan con los resultados
de '"H RMN (NOESY), Figuras 36b y 36d. Es de destacar este hecho, ya que como
se ha comentado previamente, los calculos de mecanica molecular no tienen en
consideracién el efecto solvofdbico y en esta molécula en particular, el grupo
tiazdlico tiene un caracter marcadamente solvofilico que le hace interaccionar
fuertemente con el disolvente. Esta caracteristica no es contemplada en este método
de calculo y por lo tanto en algunas ocasiones produce este tipo de error. A pesar de
esta limitante, el sentido de la inclusién coincide perfectamente con los resultados

observados por resonancia magnetica nuclear.
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>9

Figura 36. Estructuras caiculadas por mecanica molecular para Jos sistemas de tiabendazol y las
ciclodextrinas. {g) ¢-CD v (¢} B-CD; vy estructuras obtenidas a partir de RMN para los mismos sisternas.
(b) a-CDy (d) B-CD.
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6.4.2. Discusion

6.4.2.1. Efecto de las diferentes ciclodextrinas sobre la complejacion

Como cabe esperar, el didmetro de la cavidad de las diferentes cicloamilosas
es un primer factor que influye en la seleccién por el huésped y por lo tanto, va a
actuar sobre la estabilidad de la especie formada™® **. La HP-B-CD tiene mayor
profundidad que las otras tres cicloamilosas, esto va a propiciar un mejor ajuste con
el Tiab debido a una mayor superficie de contacto entre ellos y también, una mayor
posibilidad de union debido a la libre movilidad de sus grupos hidroxipropilados que
confieren a la cavidad una mayor amplitud®?.

En cuanto a la relacidon de tamarnios se refiere, se espera que la HP-B-CD
acomode perfectamenie al tiabendazol, debido a las dimensiones de su cavidad. La
siguiente cicloamilosa que tiene mayor afinidad por el tiabendazol es la B-CD,
seguida por la y- y finalmente por la o~ CDs. Considerando en todos los casos que la
inclusion ocurriera por el lado de los hidroxilos secundarios y por el grupo
bencimidazdlico del huésped. Sin embargo, por estudios de RMN y mecanica
molecular se concce que no con las cuatro ciclodextrinas la inclusién ocurre
siguiendo el mismo sentido, sino que hay un reacomodo en funcién de los otros
factores involucrados (efecto del disolvente y superficie de contacto enire el huésped

y el anfitrién).
6.4.2.2. Efecto del disolvente

El proceso de inclusion depende de la competencia entre la ciclodextrina y el
disolvente por el huésped. El sentido de la inclusion sera diferente subordinado a la
interaccion entre el tiabendazol y los diferentes medios de reaccién utilizados, y a la

magnitud de las fuerzas entre este antihelmintico y las diferentes cicloamilosas.
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En la Figura 37 se
1 - observa la variacion de la
0.6 solubilidad del -tiabendazol con
el disolvente. Al aumentar el

caracter hidrofdbico del medio

0.2 también aumenta la solubilidad,
] del tiabendazol, lo que indica
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} A 0 P o 100 que la solvatacion huésped
% de DMSO es mayor a medida que aumenta

Figura 37: Solubilidad del tiabendazol en diferentes  la proporcion de DMSQO en el
disolventes, a 298 K. ) )
medio. Se puede decir que el
efecto solvofébico disminuye también en ese orden.
En las Figuras 38a y 38b se ve como cambian los valores de las Ky

dependiendo del disolvente en el que tenga lugar la reaccion.
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Figura 38: Variacién de las constantes de equilibrio del Tiab con o-CD (®), B-CD (@), y-CD (A) vy
HP-8-CD (W) en funcion de la composicidn del medio, a 298 K.
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Se manifiestan dos diferentes comportamientos en las graficas de la Figura
38, a- y yv- CDs exhiben una tendencia comuin, mientras que $- y HP-B- CDs
muestran otra inclinacién. Para los complejos formados por Tiab y o~ o y- CDs,
vemos un cambio en el comportamiento de las Ky, a partir de la mezcla al 50% de
DMSO. En la primera parte de la gréafica se muestra como las Kix aumentan a la vez
que {a proporcion de DMSO, o lo que es lo mismo, a la vez que la solubilidad del
tiabendazol y por lo tanto en sentido opuesto al efecto solvofébico. Mientras que en
la segunda parte de esa misma gréfica, las constantes disminuyen al aumentar ia
cantidad de DMSO en el medio. A partir de estos resultados se puede decir que el
disolvente rige el proceso de complejacion en la segunda porcién de la curva,
mientras que en la primera parte las interacciones van der Waals entre huésped y
anfitrién superan los cambios debidos al disolvente.

Para los complejos formados con el Tiab y ia - o la HP-3- CDs, un aumento
de la Ky con la disminucion del efecto solvofdbico sugiere la mayor intensidad de las
interacciones huésped-anfitrién.

Es razonable suponer que la estructura de los complejos de inclusién se
mantiene invariable, a pesar del cambio de medio, Unicamente cuando una inflexion
aparece en las graficas, se presume que se debe a un cambio en la estructura del
complejo.

Por lo tanto, se puede considerar al disolvente como el tercer componente de
la reaccidn, ya que su papel es de gran importancia en la formacion de complejos
[Tiab < CD].

6.4.2.3. Otros aspectos termodinamicos

A partir de los valores de Ky, AH y AS de complejacion del Tiab con las cuatro
CDs, se puede lievar a cabo un analisis de las interacciones intermoleculares que
gobiernan las reacciones de formacion de esos complejos de inclusién. La constante
de estabilidad depende del grado de interaccion entre las especies reactivas y los
cambios entalpicos y entropicos pueden ayudarnos a dilucidar las fuerzas

involucradas en la reaccion™®.
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La Tabla XH exhibe estos parametros termodinamicos para las reacciones de

complejacion con el tiabendazol.

AH (kJ/mol) AS (J/mol K)
D. acuosa DMSO D. acuosa DMSO
a-CD 39.6+£ 0.1 -29.06 = 0.04 158.4+ 0.4 -65.3 % 0.1
B-CD -34.36 £0.03 8.5710.03 -83.2+0.1 88.2+0.1
y-CD 46.46 £ 0.05 862102 186.6 £ 0.2 3289106
HP-$-CD -32.71 £ 0.09 -6.86 +£0.03 -70.8 +0.3 4192 £0.09

Tabla XII: Algunos valores termodinimicos para la reaccion de complejacién entre tiabendazol y varias CDs, en
disolucion acuosa y en DMSO.

Los valores de AH y AS se han obtenido a partir de ia variacion de ia constante

de interaccidon con respecto a la temperatura (Figura 39) siquiendo la Ecuacion 8
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" 0.00325 000330 000335 0.00340
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Figura 39: Constantes de equilibrio en funcion de la temperatura para los sistemas Tiab con a-CD (®) (—), 8-CD
{®) (- -), v-CD (&) (--) y HP-B-CD (¥) (-»-) en D. acuosa (a) y en DMSO (b). Los simbelos representan los datos

experimentales y las lineas los ajustes lineales

En D. acuosa se aprecian dos comportamientos diferentes, por un {ado a- y y-
CDs presentan valores favorables de entropia (AS > 0) y desfavorables de entalpia
(AH > 0), mientras que B- y HP-8- CDs muestran valores desfavorables de entropia
(AS < 0) y favorables de entalpia (AH < 0). Asi, se puede decir que las interacciones

huésped-anfitrion del tipo van der Waals son las responsables de la formacion de

'0.00325 000330 0.00335 0.00340
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los complejos de Tiab con las p- y HP-§- CDs & ' 173 27

. Sin embargo, la
formacién de los complejos del tiabendazol con las a- y y- CDs, segin estos
parametros termodinamicos, esta regida por el efecto solvofobico.

Por otra parte, en DMSQ, la formacion del compiejo [Tiab < o-CD] involucra
un factor entrépico desfavorable y lo contrario ocurre con el factor entalpico
(interacciones van der Waals), cuando seguin el efecto del disolvente parece que la
mayor fuerza estabilizadora es el efecto solvofébico, esto se puede explicar como
efecto solvofébico no clasico. También, el compiejo [Tiab < y-CD] es estabilizado por
el efecto solvofobico, en este caso los valores de AH y AS son positivos. Por otfro
lado, el complejo con la HP-B-CD muestra valores de AH y AS favorables (AH <Oy
AS > 0); lo cual indica que existe una contribucion notoria del efecto solvofébico y de
las interacciones de van der Waals. En el caso de la 8-CD, los valores de AH y AS
son caracteristicos del efecto solvofobico.

Para los complejos de tiabendazol, de acuerdo a las discusiones hechas para
las moléculas huésped analizadas previamente y comparando los resultados
obtenidos para este huésped, se puede decir que aunque la liberacidn de la tension
del anillo y la exclusién de las moléculas de agua son factores participantes en la

compiejacion del Tiab, no son los dominantes.

6.4.2.4. Influencia de la protonacién

Para conocer el efecto de la carga en el proceso de complejacidon de!
tiabendazol con HP-3-CD, se determinaron los valores de la Ky €n disolucién acusa,
regulada a pH 1.8, por medio del método de Higuchi y Connors, usando la Ecuacion
4 (seccion 8). Bajo estas condiciones, un 99.87% del huésped se encuentra en su
forma protonada. Los equilibrios que en este sistema pueden ocurrir son semejantes
a los que ya se han mostrado para otros huéspedes como el albendazol o el
mebendazol. También el mismo modelo ha sido utilizado para obtener la constante
de equilibrio de |la forma cargada.

La K, del complejo [TiabH" < HP-B-CD} es 7.80 + 0.87, mas de 10 veces

menor que la de [Tiab < HP--CD]J. Esto nos indica que las ciclodextrinas tienen mayor
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afinidad por especies neutras. La carga de las especies en disolucion aumenta la
capacidad de interaccion con los disolventes polares y muy probablemente este es un
factor que desfavorece la complejacién. También se observa variacion en los valores
del pK, del huésped, de 4.7 en su forma no incluida, a 3.68 en su forma acomplejada,

—— ——lo gque nos sefiala que la cicloamilosa disminuye la basicidad del tiabendazol o loque
es lo mismo que estabiliza mas eficientemente a la forma neutra que a la forma
protonada.,

Por lo anterior se puede concluir que en este estudio en particular, la carga es
un factor desfavorable para el proceso de inclusién y por lo tanto, las fuerzas
electrostaticas no favorecen la interaccion con la cavidad apolar de las CDs, sino con

el disolvente.

* Se obtuvieron los valores de las K, en todos los medios de reaccion estudiados,
a 298 K y también, se determinaron en DMSO y D. acuosa a cinco diferentes
temperaturas. Ademas, también se obtuvo informacion estructural por RMN,
mientras que fos resultados obtenidos por MM no fueron concluyentes.

* A partir de los resultados obtenidos por RMN y MM se encontré que la orientacién
del Tiab dentro de la cavidad difiere entre u- y y- CDs con respecto a B- y HP-8-
CDs. Por lo tanto, se demuestra que el tamafio de la cavidad, junto con la
interaccién con el disolvente determinan el sentido de la inclusién. También, las
ciclodextrinas que muestran mayor superficie de contacto con el huésped, Y- Y
HP-- CDs, presentan valores de K, mayores que las obtenidas con «- y p- CDs,
esto ocurre en todos los medios estudiados y por lo tanto se deduce la
importancia del tamano en este estudio.

* A partir del estudio de fa influencia del medio de reaccién, se distinguen dos
tendencias claras, los complejos de a- y y- CDs por un lado y los de f- y HP-p-
CDs por otro. En el primer caso un cambio de comportamiento es observado a
partir de que el medio tiene 50% de DMSO o mas. Este cambio de tendencias se

asocia con variaciones estructurales de los complejos formados, a las cuales se
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debe que en unos casos sean las interacciones van der Waals y en otros el
efecto solvofobico, las fuerzas. que estabilizan primordiaimente a la especie
formada. Para el segundo grupo, existe una tendencia ascendente de las K,
conforme aumenta la proporcién de DMSO en el medio; este es un clarc indicio
de la mayor participacion de las interacciones van der Waals entre el Tiab y la B-
y HP-B- CDs en la reaccién. Similar comportamiento es observado a partir de los
resultados de AH y AS. A pesar de la semejanza estructural que existe entre el
Alb, el Meb vy el Tiab, para este uitimo no se ha encontrado un comportamiento
similar.

La ionizacion de la molécula huésped desfavorece e! proceso de inclusion. Esto

ocurre también en los huéspedes previamente comentados, CV’, Alby Meb.
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6.5.- PRAZIQUANTEL

El praziguantel (2-(Ciclohexilcarbonil)-1, , 3, 6, 7, 11b-hexahidro-4H-pirazinof
[2, 1-a} isoquinofin-4-uno) es un antihelmintico relativamente nuevo. A igual que

algunos de los huéspedes analizados con anterioridad tiene baja solubilidad en

medios acuosos, debido a lo cual no es muy efectivo para helmintiasis sistémicas. Al
administrarlo via oral provoca dolor abdominal.

