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Introduccién Introduccién

INTRODUCCION

El propdsito principal de los sistemas de liberacién de farmacos es transportar la cantidad
adecuada de manera eficiente y efectiva en el sitio blanco durante el periodo de tiempo
necesario. Para disefiar formas de dosificacién avanzada, se han empleado materiales
acarreadores que ademas minimizan las propiedades indeseables de los farmacos. Las
ciclodextrinas son candidatos potenciales para desarrollar este papel debido a su habilidad
de alterar propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de las moléculas huésped a través de la
formacion de complejos de inclusion. Por ejemplo estan involucrados en la posibilidad de
incrementar la solubilidad en agua de los farmacos y su estabilidad en solucion. Por otro
lado, los betabloqueantes adrenérgicos constituyen, junto a los diuréticos, los farmacos
recomendados como agentes de primera fila en el tratamiento de la hipertension arterial
(HTA). Sus efectos antihipertensivos no son del todo bien conocidos, pero si se sabe de su
eficacia para controlar la HTA. El principal efecto de los betabloqueantes es el descenso
del ritmo cardiaco y de la fuerza de la contraccion cardiaca, por ejemplo, el alprenolol es
un antagonista de los receptores beta adrenérgicos no selectivo, con actividad

simpaticomimética intrinseca.

EL objetivo de este trabajo es determinar los parametros termodinamicos de la formacién
de complejos betablogueante-ciclodextrina en solucién acuosa utilizando diversas
ciclodextrinas tanto nativas como modificadas con la finalidad de determinar cual de ellas

resulta el mas adecuado acarreador o encapsulador.
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En este estudio se emplea la técnica de microcalorimetria de titulacion isotérmica para
obtener de manera directa la constante de formacion del complejo betabloqueante-
ciclodextrina y su calor de formacién a 298.15 K en solucion acuosa. Las energias de Gibbs
y las entropias del proceso de formacion del complejo seran calculadas utilizando las

relaciones termodinamicas clasicas.

Se asume que en las reacciones de complejacion, la estequiometria de reaccion es 1:1y
dado que la formacion de un complejo involucra la liberacion o absorcién de energia,
podemos caracterizar la encapsulacion de un betabloqueador por una ciclodextrina,
mediante la determinacion de parametros termodindmicos para decidir cudl de las
ciclodextrinas representa la mejor opcidon que mejore la absorcion y estabilidad de dicho

farmaco; siendo esta la hipotesis de este trabajo.

El capitulo 1, se divide en dos partes, en la primera parte se presentan las generalidades
farmacoldgicas de los betablogueantes adrenérgicos (uso terapéutico, clasificacion, efectos
secundarios). En la segunda parte se mencionan las caracteristicas de la ciclodextrinas,
como son su estructura, propiedades fisicoquimicas, farmacologia, perfil bioldgico, su
aportacion en la formacién de complejos farmaco-ciclodextrina (propiedades del complejo

y su comportamiento a nivel biolégico).

En el capitulo 2, se presenta el fundamento termodinamico, el modelo utilizado en el
tratamiento de los datos y que permite para obtener los parametros termodinamicos que

caracterizan la formacion de los complejos betabloqueante-ciclodextrina.
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En el capitulo 3 se presentan la metodologia experimental y las condiciones de trabajo
experimental y como se llevd a cabo de manera experimental la formacion de los

complejos, ademas de la secuencia de experimentacion.

Los resultados se encuentran el capitulo 4, y en el capitulo 5 se hace el analisis. Una vez
analizados los resultados, se muestran las conclusiones en el capitulo 6, y ademas se

presentan las sugerencias para trabajo futuro. La bibliografia, se encuentra en el capitulo 7.
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GENERALIDADES

1. FARMACOS
ETIOLOGIA DE LA HIPERTENSION

La hipertension arterial es una de las enfermedades crénicas de mayor prevalencia en
México. Alrededor de 26.6% de la poblacién de 20 a 69 afios la padece, y cerca del 60% de
los individuos afectados desconoce su enfermedad. Esto significa que en nuestro pais
existen mas de trece millones de personas con este padecimiento, de las cuales un poco mas
de ocho millones no han sido diagnosticados. La hipertension arterial es un importante
factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares y renales. La mortalidad por estas
complicaciones ha demostrado un incremento sostenido durante las ultimas décadas. Por lo

tanto, las enfermedades del corazon se encuentran entre las primeras causas de muerte [1].