Al analizar la estructura del praziquantel (Figura 3, pagina 16), se puede
pensar en la posibilidad de la interaccidbn con la ciclodextrina por dos sitios
diferentes, por el anillo ciclohexano o por el fenilo, o bien por ambos a la vez, lo que

originaria un complejo de estequiometria 1:2.

6.5.1. Resultados

A pesar de la importancia de los estudios de RMN para determinar la
estructura mas probable de los complejos de inclusién en disolucidon, no se pudo
obtener informacion a partir de esta espectroscopia, debido a la baja solubilidad del
praziquantel en D,O. En los otros medios de reaccion utilizados, el agua adsorbida al

DMSO cubre las sefales de mayor interés en los espectros de 'H RMN.

6.5.1.1. Espectroscopia UV-visible

6.5.1.1.1. Caracteristicas del espectro electronico del praziquantel

Para la determinacion de los valores de las K., se han utilizado dos métodos
basados en cambios en el espectro electrénico de absorcion del praziquantel en la
region ultravioleta. Por ello, es de gran importancia conocer las caracteristicas del
mismo en ausencia de las ciclodextrinas, a distintas temperaturas y en los diferentes
medios estudiados.

En el espectro del praziquantel se observa la tipica banda ancha de
absorcién, la cual tiene varios picos simulando maximos, este tipo de bandas

aparecen debido a transiciones vibracionales (véase la Figura 40). Los méaximos se
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encuentran a 264 y 270 nm en disolucién acuosa, regulada a pH 7.5, cuando se
incrementa el porcentaje de DMSO en el medio de reaccion, la forma del espectro se
mantiene, pero hay un ligero desplazamiento de los maximos hacia mayores
longitudes de onda (se mantiene en 264 nm hasta que el disolvente es DMSO puro y
este pico aparece en 266 nm y el segundo maximo se desplaza hasta 274 nm). Por
otro lado, el coeficiente de extincion disminuye al incrementarse la proporcion de

DMSO.

6.5.1.1.2. Constantes de equilibrio de los compuestos formados entre

praziquantel y ciclodextrinas.

E! comportamiento espectroscopico del praziquantet con las diferentes
ciclodextrinas es muy similar en todos los casos, tanto en disolucion acuosa, como
en los otros cuatro medios utilizados y a las cinco {emperaturas estudiadas (en
DMSO vy disolucién acuosa, regulada a pH 7.5). La forma del espectro no varia con
el incremento de la concentracion de las cicloamilosas; los maximos de absorbancia
no se desplazan debido a la presencia del anfitridn, solamente se observa un
aumento de la absorbancia del espectro en la region uitravioleta a medida que
aumenta la cantidad de ciclodextrina en la disolucion. Estos cambios espectrales
sugieren que ocurre la interaccién entre las dos especies en disolucion®™.

En la siguiente figura se muestran los espectros obtenidos para el
praziquantel con diferentes concentraciones de HP-$-CD, a 298 K, en D. acuocsa y

en la mezcla al 50% de DMSO:

037 () 0047(n)

Disolucion acuosa S0% DMSOvagua
0.034

(0.4 -

03] 1

0.02 4

Absorbancia
L]
~
L
Absorbancia

0.01 ¥,

0.0 0.00

A P AN D WL L B A | LB M A e e e w e e e S N B B e e

225 250 275 300 325 350 254 235 260 265 270 275 280
?x.(nm) A.(nm)

Figura 40: Espectros electronicos de absorcién del praziquantel ([Prazi] = 107 M) con diferentes
concentraciones de HP-B-CD en D. acuoso (a) y en 50% DMSO a 298 K: (—) 0 M; {~ ~) 10™* M; (---)
5x10% M; (==-2=) 107 M (-2=ar=) 4x107° M; (-H-) 8x107° M; (-@-) 107 M.
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Al analizar los resultados de espectroscopia directa, graficando AA vs [CD],
para obtener las isotermas de union, se puede concluir que sélo un complejo 1:1 se
ha formado, a pesar de la posibilidad de formarse un complejo 1:2%%?. Por ello, para
obtener las constantes de equilibrio, la Ecuacién 5 es usada (seccion 8) en todas las

— —— gondiciones estudiadastadirecciondeta-inclusion-esta-determinada-por-ek-dipoto— — ——
eléctrico del praziquantel, de la cicloamilosa y del disolvente, por lo tanto se favorece
aqueila posicion de complejacidon en donde estén optimizadas al maximo las
interacciones entre huésped y anfitrion y entre huésped y disolvente (seccidn
6.5.2.2).

En la determinacion de las constantes de equilibrio del proceso de
complejacion del Prazi con las CDs, se han seguido los cambios del espectro de
absorcion electrdnica, en 264 nm en D. acuosa y en 274 nm, en los otros medios de
reaccion?® 2°0. 2652

La Figura 41 muestra

0.005] " las isotermas de union para el
0.0044 sistema praziquantel con v-CD

: en los cincoc medios de
0.0031 B

! reaccion en los que se
0'002“_ trabaja, a 298 K. Cabe
(.0014 destacar que hay un aumento
0_00(}5 de la pendiente, lo que

S : ianifi
0000 0002 0.004 0006 0008 0010 significa que se alcanza la
[y-CD] (M) saturacion a menores

Figura 41: Isotermas de unién obtenidas para el sistema Prazi concentraciones de y-CD, al

{[Prazi] = 10° M) con 1-CD, a 298 K, en diferentes disolventes, a 298 K:
(M) (—) D. acuosa, pH = 7.5, A =264 nm; (®) (— -} 25% DMSO, k =
274 nm; (A) (—) 50% DMSO, A = 274 nm; (V) (---=-) 75% DMSO, 2 disolvente organico, lo cual
= 274 nm; () (-*+-»+-) DMSO, A = 274 nm. Los simbolos .

muestran los resultados experimentales y las lineas los ajustes de los implica un aumento de Ia
mismos a la Ecuacién 5

incrementar la proporcion del

constante de estabilidad. Con
el resto de las cicloamilosas la variacion debida al disolvente es distinta como se

describe en la seccién 6.5.4.
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Los valores de las constantes de estabilidad obtenidas para todos los

sistemas de reaccion con praziquantel, a 298 K, se muestran en la Tabla XIl.

Medio de disolucion

CDs D. acuosa, pH=7.5 25% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO

a-CD 90+ 10 70+ 2 35+ 1 127+ 2 200 = 30
B-CD 290+ 70 9.00 £ 0.06 1381 03 283+ 0.7 100+ 10
y-CD 100 £ 10 103+ 9 170 20 320 20 330 £ 40
HP-3-CD 380+ 70 260 £ 50 174+ 8 470 £ 60 500 £ 80

Tabla XI11: Constantes de interaccion (M ) del praziquantel con varias CDs en diferentes medios de reaccion, a
298 K, obtenidas por el método de espectroscopia directa.

De la misma forma, como en los casos de las moiéculas huéspedes
anteriormente analizadas, se uso el método de solubilidad en disolucién acuosa a
298 K para obtener la K,,. La Figura 42 muestra los diagramas de fase para ias

cuatro ciclodextrinas y en la tabla insertada se observan los resultados obtenidos:

CD Kin,
] ~C
0.00161 o-CD 92+2 o
i p-Ccp 360 + 10 e
0.00144 .cp 6145 v
?‘_,: 0.0010 -
= ;
S 0.0008 -
g -
o ]
& 0.0006 -
0.0004

LN L R D L L N L L L e R A (R S |

0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010
[ciclodextrina] (M)

Figura 42: Diagramas de solubilidad de fase del praziquantel con algunas CDs en D. acuosa, pH = 7.3, a 298 K-
(W) (—) «-CD; (@) (— —) B-CD; (&) (- -) 7-CD; (¥) (-*~+-) HP-8-CD. Los simbolos indican los resultados
experimentales y las lineas los ajustes al modelo matemético propuesto, Ecuacion 1 {seccion 8).
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En estos casos, con el praziquantel y todas las ciclodextrinas se obtienen
diagramas tipo A,. Es decir, se forman complejos de inclusién solubles, lo que
lleva a un aumento lineal de la solubilidad del huésped en D. acuosa, pH 7.5, a
298 K (la solubilidad del Prazi cuando no hay CD es 3.6x1 0* M) a medida que aumenta

la concentracion de! anfitrion. Las constantes de equilibrio se han obtenido usando la

Ecuacion 1, (Ver parte experimentat). —

En general, se puede observar que los valores de las K, obtenidas por ambos
métodos son del mismo orden, concluyendo que la suposicion relacionada con el tipo
de complejo de inclusion formado es acertada, se trata de un complejo 1:1, [Prazi c

CD].
6.5.1.2. Mecanica molecular

En el caso del praziquantel no se han podido llevar a cabo los estudios
correspondientes de resonancia magnética nuclear, (nicamente se han realizado
calculos de mecanica molecular que ayudan a generar una representacion
estructural bastante razonable de los complejos formados, asi como apoyar las
explicaciones que se desprenden de los datos obtenidos experimentalmente a partir
de la espectroscopia electronica de absorcion.

Inicialmente se optimizan las estructuras de todas las especies a estudiar por
separado, el praziquantel y cada una de la cuatro ciclodextrinas. Posteriormente, se
consideran las posibilidades de interaccién entre huésped y anfitrion y se van
acercando paulatinamente siguiendo el eje central de la cicloamilosa, cada una de
estas posiciones es minimizada y comparada su energia con la de ambas especies
por separado, con el fin de encontrar la estructura mas favorable energéticamente.

Los resultados obtenidos corresponden a los mostrados en la Figura 43
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Figura 43: Estructuras de minima energia del prazigquante! con o-CD (a), B-CD (b), v-CD (¢} y HP-B-CD (d)
obternidas por mecanica molecular.

6.5.2. Discusion

6.5.2.1. Efecto de las diferentes ciclodextrinas sobre la complejacion

El primer factor determinante del tipo de interaccién entre praziguantel v
cualquiera de las ciclodextrinas va a ser la relacion de tamafios entre eflos.
Considerando que existen dos lugares de unién fanto para la cicloamilosa como para
el huésped, hay que considerar que fa interaccién que tiene lugar es el resultado de
dos factores principales: tamafios adecuados de las especies reaccionantes y su
interaccion con el disolvente.

La mayor constante en todos los disoiventes esiudiados corresponde a la HP-
B-CD, lo cual puede ser un indicativo de mayor interaccién debido a la extensién de
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su cavidad hidrofobica®®. Para los complejos del Prazi con la o-CD y con la y-CD,
la inclusién tiene lugar por el ciclohexano y por la boca ancha de la CD (segun los
caliculos de MM), mientras que para la B- y la HP-B- CDs ocurre por el anillo

bencénico y a través del mismo lado de la cicloamilosa. Aqui se manifiesta la gran

~Selectividad debido al tamano de fa cavidad de estos-anfitriones—toscomplejosde
Prazi con B- y HP-B- CDs tienen estructuras similares, aungue hay una mayor
superficie de contacto entre el Prazi y la CD hidroxipropilada debido a su mayor
profundidad y ésta puede ser la razon por fa que la HP-B-CD muestra la mayor K.
De igual modo, la y-CD ofrece mayor superficie de contacto al praziquantel que la a-
CD y esto se refleja en el valor relativamente grande de su K,,. Esto ocurre en todos

los disolventes estudiados.

6.5.2.2. Efecto del disolvente

A partir de los resultados obtenidos por espectroscopia electronica de
absorcién, no hay duda del papel relevante que el disolvente desempefia en las
reacciones de complejacion. Manteniendo fijos el huésped y el anfitrion, se aprecia
una gran diferencia en los valores de las constantes de equilibrio al comparar los
resultados obtenidos en los diversos medios de reaccion (Tabla Xlil).

Para determinar el grado de solvatacion del praziquantel en cada uno de los
disolventes empleados, se realizaron estudios de solubilidad, a 298 K. Los
resultados, asi obtenidos, indican el caracter preferentemente hidrofobo del
praziquante!, su solubilidad aumenta a mayor proporcion de disolvente organico
presente en el medio (Figura 44a). Esto también puede interpretarse en términos de
efecto solvofdbico, éste va a ser menor en las mezclas mas ricas en DMSO, las
interacciones disolvente-disolvente van a disminuir y por ello las interacciones

huésped-disolvente van a verse incrementadas®'".
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Figura 44:(a). Solubilidad dei Prazi en los cinco disolventes estudiados, a 298 K. (b). Variacion de las constantes

de equilibrio en funcién de la composicion del disolvente: a-CD (W), B-CD (®), v-CD (A) y HP-B-CD (V).

En la Figura 44b se observa la variacion de los valores de las constantes de
formacion de los complejos [Prazi < CD], en funcidn de la proporcién de DMSO en el
medio de reaccion. Se observa para los complejos con a-CD y HP-3-CD que la
constante disminuye a! ir aumentando la cantidad deil disolvente organico en el
medio, hasta alcanzar el 50% y a partir de esa mezcla comienza a aumentar. Este
comportamiento puede explicarse por el papel relevante que desempefia
iniciaimente el efecto solvofébico, ya que al disminuir éste, también disminuye la
constante. Sin embargo, en la segunda parte de la serie, es razonable suponer que
hay un cambio en ia estructura del complejo. Quiza ocurre un desplazamiento dei
praziquantel hacia el exterior de la cavidad debido a la mayor solvatacién en este
medio, o bien un cambio en el sitio de union para favorecer la interacciéon con el
disolvente y con la cicloamilosa de forma simultanea. Por lo tanto, el aumento de la
constante indica que las interacciones de van der Waals gobiernan la inclusién del
Prazi en estos disolventes. Asi mismo, esta el caso de ios complejos de inclusion
con la B-CD, cuyo comportamiento se asemeja bastante al de los complejos
formados con las dos ciclodextrinas anteriores, solo que el posible cambio estructural
del complejo tiene lugar a partir de que el medio tiene un 25% de DMSO.

El comportamiento de los complejos de inclusidn del Prazi con la v-CD no se
asemeja a los anteriormente comentados, ya que la K, aumenta conforme la

solvatacion del huésped se incrementa. Tal comportamiento parece indicativo de la
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mayor importancia de las interacciones de van der Waals a medida que aumenta la

proporcion del disolvente organico en el medio.

6.5.2.3. Otros aspectos termodinamicos

En ia Tabla XIV se exhiben los valores de AS y AH obtenidos a partir de la
dependencia de las K, con la temperatura (Ecuacidén 8, seccion 8), mediante un

analisis de van't Hoff (Figura 45).

AH (kJ/mol) AS (J/mol K)
D. acuosa DMSO D. acuosa DMSO
o-CD 7.57 £0.02 -2.70 + 0.01 62.98 + 0.05 35.08 £ 0.03
B-CD 18.71 £0.03 36.01 £ 0.07 110.2£0.1 [59.8+0.2
v-CD 21.93 £0.04 8.40 £0.01 1115202 76.22 £ 0.04
HP-3-CD 8.64 £ 0.02 -42.01 +0.03 78.38 £0.07 -89.2 £ 0.1

Tabla XIV: Cambios entélpicos y entrdpicos para las reacciones del praziquantel con las diversas CDs estudiadas
en D. acuosa, pH 7.5, y en DMSQ, obtenidos a partir de 1a Figura 45.

En todos los casos en D. acuosa, la formacidn de los complejos es favorable
entropicamente (AS > 0) y desfavorable entalpicamente (AH > 0). Sin embargo, en
DMSO, la reaccion es favorable entropicamente (AS > 0) y desfavorable (AH > 0) o
ligeramente favorable (AH < 0) entalpicamente, excepto en los sistemas de reaccion
con HP-B-CD, en los cuales el factor entalpico es favorable (AH < 0) y el factor

entropico desfavorable (AH < 0).
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Figura 45: Gréficas de van't Hoff para los sistemas Prazi con a-CD (®) (—), 8-CD (®) (—-), v-CD (A) (--) v
HP-B-CD (¥) (-=-) en disolucion acuosa, pH 7.5 (a) y en DMSO (b). Los simbolos representan los datos
experimentales v las lineas los ajustes iineales

A partir de la gréfica 45 y de la Tabla XIV se aprecian dos patrones de
comportamiento muy parecidos para los complejos de Prazi con a- y HP-B- CDs y los
complejos con B-y y- CDs, en D. acuosa. Por el contrario, en DMSO, hay patrones
de comportamiento muy diferentes para los complejos formados con las cuatro CDs.

Como ya se ha comentado en los antecedentes y en las secciones
correspondientes a otras moléculas huéspedes, hay una serie de factores que
intervienen en la energia de complejacién, participando en el valor total de AS y AH
(vease la seccion 6.1.2.3). Teniendo en cuenta esos factores que influyen en el
proceso de complejacion, podemos interpretar los parametros termodinamicos en
base a cada uno de ellos.

Si el nimero de moléculas de agua que se excluyen de la cavidad vy la
liberacion de la tension del anillo de las CDs fueran los factores dominantes en el
proceso de complejacion del Prazi, se obtendria un valor mas negativo de AH para la
formacion de complejos con y-CD que con  y HP-B- CDs y mas aln que con o-CD.
Con el praziquante!, este comportamiento ocurre en el caso de la D. acuosa, pero si
este factor fuera el que define el proceso de complejacién, encontrariamos lo mismo
en DMSO. La cantidad de agua que saldria de la cavidad de la CD no se refleja en

las mediciones espectrales.
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En funcién de los signos de los valores termodinamicos y de su magnitud,
concluimos que en disolucion acuosa, la fuerza dominante es el efecto solvofébico y
que el comportamiento de los complejos de Prazi con B- y y- CDs se parece entre si,

asi como comportamiento de los complejos con a- y HP-B- CDs.

En DMSO se observa la importancia de las interacciones de van der Waals en

el sistema con HP-B-CD y en menor proporcion en el sistema con «-CD. Sin
embargo, para los complejos con B- y y-CD parece ser que de nuevo el efecto del

disolvente es el factor dominante en la complejacion.

6.5.2.4. Influencia de la protonacién

Dados los valores de pK, del praziquante! (-0.7 y -2.66, obtenidcs tedricamente
usando el programa ACD LABS, Advanced Chemistry Development Inc., 1994-1997,
Toronto, ON, Canada) parece dificil protonar los grupos amino susceptibles, por este
motivo no se llevaron a cabo los estudios correspondientes para determinar la

influencia de la carga en el proceso de complejacion del Prazi con las cuatre CDs.

6.5.3. Conclusiones

* Por medio de los estudios de espectroscopia electronica de absorcion, en la
region ultravioleta, se lograron determinar los valores de K., AH, AS y solubilidad,
inicialmente planteados.

*  Por MM se logroé determinar que la orientacion mas probable del Prazi sigue una
tendencia muy similar a la del Tiab. Es decir, la a- y y- CDs incluyen al huésped
por el grupo ciclohexano, mientras que la 3- y HP-3- CDs lo incluyen por el grupo
benceno. Asi, el sentido de la complejacion viene dado por la seleccion de
tamano y las interacciones dipolo,,,,-dipolo . wene- Ademas, los valores de K, son
mayores a medida que es mayor la superficie de contacto entre huésped y
anfitrion. De nuevo se concluye gue la relacién de tamanos es muy importante en

todos tos medios de reaccion estudiados.
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= A partir del estudio de la influencia del disolvente y de los valores de AH y AS, se
conciuye que en D. acuosa, el efecto solvofébico es la principal fuerza
estabilizadora, mientras que las interacciones de van der Waals son las

dominantes en los demas disolventes.
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6.6.- PAMOATO DE PIRANTEL

El pamoato de pirantel (Figura 3, pagina 16), también conocido como emboato

de pirantel, {(sal de 1-metil-2-[2-2(tienil) etenil]-1, 4, 5, 6-tetrahidropirimidina con acido

. 4_4 -metilenebis_[3-hidroxi-2-naftéico]l es un antihelmintico ligeramente soluble en_ .. . __

medios acuosos y que presenta problemas de absorcion a nivel gastrointestinal.
El pamoato de pirantel es una sal, se disocia en la disolucion y podemos
encontrarnos, simultaneamente, con dos equilibrios con las ciclodextrinas; uno con el

pamoato y otro con el pirantel.

6.6.1. Resultados

=3

En los estudios de espectroscopia electrénica de absorcidn, en la regidén UV-
vis, se observan los cambios debidos a la concentracién de las cicloamilosas a 236,
278, 288 y 360 nm, ya que estos son mas significativos y se ha observado que el
estudio en diferentes maximos no lieva a cambios en la magnitud de la constante
calculada®?. Cabe mencionar que en el caso particular del pamoato de pirantel, las
constantes de interaccion son constantes aparentes, debido a que existen varias
posibilidades de complejacion, ya sea por el anién pamoato o por el cation pirante! y
mediante la espectroscopia electrénica de absorcidn no es posible discernir entre
dichas constantes, este tipo de discusion ya ha sido observada con anterioridad en
la bibliografia'®® 2% 2% | og resultados relacionados con la influencia de la

protonacién no son satisfactorios y por esta razon estan ausentes en este capitulo.
6.6.1.1. Espectroscopia electronica de absorcion
6.6.1.1.1 Caracteristicas del espectro electrénico

Teniendo en cuenta que el pamoato de pirantel es una sal, cuyo anion y
cation tienen tamario y grupos funcionales adecuados para incluirlos dentro de la
cavidad de las ciclodextrinas, es importante tratar de distinguir las bandas de

absorcién correspondientes a cada uno de los iones, de este modo se puede
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diferenciar la inclusién de cada una de las especies por separado. Por esta razon, se
decidid hacer un estudio espectral comparativo con el pamoato de pirvinium. Sin
embargo, parece ser que todas las bandas de absorcion que aparecen en el
espectro del pamoato de pirantel también se observan en el pamoato de pirvinium,
por lo cual se supone que las bandas correspondientes al cation estan camufladas.
(Figura 486).

En el espectro del

~ 140000 .
jé 120000_? pamoato de pirantel, se
=) 100000 ven varios picos en D.
-g 30000_: acuosa a 298 K, en 236
g 60000 nm, 278 nm, 288 nm y 300
g 40000 nm. También, aparecen
2 200004 - _ dos hombros a 314 nm vy
0 S o, 360 nm. Con respecto a
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 70

2 (am) los otros  disolventes,

y ) . vemos que hay un ligero
Figura 46: Espectro de absorcion electrénica del pamoato de pirante}

(—) en comparacién con el del pamoato de pirvinium () en D.  desplazamiento hacia el
acuosa, pH 7.5, a 298 K. . .

rojo (2 nm) a medida que

aumenta la proporcion de DMSO en el medio, también se ve que los hombros son

cada vez menos los mas organicos. No hay cambio significativo en !a forma del

espectro, ni en la posicidn de los picos cuando se varia la temperatura.

6.6.1.1.2. Constantes de equilibrio de los compuestos formados entre pamoato

de pirantel y ciclodextrinas.

Los espectros de absorcién del pamoato de pirantel en ausencia y preserncia
de ciclodextrinas no cambian significativamente, sélo se observa un ligero aumento
de intensidad en todas las bandas, a medida que aumenta la concentracion de las
distintas cicloamilosas, tanto en ia region ultravioleta como visible. En todos los
disolventes y temperaturas estudiados, el comportamiento anterior es comin. Esas
pequenas variaciones espectrales sugieren que ocurre la reaccién de complejacion

entre pamoato de pirantel y CDg?%8. 265,
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Figura 47: Espectros electronicos de absorcion del pamoato de pirantel ([PamPit] = 10 M) con diferentes

concentraciones de a-CD en D. acuosa, pH 7.5 (a) y en 25% DMSO (b) 2 298 K: (—) 0 M; (- -) 10* M; ()
5x10% M; (-0-+-) 107 M; (-0+-++-) 4x107 M; (-W-) 8x107 M; (-@-) 107 M.

En ias Figura 47 se muestran las variaciones espectrales debidas a la o-CD
en D. acuosa y en la mezcla al 25% de DMSO. En ambos casos se comprueba ¢!
aumento de la absorbancia a medida que aumenta la concentracion de la
ciclohexamilosa. Debido a que se ha observado un aumento del coeficiente de
extincion al disminuir la polaridad del disolvente, se puede suponer que este
aumento de absorbancia en presencia del anfitrion se debe al cambio de solvatacion
ocasionado por el proceso de transferencia desde un medio polar como el agua, o
cualquiera de los medios utilizados, a otro menos polar como es la cavidad de la
ciclodextrina®® 7%

Ya se ha comentado que el pamoato de pirantel puede interactuar con las
CDs de varias formas, pero debido a la imposibilidad para discernir que especie es la
incluida, se han determinado valores de constantes aparentes que corresponden a
complejos 1:1. Las K,, se han obtenido utilizando la Ecuacién 5 de la parte

experimenta|@s3 254 278)

La Figura 48 muestra las isotermas de unién obtenidas para la reaccion entre
pamoato de pirantel y HP-3-CD en los diferentes medios de reaccién estudiados, a
298 K. Estos resultados corresponden a 280 nm y no se han encontrado cambios
significativos con respecto a los estudios llevados a cabo en otras longitudes de
onda. .Lo cual nos indica que el modelo aplicado de constante aparente, 1:1, es

adecuado.para la interpretacién de nuestros datos®?.
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Figura 48: Isotermas de unién obtenidas para el sistema PamPit ([PamPit] =
10 M) con HP-B-CD, a 298 K, en diferentes disolventes: (M) (—) D. acuosa;
(®) (— -) 25% DMSO; (A) (--) 50% DMSO; (W) (-*-=-) 75% DMSO, Los
simbolos corresponden a los resultados experimentales y las lineas a los
ajustes de los mismos.