La hipertension arterial (HTA) se define como una enfermedad de etiologia multiple

caracterizada por elevacion persistente de la presion arterial sistdlica, diastolica o de ambas

2]

El corazon es un 6rgano muscular que recibe sangre de las venas y la impulsa hacia las
arterias (figura 1.1). En esencia esta formado por dos bombas que trabajan de manera
simultanea, el lado derecho recibe sangre pobre en oxigeno de todo el cuerpo y la envia a
los pulmones, mientras que el lado izquierdo recibe sangre rica en oxigeno y la devuelve al
cuerpo. Cada lado del corazén tiene una auricula que recibe sangre venosa y un ventriculo
que impulsa la sangre a lo largo de las arterias. El ciclo cardiaco tiene dos fases: la diastole

y la sistole [3].
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A continuacion se presentan algunas definiciones importantes:

Presion arterial: es la fuerza hidrostatica de la sangre sobre las paredes arteriales, que
resulta de la funcion de bombeo del corazén, volumen sanguineo, resistencia de las arterias

al flujo, y didmetro del lecho arterial [1].

Presion sistdlica: se refiere al valor maximo de presion que se alcanza durante la sistole [3].

Presion diastdlica: se refiere a la presion mas baja durante la diéstole [3].

Sistole: el punto alto 0 maximo, en el que el corazdn se contrae para vaciar su sangre en la

circulacion [3].

Diéstole: el punto bajo o minimo, en el que el corazén se relaja para llenarse con la sangre

que regresa de la circulacion [3]

Figura 1.1 Esquema del corazon, el cual tiene un ciclo cardiaco de dos fases: la sistole y

la diastole
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La presion arterial (PA) se considera normal bajo la siguiente clasificacion:

Presion Arterial (PA) Sistole (mmHgQ) Diastole (mmHg)
Optima <120 <80
Normal 120- 129 80-84

Normal alta 130-139 85-89

La HTA para fines de diagnostico y tratamiento, se clasifica en tres etapas de acuerdo con

los siguientes criterios:

Hipertension Arterial (HTA) Sistole (mmHg) Diastole (mmHg)
Etapa 1 140-159 /90-99
Etapa 2 160-179 100-109
Etapa 3 >180 >110

Las condiciones que favorecen la presentacion de la HTA, que la preceden y pueden

predecir su aparicion, son llamados factores predisponentes, entre los que se encuentran: [2]

Factores de riesgo modificables

o Diabetes Mellitus

« Sedentarismo o baja actividad fisica

o Hipercolesterolemia >200 mg/dL

« Sobrepeso (Indice de Masa Corporal (IMC) >27)
« Consumo de alcohol

e Tabaquismo
10
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o Alimentacion inadecuada
o Estrés

o Ingesta excesiva de sal (>6 g X dia un consumo >2.4 g sodio y> 0.8 g potasio)

Factores de riesgo no modificables

e Género (masculino o mujer posmenopausica)
e Antecedentes familiares (familiares en primer grado)

o Edad (mayor de 65 afios)

FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS

Los antihipertensores pueden clasificarse segin sus sitios 0 mecanismos de accion (cuadro
1.1). La presion arterial puede disminuirse mediante los efectos de farmacos sobre la
resistencia vascular periférica, o el gasto cardiaco, o ambos. Los medicamentos que
disminuyen el gasto cardiaco actGan al inhibir la contractilidad miocardiaca o reducir la
presion de llenado ventricular. Los farmacos que reducen la resistencia periférica actdan
sobre el muasculo liso para generar relajacion de los vasos arteriales o al interferir con la
actividad de los sistemas que producen constriccion de los vasos; en este trabajo se estudian

algunos de los farmacos clasificados como antagonistas p-adrenérgicos.