En la Tabla XV se presentan los valores de las K, en diferentes medios de

reaccion, a 298 K.

Medio de disolucion

CDs D. acuosa 23% DMSO 50% DMSO 75% DMSO DMSO
a-CD 120+ 7 124 £0.2 18.8+0.4 615 150 £ 30
- B-CD 566 ‘ 155+ 6 280 = 40 180 + 20 110 £ 20
y-CD 300 = 40 94+ ] 232 76 £3
:HP‘—B-CD 2315 1620 1347 340 £ 40

Tabla XV: Constantes aparentes de interaccion (M ) del pamoato de pirantel con varias CDs en diferentes
medios a 298 K, obtenidas por el método de espectroscopia directa.

Se puede apreciar que en la tabla XV no aparecen los valores de’ las
constantes con y-CD y HP-3-CD en DMSO, probablementé debido a & gfan
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interaccion que el PamPit tiene con el DMSO (véase estudios de solubilidad, Figura
20), lo que hace que los complejos de inclusidon entre el huésped y la ciclodextrina
sean poco estables y por lo tanto no detectables.

Igualmente, se han determinado los valores de las K, para complejos 1:1, en

D. acuosa y 298 K para los sistemas formados por el PamPit y las CDs, usando el

-~ -—método de Higuchiy Conmors®**#tosresuitados aparecen erla Tabla XvVi———

Para la cuatro cicloamilosas se detecta la formaciéon de un complejo soluble

1:1 que incrementa la solubilidad del pamoato de

CD K,
pirantel de forma lineal al ir aumentando la
a-CD 123 £8 concentracion de ciclodexirina, ya que los
p-CD 22+1 diagramas de fase obtenidos son tipo A, segun
7-CD 310 £27 la terminologia de Higuchi y Connors.
HP-B-CD 211£17 En general, se puede considerar que los

valores de las K,, obtenidas por ambos métodos

7T

Tabla XVI: Constantes aparentes de

interaccidn (M~ )del PamPit con varias son del mismo orden de magnitud.
CDs en D. acuosa a 298 K, obtenidas a

partir del método de solubilidad (Higuchi
y Connors).

6.6.1.2. Mecanica molecular

Se han hecho los estudios de mecanica molecular considerando los iones
pamoato y pirantel por separado, debido a que es posible que ambos formen
complejos de inclusion con las ciclodextrinas. De este modo se puede tener una
representacion grafica de manera aproximada, de la estructura mas probable que
tiene este antihelmintico encapsulado en una cicloamilosa®™ 2™,

Tanto el pamoato, como el pirantel se encuentran en disolucién en su forma
ionica, asi, el grupo funcional cargado estara preferentemente solvatado, en
comparaciéon con el resto de la molécula. Por lo tanto, se puede afirmar que la
inclusion tendra lugar de tal manera que se favorezcan las intéracciones ion-dipolo
entre el huésped y el disolvente. La estructura se ha optimizado para diversas
configuraciones de estos huéspedes dentro de la cavidad y se ha encontrado que las

configuraciones de minima energia son las que se muestran en las Figuras 49 y 49°.
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Figura 49. Estructuras de minima energia obtenidas por mecinica molecular, parz ef ion pamoate encapsulado en
las diferentes ciclodextrinas. (2) a-CD, {(b) §-CD, {c} v-CD ¥ (d} HP-3-CD

Figura 49", Estnxcturas de minimz energia obtenidas por mecinica molecular, para el jon pirantel encapsulado en
las diferentes ciclodextrinas. () -CD, (b} B-CD, (¢) v-CD v (d) HP--LD
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6.6.2. Discusién

6.6.2.1. Efecto de las diferentes ciclodextrinas sobre ia complejacién

Aunque ya es conocida la influencia del tamarfio de la cavidad de las CDs en

la complejacion®®, es dificil en el caso del PamPit hacer una discusién en forma
detallada acerca de este factor, dado que estamos haciendo referencia a constantes
de equilibrio aparentes en las cuales estan involucradas las constantes de inclusién
del pirantel y del pamoato.

Como se ha comentado en la seccién de mecanica molecular, sélo la
orientacion de inclusion probable puede ser considerada para cada uno de los iones
componentes de la sal pamoato de pirantel, ya que no contamos con resultados

experimentales para cada uno de los iones por separado.
6.6.2.2. Efecto del disolvente

A partir de los resultados que aparecen en la Tabla XV, no hay duda acerca
del papel que el disolvente juega en la complejacion del PamPit con las CDs, ya que
manteniendo el mismo huésped y el mismo anfitrion se observan grandes
variaciones en los valores de las constantes aparentes de interaccién, no atribuibles
a errores experimentales, si se toma en cuenta la magnitud de los cambios.

Teniendo en cuenta el caracier predominantemente hidréfobo del ion pamoato
y del ion pirantel, er; cuanto a superficie se refiere, cabe suponer que su interaccién
con los medios de reaccion empleados no sera muy favorable y esta interaccion
tendera a ser optimizada mediante su transferencia a un medio mas adecuado como
es la cavidad de una cicloamilosa, ocasicnando una inclusién total o parcial del

huésped mencionado.
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Para conocer experimentalmente

;}z » el grado de solvatacion dei pamoato
= 0:08_ de pirantel en cada uno de los
go_oe- medios de reaccion utilizados se
g 0.04 levaron a cabo estudios de

002 solubilidad, a 298 K, los resultados

o ’T'go % obtenidos pueden verse graficados

%de DMSO

en la Figura 50. Observamos que a

Figura 50: Solubilidad del pamoato de pirantet en tos . .
medida que aumenta ia proporcion de

distintos disolventes empleados, a 298 K.
DMSO en el medio, aumenta la solubilidad, lo cual apoya lo comentado
anteriormente sobre el caracter preferentemente lipofilico de esta sal. También es
una muestra de la disminucion del efecto solvofébico al aumentar la proporcion de
disolvente organico, a pesar de que el DMSO también se considera un disolvente
organizado, que interactua fuertemente consigo mismo®®27%),

En la Figura 51 se muestra la variacion que sufre la constante aparente de

equilibrio con el incremento de DMSO en el medio de reaccién.

400-
] v
300 a
o 1w
< 200
100 \
o) S o —
0 20 4 60 8 100

% DMSO

Figura 51: Constantes aparentes de equilibrio del pamoato de pirantel, a
298 K, con «-CD (W), B-CD (@), v-CD (A) y HP-B-CD (¥) en funcién
de la composicion del medio de reaccion.
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En la Figura 51 se observa que las K,, para los complejos de a-, v- Yy HP-B-
CDs con PamPit muestran una tendencia semejante, en donde aparece un punto de
inflexion en la proporcién de DMSO que corresponde al 50%. Mientras que los
valores de las K,, para la formacion de complejos con B-CD iniciaimente se

________incrementan_y posteriormente decrecen; la tendencia general es contraria a este

dltimo patrén de comportamiento, hay una disminucion de la K, al disminuir el efecto
solvofébico y posteriormente un aumento de la constante aparente de equilibrio al
aumentar la solubilidad del huésped. Para a-, y- y HP-p- CDs, la primera parte de ia
grafica se puede explicar en funcién de las interacciones solvofobicas como fuerzas
predominantes de la complejacion en esos medios y posteriormente, a partir de la
mezcla al 50% de DMSO, el comportamiento pareciera deberse a interacciones
propias huésped-anfitrion, probablemente van der Waals. Para la (-CD,
conciuiriamos que en el primer tramo de la grafica, la complejacion se debe a
interacciones de van der Waals entre huésped y anfitrion, mientras que en el
segundo podriamos hablar de interacciones solvofébicas.

Consideramos que el punto de inflexion coincide con un cambio significativo
en la estructura de los complejos formados. Este mismo comportamiento ha sido ya
observado en otros sistemas de reaccion!®”.

Cabe mencionar para el PamPit que debido a gque no conocemos las
constantes de equilibrio individuales para cada especie idnica, sélo se puede

especular acerca de su comportamiento en los diferentes medios.

6.6.2.3. Otros aspectos termodinamicos

Como ya se ha mencionado en este trabajo y ademas, esta bien establecido
en la bibliografia, AS y AH son parametros que se pueden interpretar en funcion de
las interacciones intermoleculares involucradas en la complejacion. Estos valores
han sido obtenidos a partir de la variacién de las constantes aparentes de equilibrio
con la temperatura, por medio de un analisis de van’t Hoff, usando la Ecuacion 8

(seccion 8) (Figura 52).
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Figura 52: Analisis de van't Hoff para los sistemas PamPit con @-CD (R) (—), B-CD (@) (~ ), v-CD (A) () y
HP-B-CD (V) (-*-) en disolucién acuosa (a) y en DMSO (b). Los simbolos representan los datos experimentales
y las lineas los ajustes lineales

En la Tabla XVIl, se muestran los valores de AH y AS de la complejacién entre

pamoato de pirantel y algunas ciclodextrinas en disolucién acuosa y en DMSO.

AH (kJ/mol) AS (J/mol K)
D. acuosa DMSO D. acnosa DMSO
o-CP 20.5+0.1 19.07 £ 0.02 109.0+ 0.2 105.54 £ 0.08
B-CD 14.83 £0.02 -52.23 £ 0.06 83.09+0.06 -1362+£02
y-CD i13.02£0.05 91102
HP-3-CD 11.92+0.04 85.06 £ 0.13

Tabla XVIl: Valores termodinamicos para la reacciéon de complejacion entre pamoato de pirantel y varias CDs,
en disolucién acuosa y en DMSO.

Debido a gue no se pudieron obtener las K, con y- y con HP-B- CDs, no se
tienen herramientas para poder obtener los valores de AH y AS en DMSO.

En general observamos que en todos los casos estudiados, la formacion de los
complejos es favorable entropicamente (AS > 0} y desfavorable entalpicamente (AH >
0).

Tomando en cuenta los resultados de la Tabla XVIi y la Figura 52, se aprecia
que los cambios entropicos y entalpicos son bastante similares en el caso de la D.
acuosa, mayores variaciones de estos parametros ocurren en DMSO.

Como ya hemos comentado, son seis los factores principales que intervienen

en el proceso de la inclusién: exclusion de las moléculas de agua del interior de la
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cavidad de cicloamilosa, liberacién de la tension del anillo, profundidad de la
inclusion, superficie de contacto y distancia interna entre ambas moléculas y efecto
del disolvente®,

En el caso de los sistemas de PamPit, cuando se consideran estos seis

factores, observamos que si las diferencias en el comportamiento termodinamico,
valores de AH y AS, se debieran al nimero de moléculas de agua 0 DMSO que se
excluyen de la cavidad, AH para y-CD seria mas favorable que para B y HP-p- CDs y
atin mas favorable que para o-CD. Esta tendencia es seguida por los complejos de
PamPit, por lo cual podemos decir que este factor participa ampliamente en la
reaccion de complejacion. Lo mismo podemos afirmar para el caso de la /iberacion
de Ia tension del anillo de las CDs, este factor también contribuye considerablemente
en las reacciones estudiadas.

Considerando ei criterio de W.P. Jencks"*® acerca del signo de los valiores de
los cambios entropicos y entalpicos, se puede afirmar que en la mayor parte de los
estudios con PamPit, las interacciones mas importantes son las solvofébicas, y esto
concuerda en gran medida con lo expresado en la seccidn 6.6.2.2. En el caso
particular de la B-CD, en DMSQ, 75% y 50% DMSO, se puede hablar de efecto
solvofébico no clasico.

Los valores de AH y AS correspondientes a la ¢-CD, en DMSO no concuerdan
con lo esperado tras el estudio del efecto det disolvente, estos valores son muy
parecidos a los obtenidos en D. acuosa. Asi, la explicacion mas razonable es este
caso, es la compensacion entre AH y AS, debida a un posible cambio estructural del

complejo de inclusion ocasionado por el medio de reaccion.

6.6.3. Conclusiones

* Se determinaron constantes de interaccion aparentes para la mayoria de los
sistemas con pamoato de pirantel. Se concluye que el modelo de reaccion
planteado (formacion de un complejo tipo [PamPit < CD]) es adecuado para la
interpretacion de resultados, ya que hemos observado resultados muy

semejantes obtenidos por dos métodos diferentes.
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* Los valores positivos de AS son indicativos de la mayor influencia del efecto
solvofdbico en fa complejacion de este huésped en D. acuosa, 25 % DMSO y
50% DMSO, mientras que las interacciones van der Waals, la expulsidon del
disolvente de la cavidad y la liberacion de la tensidon de! anilio son factores que
contribuyen de manera significativa en las reacciones de complejacion en los
otros medios (75% DMSO y DMSO).
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6.7.- PAMOATO DE PIRVINIUM

El pamoato de pirvinium (sal de 6-(dimetilamino)-2-{2-(2, 5-dimetil-1-fenil-1H-
pirrol-3-yl) etenil] -1-metilquinolinium con acido 4 4" -metilenebis[3-hidroxi-2- naftoico})

(Figura 3, pagina 16) es un antihelmintico practicamente insoluble en agua, por lo

que se absorbe poco a nivel gastrointestinal e irrita provocando vOmitos. Es estable a

condiciones normales de calor, luz y temperatura.

6.7.1. Resultados

Para determinar los valores de las K, del anién pamoato en D. acuosa, pH
7.5, se han seguido los cambios espectrales de absorbancia a 278, 288, 300 y 360
nm, mientras que para hallar las correspondientes K, atribuidas ai cation pirvinium
se ha estudiado la variacion de absorbancia a 468 nm. En 10s distintos disolventes,
el estudio se ha hecho a los maximos correspondientes.

En los estudios de complejacion del PamPiv, no se han llevado a cabo
estudios de RMN, debido a su baja solubilidad en D. acuosa y a la debilidad de las
interacciones entre este huésped y las CDs en DMSO. Tampoco, se obtuvieron
resultados concluyentes de las K, por el método de Higuchi y Connors, ni de la

influencia de la protonacion..

6.7.1.1. Espectroscopia electronica de absorcion

6.7.1.1.1. Caracteristicas del espectro electréonico

El pamoato de pirvinium es una sal formada por una parte aniénica, el
pamoato, y otra catidnica, el pirvinium, en relacion 1pamoato:2pirvinium. Ambas
especies idnicas presentan caracteristicas estructurales adecuadas para poderse
incluir en la cavidad de las cicloamilosas, por ello el discernimiento de las bandas del
espectro electrénico del PamPiv, en bandas del anion y del catidon ayuda en la
determinacion de los valores de las constantes de equilibrio para cada una de las

dos especies idnicas. Si comparamos los espectros electronicos de absorcion de los
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pamoatos de pirantel y de pirvinium, observamos una banda en 498 nm, en el caso
del pamoato de pirvinium, que se puede atribuir al cation pirvinium (Figura 46). En
disolucidn acucsa a 298 K, aparecen bandas de absorcidn cuyos maximos estan en
236, 278, 288 y 300 nm, un par de bandas anchas en 358 y en 498 nm. Estas
bandas aparecen también en los medios de reaccion que contienen DMSO, pero la
banda a 236 esta cubierta por la absorcién del DMSO puro, los tres picos mas
peguefios se mantienen inamovibles y las bandas en el visible se desplazan hasta
364 y 506 nm, respectivamente, al ir aumentando la proporcion del DMSO en el
medio. También se aprecia una disminucién de la absortividad molar con la polaridad
del disolvente.

A las diferentes temperaturas estudiadas no se ha observado ninglin cambio

significativo en el espectro electronico de absorcién del pamoato de pirvinium.

6.7.1.1.2. Constantes de equilibrio de los compuestos formados entre pamoato

de pirvinium y ciclodextrinas.

En la seccion anterior se ha resefiado la forma de los espectros electronicos
de absorcion del pamoato de pirvinium, en los diferentes medios de reaccién
estudiados. Estos espectros se ven afectados por la adicién de las diferentes
ciclodextrinas al medio de reaccion. Para todos los anfitriones vemos que en
disolucién acuosa hay un aumento de la intensidad de absorbancia, en todo el
espectro, a medida que se aumenta la concentracion de las cicloamilosas en la
disolucidn; solo con la HP-B-CD no se han podido obtener datos de constantes de
equilibrio debido a las erraticas variaciones observadas en el espectro electrénico.
En los demas disolventes vemos como aumenta la absorbancia en la regién del
ultravioleta, a la vez que disminuye en la regién del visible. En ciertos casos los
cambios son tan pequefios que no es posible la obtencion de la K. El mismo
comportamiento se observa a distintas temperaturas. Esas variaciones espectrales
sugieren que existen interacciones entre el pamoato de pirvinium y las diferentes
CDg#™?,
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Figura 53: Espectros electronicos de absorcion del pamoato de pirvinium ([PamPiv,} = 10° M ) con
diferentes concentraciones de B-CD en 50% DMSO (a) y HP-B-CD (b) en 25% DMSO a 298 K: (—)
0 M: (= =) 10* M, (-=-) SX107* M; (-2-2=) 107 M (moseee} 43107 M; (-M-) 8x107° M; (-9-) 102 M.

En la Figura 53 se ilustran los cambios en el espectro electrénico de absorcion
debido a la adicion de B-CD a la disolucién de pamoato de pirvinium, en 50% de
DMSO y a la adicion de HP-B-CD, en 25% de DMSOQ, respectivamente. La Figura
53b ayuda a entender porqué no es posible determinar los valores de las K, entre el
pirvinium y ta HP-B-CD, en la mezcla al 25% de DMSO, los cambios en el espectro

son insignificantes en la region visible.
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Si se examinan las estruciuras del pamoato y del pirvinium se puede suponer
que la inclusidn de cada una de estas especies puede tener lugar por dos sitios de
union, equiparables para el pamoato (dos grupos naftil iguales) y diferentes para el
pirvinium (grupo bencil y amina ternaria), o bien por ambos sitios a la vez, para el
pamoato y por los dos sitios a la vez, para el pirvinium. Sin embargo, al graficar AA
frente a la concentracion de cicloamilosa, la curva resuliante se ajusta a la Ecuacion
5 (seccidn 8) correspondiente a la formacién de un complejo de estequiometria 1:1.

En el esquema iV se muestra el posible equilibrio de complejacién.

++ CD Kpam Kp]\r’

. . 2- . +
PamPiy ===== Pam?- + 2Piv = =~ {Pam cCD]” + 2[Pivc CDI
Esquema IV
donde K., €s la constante de equilibrio para la complejacion del pamoato y K, para
el pirvinium.
A 50% DMSO
a) A 50°%DMSO )] v 5% DMSO i
010:(" i v 75%DMSO 1 ® D acwsa v \\ 0.004
Y] e 25%DMSO A B L0006 {1 ® 25%DMSO 2
0.08] - ' * Lo
] - 0.004
- 0.0 . oo
A ] Y
(.04 4
F0.002 ' 0]
0.02
0.001 - 0.000 .00
0000 002 0004 0006 G008 0.010 0000 0.002 0.004 0006 0008 0010
-CDY (M) fe-CD] (M)

Figura 54: Isotermas de union para el sistema pamoato de pirvinium {[PamPiv,] = 10°° M) con 3-CD {pamoalo
(a) y pirvinium (b)) a 298 K en diferentes disolventes: (W) (—) D. acuosa, pH 7.5, Ap,, = 276 nm, 4., = 468 nm;
(@) {— —) 25% DMSO, X, =278 nm, %, = 488 nm; (&) (--) 50% DMSO0, A, = 290 am, A, = 500 nm; (W) {-=-=-)
75% DMSO, g, = 290 nm, Ay, = 306 nm; (@) (-==-++-) DMSO, A, = 304 nm, A,, = 506 nm . Los simboles
corresponden a {os resultados experimentales y las iineas a los ajustes de los mismos a la Ecuacion 3.

En la Figura 54 vemos las isotermas de union para el sistema pamoato (a) y
pirvinium (b) con B-CD en los diferentes disolventes estudiados. Las longitudes de
onda seguidas en este estudio han sido: 276 y 468 nm en D. acuosa, 278 y 488 nm
en 25% DMSO, 290 y 500 nm en 50% DMSO, 290 y 506 nm en 75% DMSQ y 304 y
506 nm en DMSQ, para el pamoato y el pirvinium, respectivamente. Esta claro que el

comportamiento de ambas moléculas es diferente entre si, por lo cual creemos que
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es adecuado el considerar las bandas del espectro por separado para conocer las

constantes de equilibrio de cada una de las moléculas componentes de la sal.
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Figura 55: Isotermas de union obtenidas para el sistema Pam® {a) y Piv" (b) con o-CD en disolucién acuosa, pH
7.5, a distintas temperaturas: (%) (—) 294 K; (@) (- -} 298 K; (&) () 302 K; (V) (-+-=-} 306 K; (@) (eonse- }
310 K. Los simbolos corresponden a los resultados experimentales y las lineas a los ajustes de los mismos a la

En ia Figura 55 vemos el distinto comportamiento del pamoato y del pirvinium
con «-CD en D. acuosa a las diferentes temperaturas estudiadas. En ambos casos

se observa un aumento de la constante de equilibrioc a medida que aumenta la

temperatura®'’ 293279,
En la Tabla XVill se presentan las constantes de interaccion para el anion

pamoato con las cuatro ciclodextrinas estudiadas a 298 K.

Medio de disolucion

CDs D. acuosa 25% DMSO 56% DMSO 75% DMSO DMSO
a-CD 200 + 30 12.21 £ 0.04 188+ 6 390 + 40 1300 = 400
B-CD 240 + 30 78 + 1 1574 220+ 15
y-CD 230+ 20 13.17 £ 0.06 163 = 15 320+ 40

HP-3-CD 160 + 20 609038 115+ 4 150+ 10

Tabla XVIII: Constantes de interaccién (M ) del ion pamoato con varias CDs en diferentes medios a 298 K,
obtenidas por el método de espectroscopia directa.
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Las constantes de interaccion correspondientes el pirvinium con las diferentes

ciclodextrinas, a 298 K, se muestran en la Tabla XIX.

Medio de disolucion

CDs D. acuosa 25% DMSO __ 50% DMSO _ 75% DMSO DMSO
o-CD 321 74+ 2 59+3 11.9+02 249 £ 0.8
B-CD 140 = 20 22.8 £ 0.4 67 £ 3 25.6 4 0.5 5545
-CD 280 + 20 11.6 £ 0.1 48 + 2

HP-B-CD 14.7 £ 0.5 7.6 0.1

Tabla XIX: Constantes de interaccion (M ) del pirvinium con varias CDs en diferenies medios a 298 K.
obtenidas por el método de espectroscopia directa.

A igual que en los estudios con PamPit, se observa que no todos los valores
de K., han podido ser obtenidos, se supone que se debe a las débiles interacciones

entre Pam? o Piv* con la y- y HP-B- CDs.

6.7.1.1.2. Mecanica mofecular

Para hacernos una idea de ta posible estructura de los complejos formados se
recurre a los calculos de mecénica molecular, los estudios de cada uno de los
anicnes de la sal se hacen por separado, pero considerando que son especies
cargadas eléctricamente.

Se considera un eje central a través de la cavidad de la ciclodextrina, sobre el
cual vamos a ir desplazando a cada uno de los huéspedes y pasando de un lado a
otro de la cavidad, cada una de las posiciones se optimiza para conocer a que
energia corresponde y finaimente se considera como posible estructura aquella
configuraciéon de minima energia en comparacién con el huesped y el anfitrion por
separado.

Los resultados para el anidn pamoato dianidnico son practicamente iguales
que para el monoanidnico y ya estan representados en la Figura 49 y las posibles

estructuras obtenidas con el cation pirvinium son ilustradas en la Figura 56.
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Figura 56, Estructuras de minima energia calculadas mediante mecinica molecular para los complejos de inclasion
del fon pirvinium con las ciclodextrinas. (a} @-CD, (b} B-CD, {c) v-CD v {d) HP-§-CD.

6.7.2. Discusion

6.7.2.1. Efecto de las diferentes ciclodextrinas sobre fa complejacién

No cabe duda que ! tamafnio de la cavidad va a funcionar como un pnmer
factor de seleccién en el proceso de inclusidn, ya que dependiendo de fa relacion de
tamafios entre huésped y cavidad del anfitrién va a tener, o no, lugar la inclusién®>>
265, 270} Gin embargo, al comparar ios resultados obtenidos, tanto para el pamoato,
como para el pirvinium vy las diferentes ciclodexrinas, se observa que es dificit sacar
un pafrén comin de comportamiento referido a este factor, lo que indica que a pesar
de la selectividad que ef tamafic desempefia en la complejacidon, existen ofos
factores mucho mas importantes en la determinacién de la eslabilidad de ia nueva
especie formada. También hay que considerar la complejidad inherente a estos
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sistemas de reaccién y adicionalmente, los valores pequefios de las constantes de

interaceion.
6.7.2.2. Efecto del disolvente

A partir de los resultados obtenidos por medio de la espectroscopia
electréonica de absorcidn, el disolvente es un factor importante en las reacciones
estudiadas, ya que a pesar de mantener el mismo huésped y el mismo anfitrion,
observamos cambios significativos en el comportamiento de complejacion, en los
distintos medios de reaccion.

Se han llevado a cabo estudios de solubilidad con el fin de conocer el grado
de solvatacion de los huéspedes en los disolventes de frabajo y posteriormente se
ha correlacionado el porcentaje de DMSO con las constantes de equilibrio, estos

resultados se muestran graficamente en la Figura 57.
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Figura 57; Constantes de equilibrio del pamoato (a) y pirvinium (b} con o-CD (W), -CD (@), y-CD (A} y HP-B-
CD (¥) en funcion de la composicion del medio, a 298 K. La insercion en (a) representa la solubilidad del
pamoato de pirvinium en los distintos disolventes empleados.