11
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Cuadro 1.1 CLASIFICACION DE LOS ANTIHIPERTENSIVOS SEGUN SU SITIO
O MECANISMO DE ACCION.

DIURETICOS
e Tiazidas y farmacos relacionados
e Diuréticos de asa

e Diuréticos ahorradores de K*

SIMPATICOLITICOS
e Farmacos de accion central
e Bloqueadores ganglionares
e Blogqueadores de neuronas adrenérgicas
e Antagonistas S-adrenérgicos
e Antagonistas a-adrenérgicos

e Antagonistas adrenérgicos mixtos.

VASODILATADORES

e Arteriales

Arteriales y venosos

BLOQUEADORES DE LOS CANALES DE Ca?*
INHIBIDORES DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA
ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE ANGIOTESINA 11

12
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ANTAGONISTAS B-ADRENERGICOS

Los farmacos denominados antagonistas de los receptores adrenérgicos inhiben la
interaccion de la noradrenalina, adrenalina y otras aminas simpaticomiméticas con los

receptores adrenérgicos. Casi todos estos compuestos interaccionan con los receptores o 0

B.

Los antagonistas de los receptores 3-adrenérgicos (bloqueadores B o betabloquedores) han
recibido una enorme atencién clinica por su eficacia para tratar la hipertension, la

cardiopatia isquémica y algunas arritmias.

El propranolol* es un betabloqueador prototipo contra el cual se comparan los otros
antagonistas -adrenérgicos. Este farmaco tiene igual afinidad por los receptores B,y PB2;
por tanto, es un antagonista f3-adrenérgico no selectivo. Los compuestos como metoprolol y
atenolol* tienen cierta afinidad mayor por los receptores [3; que por los [3,; estos son
ejemplos de antagonistas [, selectivo, aunque la selectividad no es absoluta. Diversos
betabloquedores por ejemplo el pindolol y acebutolol* activan a los receptores
B parcialmente en la ausencia de catecolaminas, se dicen que son antagonistas parciales.
Aunque la mayor parte de los antagonistas B-adrenérgicos no bloquean a los receptores o,
labetalol* y carvedilol son ejemplos de farmacos que bloquean a los receptores a. y 3, 0 sea

son mixtos.

* En negritas los farmacos que se estudiaron en este trabajo.

13
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PROPIEDADES QUIMICAS

En el cuadro 1.2, se ilustran las formulas estructurales de los betabloqueadores que son de
aplicacion clinica general y con los cuales se realizd el estudio. La ubicacién de un grupo
isopropilo o de otro sustitutivo voluminoso en el nitrdgeno amino favorece la interaccion
con los receptores B-adrenérgicos. El receptor B-adrenérgico, como se ilustra en la figura
1.2, es un miembro de la familia de receptores acoplados a proteina G con siete dominios
de amplitud de membrana. La letra W indica sitios de N-glucosilacion, ademéas poseen una
terminacion con una amina por una lado y por el otro lado una terminacién con un acido
carboxilico de su secuencia de aminoacidos que conforman las proteina G. Los antagonistas

competitivos se fijan al receptor dentro del plano de la membrana [4].

Figura 1.2 Receptores S-adrenérgicos, a los cuales se unen los farmacos de estudio

14
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Cuadro 1.2 FORMULAS ESTRUCTURALES DE LOS ANTAGONISTAS 4
ADRENERGICOS

OH CHa CONH,
OH
OCH, C—CHZNHCH\
I—|| CHs Ha Ha
H2 OH H |
PROPANOLOL "
LABETALOL
O\\ OH /CH3 OH
', | |
/c—CAQ—OCHZ—T—CHQNHc\H OCH,CHCH;NHCH(CH3),
HaN M CHy
ATENOLOL CH,CH=——=CH,

CH3CH,CH,CONH

. ALPRENOLOL
/ ~y
\ / C|)H cl:H3
Q OCH, T CHZNHC|Z—CH3

OCHZCHCHZNHCH(CH32 H CH
3

OH
ACEBUTOLOL

TIMOLOL

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Los blogueadores B-adrenérgicos varian en cuanto a su liposolubilidad, selectividad por el
receptor [;-adrenérgico, presencia de actividad simpaticomimética agonista parcial o
intrinseca, y propiedades estabilizadoras de membrana. Independientemente de estas
diferencias, todos los antagonistas [-adrenérgicos son igualmente eficaces como

antihipertensores.