Es importante hacer constar el caracter principaimente hidrofébico del
pamoato de pirvinium, a pesar de ser especies iénicas. Esto se ve en la insercién de
la Figura 57a. El aumento la solubilidad al incrementar la proporcion de DMSO en el
disolvente, es también indicativo de una disminucion en las interacciones disolvente-
disolvente, o lo que es lo mismo, una disminucion del efecto solvofdbico. Por su
caracter iénico, cabe pensar que el grupo cargado se vera preferentemente
solvatado por el disolvente que interaccionando con el interior de la cavidad de la
CD, de lo que se deduce que la inclusion tendra lugar de tal modo que se favorezcan
al maximo las interacciones con el disolvente y con el anfitrion, es decir, la
orientacion de la complejacion vendra gobernada por las interacciones ion-dipolo
entre huésped y disolvente?®®Y".

Para los procesos de inclusion que involucran al ion pamoato, se observa, en
general, que en disolucion acuosa y 25% DMSO la complejacion viene regida por ias

interacciones solvofébicas, dado que las constantes de equilibrio y el efecto
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solvofébico disminuyen paralelamente. Sin embargo, para el resto de los medios de
reaccion, las interacciones de van der Waals juegan un papel esencial en la inclusién
del ion pamoato. <

Es dificil juzgar el papel del disolvente en la reacciones de complejacion entre
CDs y el catidon pirvinium, puesto que no hay tendencias claras y ademas, las
variaciones en i{os valores de las constantes son muy pequenos, excepte con la y-

CD, en donde Ias interacciones de van der Waals son relevantes.
6.7.2.3. Otros aspectos termodinamicos

Las Tablas XX y XXI muestran los parametros termodinamicos (AH y AS)
obtenidos para las reacciones de complejacion entre pamoato y pirvinium con una
serie de ciclodextrinas. Estos valores se han obtenido mediante un anaiisis de van't

Hoff (Ecuacion 8) a partir de los cambios de las K, con la temperatura (Figura 58).

AH (k)/mol) AS (J/mol K)

D. acuosa DMSO D. acuosa DMSO
a-CD 34.65+0.04 13.34 £ 0.04 160.5 £ 0.1 104.53 + 0.02
B-CD 18.48 £ 0.01 107.49 £ 0.05
y-CD 8.34 £ 0.09 729+ 0.1
HP-3-CD 0.95+0.03 45.1+0.1

Tabla XX: Valores termodindmicos para la reaccion de complejacion entre pamoato v varias CDs, en disolucién
acuosa y en DMSO.

AH (kJ/mol) AS (J/mol K)

D. acuosa DMSO D. acuosa DMSO
a~-CD 70.6 £ 0.1 -31.13 £ 0.03 265.6 0.5 -77.55 +0.09
-CD 2330+ 0.03 119.1£0.1
y-CD -23.83£0.02 -33.1 £ 0.1

Tabla XXI: Valores termodindmicos para !a reaccion de complejacion entre pirvinium y algunas CDs, en
disolucién acuosa y en DMSO.
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Figura 58: Analisis de van't Hoft para los sistemas ion Pamoato (a y b) e ion Pirvinium (¢ y d) con a-CD (B) (—),
B-CD (®) (- ~), y-CD (&) (--) y HP-B-CD (V) (-*-) en disolucién acuosa (a y ¢} y en DMSO (b y d). Los
simbolos representan los datos experimentales y las lineas los ajustes lincales

En la mayor parte de los sistemas estudiados en esta seccion, observamos
que la formacién de los complejos es favorable entropicamente y desfavorable
entalpicamente. Para poder hacer un andlisis de estos valores termodinamicos, hay
que considerar los distintos factores que intervienen en el proceso de la inclusién:
exclusion de las moléculas de agua del interior de la cavidad de, liberacion de la
tension del anillo, profundidad de la inclusién, superficie de contacto y distancia
interna entre ambas moléculas y efecto del disolvente®®.

Tanto la exclusion de las moléculas del disolvente, como la liberacion de la
tension del anillo, parecen ser factores importantes en la complejacion del pamoato
con las diferentes ciclodextrina, ya que las tendencias observadas en las variables
termodinamicas estan de acuerdo con lo esperado si estos factores jugaran un papel

importante. AH es mas favorable para HP-B-CD que para y y p- CDs y mas que para
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a-CD. Basandonos en los signos de AS y AH™9 se puede concluir que en general
las reacciones con pamoato y las diversas cicloamilosas son gobernadas por

interacciones solvofobicas.

Para las reacciones de complejacidn con el pirvinium podemos concluir que
con a- y B- CDs la reaccion es principalmente gobernada por el efecto del disolvente,
dado que tanto AS como AH son positivos. Sin embargo, con y-CD las interacciones
dominantes son las fuerzas de van der Waals, ya que se caracterizan por valores
negativos del factor entropico y entalpico. Ademas en consideracion a las tendencias
observadas por las diferentes ciclodextrinas, también se concluye que la tensién del
anillo y la liberacién del disclvente de la cavidad de la cicloamilosa son factores
importantes. En DMSO, parece ser que las interacciones entre huesped y anfitrion

juegan el papel mas importante en la reaccion de complejacion.

6.7.3. Conclusiones

* Fue posible obtener por separado los valores de las K, atribuidas al Pam® y al
Piv*, mediante espectroscopia directa.

* Se han determinado las K, para todos los sistemas con el ion pamoato a
excepcion de los sistemas con (-, v- y HP-B- CDs en DMSO. En el caso del
pirvinium, la debilidad de las interacciones representan un problema serio para la
determinacion de los parametros termodinamicos y su interpretacion.

* Se concluye gue la relacion de tamafos es un factor selectivo pero gue no
interviene substancialmente en la estabilidad de los complejos formados.

* El ion pamoato parece mostrar una combinacion de fuerzas estabilizadoras, tanto
el efecto solvofébico como las interacciones de van der Waals participan
notoriamente en la complejacién.

* Los complejos del ion pirvinium con ciclodextrinas estan estabilizados por efecto
solvofbbico, con excepcidn de los formados con la o-CD en DMSO y con la v-CD

en D. acuosa.
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7. Conclusiones generales y perspectivas

7.1. Conclusiones generales

——Se-estudiaron-siete-moléeulas-huéspedes con cuatro ciclodextrinas-en cinco
medios de disolucién, a 298 K. También, en DMSO y en D. acuosa regulada a pH
7.5, se llevaron a cabo estudios de espectroscopia directa para conocer ios valores
de AS y AH. En general, se puede decir que se han obtenido una gran parte de los
valores de las constantes de inclusién que se planearon inicialmente, asi como de
los otros parametros termodindmicos. También, los estudios de RMN y de MM nos
han dado suficiente informacion para conocer la estructura méas probable de los
complejos de inclusion formados.

En resumen, se determinaron 150 K,,, en cinco medios de reaccién, a 288 K
por el método de espectroscopia directa; 24 K, en D. acuosa, pH 7.5, a 298 K
usando e! método de Higuchi y Connors; 35 valores de coeficientes solubilidad en los
cinco medios de reaccion, a 298 K; 215 K, en D. acuosa, pH 7.5 y DMSQ a 294,
302, 306 y 310 K; 10 valores de pK, y 3 K, en D. acuosa a pH 1.8. También, se
llevaron a cabo estudios de mecdnica molecular para 8 molécuias huésped y se
logré obtener informacion de RMN para el violeta de genciana, el mebendazol y el
tiabendazol con la a-, B-y y- CDs.

Analizando los resultados obtenidos en funcién de los diferentes parametros
involucrados en el proceso de complejacion se puede llegar a las siguientes

conclusiones generales:

*  Todos los antihelminticos forman complejos de inclusion con las ciclodextrinas a todas
las condiciones de reaccion estudiadas; sélo los pamoatos han presentado algunas
excepciones. Todos los complejos de inclusion formados presentan estequiometria 1:1,
a excepcion del [CV, < y-CDF* en D. acuosa, pH 7.5 y del [CV — a-CDJ* en D.
acuocsa, a 294 K.

* Se ha encontrado que el Alb y el Meb son los que mas afinidad tienen por las

ciclodextrinas, seguidos por el Tiab, Pam®, Prazi, PamPit, CV" y finaimente el
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pirvinium. Cabe destacar que el tiabendazol se incluye muy fuertemente en
DMSQ, pero en D. acuosa presenta baja afinidad por fas cicloamilosas.

Las ciclodextrinas que forman complejos mas estables son la HP-$- y la B- CDs,
mientras que el general de los huéspedes se acomplejan débilmente conlav-y la
a~ CDs.

En cuanto a los medios de reaccion, los mayores valores de constantes se
encuentran en los disolventes puros, seguidos por la mezcla al 25% y finalmente
por las mezclas al 50% y 75% de DMSO.

La orientacion del huésped dentro de la cavidad de la cicloamilosa viene dirigida,
principalmente, por una competencia entre las interacciones huésped-disolvenie
y las interacciones huésped-CD. Se ve beneficiada la posicion de minima energia
que favorece al maximo ambas interacciones. La seccién de ia molécula huésped
que interacciona mas débilmente con el disolvente es la parte que se incluye.

En la formacion de los complejos de inclusién, se puede hablar de ios factores
que dirigen la complejacién y de las fuerzas que estabilizan las especies
formadas. La liberacion de la tension del anillo, la expulsién de las moléculas de
disolvente de la cavidad de la cicloamilosa y la relacion de tamafios entre
huésped y anfitrion participan significativamente en la formacion de los
complejos, pero no son los factores predominantes en la estabilizacion de los
mismos.

Al estudiar el efectc del disolvente, en general se observa que las K, disminuyen
a medida que disminuye el efecto solvofobico en el medio, lo que nos indica la
gran importancia que este tipo de interacciones tiene en el proceso de
complegjacidon. Aunque también, en algunos casos se puede contemplar la
importancia de las fuerzas de van der Waals en la estabiiizacion de los complejos
de inclusioén.

La conclusion anterior se apoya también en los valores positives de AS y AH,
indicativas de efecto soivofGbico, obtenidos a partir de los estudios de las K, a
diferentes temperaturas.

Al estudiar la influencia de la carga, se deduce que la presencia de grupos

cargado en la molecula desfavorece considerablemente la estabilidad de estos
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sistemas, probablemente debido a que se favorece la interaccion con el

disolvente.

En este trabajo se ha aportado conocimiento acerca de las interacciones

intermoleculares existentes entre las ciclodextrinas y algunos antihelminticos, se ha

observado la gran influencia que ejerce el disolvente en la estabilidad de los

complejos de inclusién. También, se ha comprobado que algunos factores
tradicionalmente considerados muy importantes para favorecer la estabilidad,
participan de forma negativa a este fendbmeno.

Por ofro lado, se ha logrado adaptar y aplicar una metodologia adecuada para
trabajar con errores muy pequefios en la determinaciéon de los valores de algunos
parametros termodinamicos relacionados con este tipo de reacciones, va que son
sistemas sumamente complicados en su manejo.

e lag ciclodextrinas son una

Ademas, se ha demostrado en este estudios g
buena alternativa para mejorar las caracteristicas de solubilidad en agua de algunos

farmacos tan importantes como son el albendazol, mebendazol, tiabendazol y otros.

A continuacion, se muestran tres graficas que resumen una gran parte de los
resultados obtenidos. La primera grafica muestra las K, con los 8 huéspedes y las 4
CDs, en los cinco medios de reaccién, a 298 K. En la segunda y tercera gréficas
estan representados los valores de AH y AS obtenidos en D.acuosa, pH 7.5 y DMSO,

para todos los huéspedes con las cuatro cicloamilosas utilizadas.
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Figura 59: Valores de las X, para todas las molécutas hudsped con todas las ciclodextrinas, en los cinco medios de
reaccion, a 298 K. Ei valor de Ia Ky del complejo [CV, < v-CDF no aparece en esta figura, debido a su gran
valor.



padsongy

AR B

e ST I T

d
(OSIQ) m_ma. e
(en3e) Hv |

(OSNQ) ) 2
(enSe) as- dmmﬁ —

"SOPYIPIISa SBUIAISIS 50T S0PO) wrBd [y Op $A50BA 100 RIS

- 001-
o8-
- 09-
- ot

- 0¢-

(OSINQD amq ok
(en8e) aﬁﬂ ]

&
(OSWQ Hv IR
(en3e) Hv BN

Or1

SOUOIST{OUO)

(fowy )



'SEULIINSPOJOID OJJ¥NY SB] UOD SOPRIPNISE SOMURBRULUR S0] SOPO) 3p uoEBIdWos p sanepsEa) s2] &f SOMNdIINS SOIGUIED SO] 9P SAIO[BA (19 Bindiy

Ald wed | Hdweq  1zeld qeLL QSN Qv AD

padsonyy

et

i

(Jow /1) SV

g g
) v | (oswa) sv I
vco.a&mmq D | E smwv oy TS
. 0
HSIAICD) ma l (osnwa) sv EER

(enss) “sv [

_7
M FAUQISNIUCT) vl



Conclusiones 142

Las figuras anteriores muestran claramente el comportamiento general de los
antihelminticos con las cuatro CDs estudiadas. Cabe destacar la distinta afinidad de
los huéspedes por las cicloamilosas, asi como el comportamiento general en base a

los valores de AH y AS. En las Figuras 60 y 61 se observa que la mayoria de los

e e
T pTOCEs0S dé complejacion estudiados son regidos por AH y AS positivos, [0 cual es

indicativo de la gran influencia del disolvente en las reacciones de complejacion.

7.2, Perspectivas

Se considera que en el presente trabajo se ha logrado recopilar e interpretar
una gran cantidad de informacién, sin embargo, todavia falta concluir algunos
estudios. También, se planea iniciar aigunos trabajos dentro de esta linea de

investigacion, entre ellos se sugiere:

1} Para conocer con seguridad el comportamiento del pamoato de pirantel y el
pamoato de pirvinium en las reacciones de complejacién con CDs, se propone
realizar estudios comparativos con el 4cido pamoico, el pirantel y el pirvinium. Hacer
estudios de RMN para todos los casos a estudiar, asi como estudios de
espectroscopia UV-visible para estos tres huéspedes no estudiados en su forma

neutra.

2) Al iniciar este trabajo se considerd la niclosamida como otro antihelmintico
a estudiar. Hasta el momento, se han llevado a cabo estudios de espectroscopia UV-
visible y de mecanica molecular y se han determinado las constantes aparentes de
equilibrio y los valores aparentes de AH y AS. Sin embargo, la interpretacién de los
restltados obtenidos en funcién de los posibles equilibrios acido-base no se han
concluido. Por ello, se propone finalizar este andlisis de resultados, usando un
modelo matematico que considere la existencia de complejos de inclusion con la

forma acida y la forma basica de la niclosamida
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3) Realizar un estudio mas detallado de resonancia magnetica nuclear,
obteniendo por espectros NOESY estructuras mas exactas de los compigjos de

inciusion formados en disolucion.

4) Estudiar méas profundamente el efecto del disolvente, considerando medios
de reaccion que difieran significativamente en sus caracteristicas fisicoquimicas
(polaridad, capacidad de formar puentes de H, tensién superficial y otras). En este
estudio se contempla la posibilidad de formacién de complejos de inclusién en fase
gaseosa. También, se proponen estudios de LFER para cuantificar que propiedades
del medio participan mas notoriamente, correlacionando los valores de AG de
compigjacion con algunos pardmetros propios del disolvente empleado {momento

dipolar, ntmero aceptor o donador y tensién superficiai, entre otros ).

5) Conociendo [a esiructura de los distintos complejos en diferentes
disolventes, lievar a cabo relaciones lineales de energia libre que relacionen valores
termoedinamicos de complejacion (AG, AH, AS) con las caracteristicas de Ia parie
incluida y de fa parte en contacto con el medio. De este modo se conocera el efecto

de la parte externa del huésped sobre el proceso de complejacion.

6) Se plantea, en general, la mejora de ciertas caracteristicas inadecuadas de
farmacos (solubilidad, efectos adversos y estabilidad), ya sea por su formulacién con
ciclodextrinas o con polimeros tipo polivinilpirrolidona,  polietilenglicol,
carboximetilcelulosa y otros mas. tnicialmente, se proyecta frabajar en la mejora de
las caracteristicas de solubilidad del albendazol y del mebendazol mediante ia
formacion de complejos de inclusion, su estudio en estado sélido y disoiucion,
investigacion de las posibles formulaciones eficaces y de las interacciones entre los
diferentes excipientes usados, tantc en la formulacién como una vez administrados

al organismo, ya sea humano o animal.
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8. Parte experimental

8.1 Materiales

Fodas tas sustancias ttitizadas fueron-grado RA:

NaCi y NaOH fueron suministrados por Mallinckredt (Paris, KY, USA).

Albendazol fue donado por los Laboratorios Smith-Kline and Beecham,
México.

Citrato de sodio, NaH,PO,, mebendazol, pamoato de pirvinium, pamoato de
pirantel y tiabendazol fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO, USA).

Praziquantel fue donado por Laboratorios Merck, México.

Violeta de genciana (96% de pureza), HCI, estandard volumétrico, disolucion
1.029 N en agua, D,0 (99.9 atomo % D), DMSO-d; (89.9 atomo % D) y Na.HPO,
fueron comprados a Aldrich (Milwaukee, WI, USA), y se usaron tal y como se
recibieron.

a, 7, y HP-B ciclodextrinas (grado de sustitucion = 9) fueron regaladas por
Cerestar (Hammond, IL, USA} y se han usado como se recibieron. p-ciclodextrina,
proporcicnada por ARANCIA (Edo. México), fue purificada por lavados sucesivos con
distintos disotventes, metanol, eter, etanol, acetona y posteriormente se recristalizo

desde agua ®®".

8.2 Métodos

8.2.1 Estudios de solubilidad de fases

Este método se atribuye a Higuchi y Connors®' %7,

Consiste en determinar el coeficiente de solubilidad de los distintos
antihelminticos en una disolucién acucsa, 0.1 M de buffer fosfatos
NaH,PO,/Na,HPO,, pH 7.5, a 298 K y una fuerza iénica constante de {NaCi] = 0.1 M.
Simultaneamente se prepararon disoluciones (pH=7.5, T=298 K y 1=0.1M NaCl) de
las distintas ciclodextrinas con diferentes concentraciones (0, 107, 5x10™, 10?, 4x107,

8x10° y 102 M) y a cada una de ellas se les agrega un exceso del correspondiente
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huésped. Estas disoluciones se mantienen con agitacion en un bafo termostatado, a
298 K, durante 72 horas, tiempo en el que se asegura se ha alcanzado el equilibrio.
Posteriormente, se filtran las disoluciones (bien usando filtros Millipore de 2.5 cm de
diametro y 0.45 u de tamafno de poro, o bien al vacio. Cabe destacar que este
proceso conlleva a errores significativos en el caiculo de las K,,) y se determina la
concentracion total de las moléculas huéspedes mediante espectroscopia electronica
de absorcion en la regidn UV-visible. En este método se considera que el valor del
coeficiente de extincion del huésped y del complejo de inclusién es igual. Los valores
de solubilidad de los huéspedes, en ausencia de ciclodexirinas, obienidos por este
método son los usados en la seccion de efecto del disolvente correspondiente a
cada molécula huésped.

El equipo de espectroscopia empleado fue un espectrofotdmetro de arreglo de
diodos Hewlet Packard 8452A, con una preciston fotométrica de £ 0.005 UA y una
senal de ruido < 0.0002 UA, equipade con un sistema Peltier HP 89090A para
controlar la temperatura.

Este mismo procedimiento se ha seguido con todas las moleculas huésped
con HP-B-CD en una disolucidén acuosa, 0.1 M de buffer citrato, pH 1.8, fuerza idnica
0.1 M de NaCl.

La ecuacion publicada para complejos de estequiometria 1:1 es la siguiente®'® 27

KimSU[CD]
S, =8, + w2l
1+K. S,

int
Ecuacién |

En esta ecuacion, S, es la concentraciéon total de huésped, S, es la

concentracion libre de huésped, K, es la constante de asociacidén y [CD], es Ia

concentracion total de ciclodextrina.
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Para el caso del violeta de genciana, se ha publicado la formacién de dimeros
{CV,2) en disolucion@® 2 por esta razoén estas

K4 . . .
CV'+ V' =——= CVf’ especies tienen que ser consideradas en el

1 +CD esquema de reaccion. Asi, en el Esquema V se
o reflejan-tos-posibles-equitibrios que tienen-fogarcon "

u {a a-, B- y HP-B- CDs. Es necesario destacar que

cvecnl’ estas cicloamilosas no pueden aiojar dos moléculas

Esquema V de viocleta de genciana, es decir, los complejos

formados tienen estequiometria 1:1. El desarrollo matematico para obtener la

ecuacion que define este equilibrio es el siguiente:

_[cvecenl ‘- A
e [cv*]cp] Yolev)
(@) (b)
(© [cD], =[CD]+{CV < CDJ'

donde [CD], es la concentracion total de ciclodextrina, [CD] es la
concentracién de ciclodextrina libre y JCV < CDJ” es la concentracion del complejo de
inclusién del violeta de genciana.

se substituye [CV < CDJ’ por su valor en {a) y se obtiene (d)

(d) [cp], =[cD}+ &, [cv*]cD] = [cDf1+ &, [cv*))
, cpj,

asi, {CD]= I_:[ETSE—V:]

() [CV'], = [CV'] + 2[CV,*]+[CV c CDJ'

siendo [CV’], la concentracion total del vicleta de genciana, [CV'] la
concentracion del monémero libre de violeta de genciana, [CV,*'] la concentracidn
del dimero del violeta de genciana y [CV < CDJ" la concentracidén del complejo de
inclusion del monomero del violeta de genciana

se reemplaza [CV,*'] por su valor en (b) y [CV < CDJ" por su valor en (a) y se

obtiene
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) [cv] =[cv']+ 2k [cv'] + &, [cp]ev']

y finalmente se sustituye [CD] por su valor en (d) para obtener la Ecuacion 2.

K, |cvr]cDj
1+ K, [cv+ ]

[cv] =[cv]+2k,[ev ] +
Ecuacion 2

La y-CD puede incluir dos moléculas de violeta de genciana, el Esquema Vi
muestra los equilibrios que hemos considerado en disolucion y a partir de los cuales

se ha llevado a cabo el siguiente desarrolio matematico:

oV 20v 22 ov,c .cp)”
7
Esquema VI
K, = [V, Cz}/ - CD]:Z+ ‘- cv,”
v [l -co] vt
(@) (b)
(c) [» - CD] =[r - cD}+[CV, c 7 - CD]"

donde [CV, < v-CDJ* es la concentracion del complejo de inclusion del dimere
del violeta de genciana.

se sustifuye [CV, < y-CDJ* por su vaior en (a) y se obtiene (d)

(d) [y -CD] =]y -CD}+ Kz.l[cv+ ﬁ;f -CD] =]y~ CD](l + Km[CV*]Z)
asi, [y - CD] = _[}’__EL
1+ Kzzl[CW]'
(e) [CV'], = [CV*] + 2[CV,*]+2[CV, < y-CDP*

reemplazando [CV,*] por su valor en (b) y [CV, « v-CDJ* por su valor en (a) y

se obtiene
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%) [ev'] =[cvi]+ 2K [cve] + 2K, 7 - cofev']
y finalmente se sustituye [y-CD] por su vaior en (d) para obtener la Ecuacion 3.

2K, [cv* T|CD),
& vl

[cve] =[cv ]+ 2K JCv'T +

Ecuacion 3

En D. acuosa, a pH = 1.8, hay que considerar los diferentes equilibrios
posibles, el esquema siguiente los muestra para todos aquellos huéspedes

(albendazol, mebendazol y tiabendazol) en los que consideramos un sitio para la

protonacion:
+H" N
Huésped & +» HuéspedH
| Kal Al
+ HP-B-CD +HP-B-CD
K; KZ
+H ' .
[Huésped «« HP-p-CD] [ Huésped < HP-B-CDI
acl
Esquema Vil

donde K,, y K,., son las constantes de acidez para las reacciones sin y con
ciclodextrina, y K, y K, son las constantes de interacciéon para CD con huésped sin
protonar y protonado, respectivamente. K,, y K, son valores previamente conocidos.

El desarrollo matematico utilizado para obtener la expresion que vamos a usar
en la obtencion de la constante de interaccion con la forma protonada es el
siguiente:

Se parte del siguiente esquema general de complejacion:

in

K
§p + L ==—=== SL

donde S, es el huésped libre protonado(SH") y no protonado (S), L es la
ciclodextrina libre y SL, son los compiejos de inclusién con la forma protonada (SH'L)
y sin protonar (SL).

Se sabe que:
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K, = [SL‘] De donde: [SLt] =K, [SO][L]
[SoffL]
(a)
(b) [L.]=[L]+[SL/]
siendo [L] la conceniracion total de CD.
sustituyendo [SL] por su valor obtenido a partir de (&)
) [L.]=[L]+ (Kint [SO][L]) = [L](l + K :SO])
L]
. Li= ol
y de aqui: [ ] 1+K5nt _So]
(@ [S.]1=[So]+[SL.] y e) [So] = [S]+[sH"]
reemplazando [S,] por su valor en (e) y [SL] por su valor obtenido en (a)
M [8.1=[8]+[SH" ]+ &, [So[L] = [S]+ st ]+ K., ([8]+ [sH L]
y sustituyendo [L} por su valor obtenido en (c) y de nuevo [S,] por su valor en {C)
_ 1, Kal[s)+ [
(9) [8.]=[s]+[sH"]+ w3 ([S]+[SH*])
A partir del Esquema VIl
[S]#] s ']
h Ky =7 s |SH™|=
o ST T
si se reemplaza en (g) el valor de [SH+] por su valor a partir de (h)
(] H
1 KullS]+ L] . K,m[S][LI][l + m]
M [S]=[S]+ [S][[(H ] + b —-=[S]+ [S]IH ] + K‘i‘
al [S] H K, H
1+ K, [[S] S } 1+ Kfm[s][l + _K—]

Por otro iado;
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‘ s [SL]+[sH"L]
MRS CNCREE

[SL]

() A partir del Esquema Vil Ki = ISTL]
' I

(I) A partir de (j) y de (k) a partir de (h)

K - K|[S, L]+ &,[SH" L] _ K [S]+ K, [S]Kf\p
i ([s1+ [sH"]jL] 5]+ [s]["]

al

Sacando factor comin [S]

el (sl

al

o B [ED

al

al

130

y sustituyendo K, en la expresion (i), la ecuacion resuitante es

eoslt]

EJ]I [S][L,][l +%J

_

Resumiendo:
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(S]] (K“sz[E—;]J[SJ[L(]

U1 [Kl +K, Li(lj}[s]

Y asi se obtiene la Ecuacion 4:

[S[H"] K,[sIL]

[S.]=[s]+ K, 14K, [S]

Ecuacidn 4

Kap=lf<l+1’<2[HA+1

al

en donde;

Segln la terminologia de Higuchi y Connors se observan diagramas de
solubilidad de fase tipo A o tipo B. En esta tesis, todos los diagramas obtenidos han
sido tipo A. El tipo de diagrama de fase A lo presentan sistemas en que el complejo

formado es soluble y no forma precipitado; dentro de éste podemos encontrar Au

que se obtiene cuando existe una relacién lineal entre la concentracion total de
huésped y la de ciclodextrina (los complejos tienen una dependencia de primer orden

con la concentracién total de cicloamifosa); AP, que presenta una desviacion positiva
(los complejos formados tienen mas de una molécula de ligando) y AN gue muestran

una desviacion negativa (representa una disminucidn de la solubilidad dependiente

de la concentracion de ciclodextrina).
8.2.2. Método de espectroscopia directa UV-visible

Este meétodo'™ ** consiste en preparar una disolucion de huésped a
concentracion constante (entre 10° y 10° M para los diferentes antihelminticos; 10°
M para el Alb, Meb, Prazi, PamPit y PamPiv; 5x10° M para el CV* y 10° M para el
Tiab y el Prazi; basandonos en las curvas de calibracion realizadas previamenie con
todas las moléculas huésped en todos los medios de reaccion utilizados) y

posteriormente adicionarle varias concentraciones de CDs a esta misma
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disolucion (de 1x10* a 1x102 M). Las muestras se mantienen a 298 K y su espectro
electrénico de absorcién se obtiene antes de las 24 horas y se repite 32 veces, es
decir, el valor de absorbancia resultante es un promedic y por eso se pueden
obtener valores de K, de aproximadamente 10 con bajo error y alta reproducibilidad,
. estas-medidas-se hacenen-el-mismo-espectrofotémetro especificadoenta seccion— T
8.2.1. En este método se hace una aproximacién, se considera que la concentracion
de ciclodextrina libre tras la complejacién y la concentracion total de la misma es igual.
En el caso del CV', debido a su gran capacidad para adsorberse a las |
superficies de vidrio y silica®* ¥®, se tuvo especial cuidado en el lavado de la
celda, para evitar que hubiera error por este motivo.
Cabe destacar que las ciclodextrinas no interfieren con las medidas
espectroscopicas de ninguno de los huéspedes estudiados, dado gue no absorbe en
ta misma regién que los antihelminticos utilizados.
A partir de los datos espectroscopicos obtenidos en presencia y ausencia de

ciclodextrinas, se representa AA = (Am‘-ACD-AH) frente a ta [CD], para obtener las

llamadas isotermas de unidn. Segun la estequiometria del complejo formado, estas
graficas vendran definidas por distintas ecuaciones, asi, si el complejo presenta

estequiometiia 1:1 ((Huésped c CD)), la ecuacion 5 define este comportamiento:
K. [S.]JcPlAe
I +X,[CD]

Ecuacion 5

AA =

Mientras que si lo que encontramos es un complejo 1:2 ([Huésped c CD.]):
2
_ K|S, JlCD] As
1+ K, [CD]

Ecuacion 6

o un complejo 2:1 ([Huésped, c CD]):

. (6ei - 2eﬂ)(1 +4K,,[y - cp][cv*]— Jl +8K,,[y - CDJ[CV ])
8K,,[y - CD]

Ecuacioén 7
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El desarrollo matematico para llegar a la Ecuacién 7 es el siguiente:

A partir del Esquema Vil, sabemos los siguientes datos

K, = 1Y% =7 -CD] [cv] =[cv]+2cy, <y -cD]”
[cv* ] [ - CD]
(b)
(a)
En (b) se sustituye el complejo de inclusion por el valor obienido a partir de (a) y
+ + +1?

© [cvr] =[cv]+2k,,[cD]eve]

y resolviendo esta ecuacion cuadratica para el violeta de genciana libre, [CV7],
se obtiene

-1+ {1+ 8K, [CDICV"

(d) [CV+] — \/ 2'1[ ][ ]l

4K,,[CD]

Por otro lado, la absorbancia para el CV',, en ausencia de ciclodextrina es
(e) Abs; = £,[CV"),

y ia absorbancia para el violeta de genciana en presencia de ciclodextrina es
() Abs, = £,[CV'] + £, [CV, c y-CD[*

donde g, es la absortividad molar del complejo de inclusién

sustituyendo en (f) el valor de [CV’] por su expresién en (d) y [CV, < v-CDJ*

por su expresion en {(a), se obtiene

~1% 1+ 8K, [CD][cv°]
4K,,[CD]

() Abs; = &, + oK [opfev ]

y reemplazando de nuevo el valor de [CV’], se obtiene

4

~1# 148K, [CDJC V']
4K, [CD]

~1+/1+ 8K, [cD]cv7]

h Abs =
(h) Sy = &y 4K2_1[CD]

L1+ £ K [CD]

(1) AA = Abs; - Abs,
desarrollando com—pletamente (h) y restandole la expresioén en (e), se obtiene

la Ecuacién 7.
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A partir de los valores de las constantes de equilibrio obtenidos a distintas
temperaturas, se pueden realizar estudios de algunos valores termodinamicos, para
lo cual se llevan a cabo andlisis de van’t Hoff, los cuales se rigen por la siguiente

ecuacion:

InK

]
e R R _f:i-\_

Ecuacion 8

8.2.3. Obtencion del pK, del violeta de genciana

Los valores de pKa del CV" y sus complejos de inclusion con HP-B-CD fueron
obtenidos por valoracidn espectrofotométrica con HCI 0.1 N y los valores de pH se
adquirieron usando un pHmetro Orion 710A con un electrodo ROSS de cuerpo de
vidrio, Modelo 8102BN, 0-14 pH.

L as ecuaciones utilizadas para obtener dichos valores son tas siguientes y se

han obtenido a partir del esquema | (Seccién 6.1.).

cve tHPBCD K | 1oy cpppcoy
J
K e Kl e
K '
+ HP-B-CD 2 .
HCV2r RHPBC = [HCV < HP-B-CD]’
1 1
Ky || HY Kaca|| Ht

+ HP-B-CD K 3
HoCvas L HED 2= [H,CV = HP-B-CD]’

Esquema }

E| desarrollo matematico seguido para obtener los valores de los PK, del CV*

en ausencia de ciclodextrina, se expone a continuacién:

(@) [cv], =[cv ]+ [Heve ]+ [H,0v7]

2+ +
0) © 3|HCV HHI

- [HZCV”*]
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© LoVl

a [HCV™]

sustituyendo las concentraciones de las formas dicationica y tricatiénica por

las expresiones obtenidas a partir de (b) y (c}, se obtiene:

o rpiilinl

y la absorbancia totai es:

@) Abs, = £, [CV' |+ £, o [HCV 4 e, [H,CV]

HCY?*
v 2

sustituyendo de igual forma que se hizo en (d), tenemos que:

oV ] ol L)

G Abs, = £,.[CV" ]+ &, o KK

al
y para poder hacer una representacion grafica de absortividad molar

observada frente a [H"], se desarrolla la siguiente expresion:

cv+H* cv:u-T

I e
= fovy [CV*]+[CV+][H+]+[CV+HH+F
Kul K:xZK'l]

a partir de la cual y sacando factor comun, se llega a la Ecuacidn 9.

£ +{ECV3‘ n Ty [H+]} [H+]

K, K

a2 al

T

K K,

az

al

Ecuacion 9

Para obtener los PK, del violeta de genciana incluido en la HP-B-CD, se llevd

a cabo el siguiente desarrollo matematico:

(h) [CV] =]cvr]+[HCV*]+[H,CV*]+[CV* D]+ [HCV = CD]+{H,CV" Cp|
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0 K - [cv < cp)

156

[cv*]ep]
0 _[HCV e eD]”
~ [Hev**cp]
— ~[HLvVCC -
) = [H,cv*][cD]

En la expresion (h) se ponen las concentraciones de las formas dicationica y

tricationica en funcion de la forma monocatidnica, usando (b), (¢), () y (k).

obteniendo:

()

[ [ } Mﬂ [C_WM CV* [CD]-:—K [—][—l[CD]+K [—M[CD]

a] a?

y fa absorbancia total es

(m)
+ 2+
Abs, = £ oy [CV ]+ E oy [HCV ]+ SHZCV3+
+& ..[HCV c cD]”
(HCVeCD) (Byeveeny

[HZCV3+ l+6‘

[H,CVcCD]”

Jcvecenl

se sustituye de igual forma que se ha hecho en la expresion (e) vy

posteriormente se divide (m) entre (l) para dar la absortividad molar observada y

cuya forma simplificada es la Ecuacion 10.

]
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al
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8.2.4. Estudios de RMN

Los estudios de '"H RMN de han hecho usando como disolvente DMSO-d.,, y
en algunos casos D,O, ya que la solubilidad de algunos huéspedes en disolucion
acuosa es demasiado baja. Los espectros han sido colectados en un espectréometro
Varian 300 MHz, los espectros 1D 'H RMN se colectaron usando una frecuencia de
299.95 Mz, con un pulso de 45° (6.7 ms), 3.002 s de tiempo de adquisicion y a 298
K. El nimero de fransientes adquiridos fue dependiente de la sensibilidad de la
muestra entre 32 y 128. Los experimentos 2D NOESY (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy) se colectaron en el mismo espectrofotémetro, equipado con una
sonda de banda ancha interrumpida (broad band switchable probe) y un tiempo de
adquisicion de 0.187 s. Se hicieron dos pulsos falsos al principio de cada
experimento para alcanzar el estado estacionario. Un pulso de 90° de 13.5 us y 32
barridos fueron hechos 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. El pulso de
presaturacion para la supresién de la banda del agua se aplico durante 1.5 s al inicio
de cada barrido durante el tiempo de retardo y el pico de agua residual fue fiitrado
digitalmente, con un filiro de 135 Hz. La transformada de Fourier fue llevada a cabo
con una funcidon de ampliacion de sefal (Ib = -1.82 Hz) y una apodizaciéon Gaussiana
de 0.078 s para la segunda dimensién, y para la primera dimensién la funcién de
ampliacion de sefal fue de Ib = -1.91 Hz y una apodizacion Gaussiana de 0.079 s.

Las graficas se hicieron basadas en el modo absoluto.
8.2.5. Mecanica molecular

Los estudios de mecanica molecular fueron llevados a cabo para apoyar los
datos experimentales en cuanto a las caracteristicas estructurales de los complejos
de inclusién. Las estructuras del huésped y el anfitrion y sus posibles complejos se
optimizaron con el programa Hyperchem (1995 Hypercube Inc.), usando mecanica
molecular con el campo de fuerzas MM2 y el optimizador conjugado de gradiente. El
criterio de convergencia fue 0.1 Kcal/mol A en gradiente de energia (véase seccion

6.5.1.2).
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La mecanica molecular es una método que utiliza a la mecénica clasica para
determinar la estructura de una molécula y algunas de sus propiedades. Este
método considera que los atomos interaccionan unos con ofros y describe estas

interacciones con una serie de funciones analiticas. El método determina ja energia

total del sistéema en estudiocomo—{a-suma-de-contribuciones individuales que se

calculan por separado, éstas por lo general son la energia de enlace, angular,
torsional, de van der Waals, electrostaticas, etc. Cada funcién analitica que
representa a cada una de estas contribuciones energéticas tiene una serie de
parametros que deben de ser estimados experimentalmente, asi que dependiendo
del tipo de compuestos de los cuales se determinaron estos parametros y del tipo de
funciones analiticas usadas, se tendra un “campo de fuerzas” adecuado para una
familia de moléculas. N.L. Allinger introdujo el campo de fuerzas MM2 que es
decuado para muchas moléculas relativamente pequefas y posee una gran

variedad de tipos de enlace.
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