Casi todos los antagonistas B-adrenérgicos reducen el flujo sanguineo renal a corto plazo,
pero los informes de deterioro de la funcion renal vinculados con la administracién a largo

plazo de esos farmacos son infrecuentes [4].
15
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Aparato _cardiovascular. Los principales efectos terapéuticos de los antagonistas (-

adrenérgicos se ejercen en el aparato cardiovascular. Es importante distinguir entre estos
efectos en los sujetos normales y los que ocurren en los individuos con enfermedad

cardiovascular, como la hipertension.

Los antagonistas [-adrenérgicos disminuyen la frecuencia cardiaca y la contractilidad
miocardica. Este efecto es moderado en un grado correspondiente cuando es baja la
estimulacion tonica de los receptores . Sin embargo, cuando se activa el sistema nervioso
simpatico, como sucede durante el ejercicio y estrés, los antagonistas B-adrenérgicos
atentan el incremento esperado de la frecuencia cardiaca. La administracion de
betabloqueadores a corto plazo disminuye el gasto cardiaco; la resistencia periférica
aumenta a consecuencia del bloqueo de los receptores B, vasculares. El bloqueo de los
receptores P pueden atenuar, ademas, la activacion del metabolismo de la glucosa y la

lipdlisis que inducen las catecolaminas [4].

Actividad como farmacos antihipertensores. Los antagonistas 3-adrenérgicos no producen

reduccion de la presion arterial en pacientes con presion arterial normal. Sin embargo, estos

farmacos disminuyen la presion arterial en sujetos hipertensos.

Algunos antagonistas de los receptores B-adrenérgicos generan efectos adicionales que

pueden contribuir a su capacidad para disminuir la presion arterial. Se ha sugerido que

algunos betabloqueadores contribuyen a la vasodilatacion periférica.

16
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EFECTOS ADVERSOS

Las consecuencias farmacoldgicas del bloqueo de los receptores  algunas veces derivan en
efectos adversos los cuales son infrecuentes; dichas reacciones adversas relacionadas con el

blogueo de los receptores B-adrenérgicos se presenta a continuacion:

Los antagonistas PB-adrenérgicos inducen insuficiencia cardiaca congestiva en pacientes
sensibles, puesto que el sistema nervioso simpatico ofrece un apoyo crucial para la funcion
cardiaca en muchos individuos que tienen trastornos de la funcién miocardica, ademas

puede generar o exacerbar la insuficiencia cardiaca compensada (infarto agudo).

La bradicardia es una reaccion normal al bloqueo de B-adrenérgico; sin embargo, en
pacientes con defectos parciales o completos de la conduccién auriculoventricular, pueden
poner en peligros la vida del paciente. Ademas, la interrupcion repentina de la
administracion de betabloqueadores después de un tratamiento prolongado puede agravar la
angina e incrementar el riesgo de muerte repentina. No se conocen estrategias éptimas para
interrumpir la administracion de bloqueadores B, pero es prudente disminuir la dosis de

manera gradual y restringir el ejercicio durante este periodo.

Los efectos adversos de los antagonistas [-adrenérgicos relacionados con el Sistema
Nervioso Central (SNC) consisten en fatiga, trastornos del suefio (incluso insomnio y
pesadillas) y depresion. Se ha puesto interés en la relaciones entre la incidencia de estos
efectos y las caracteristicas lipofilas de los diversos bloqueadores 3. Sin embargo no se ha

podido establecerse una correlacion clara [4].

17
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Los antagonistas (-adrenérgicos deben emplearse con gran precaucion en los diabéticos
proclives a reacciones hipoglucémicas; en ellos suele preferirse los agentes ; selectivos.
Los B-bloqueadores también incrementan la concentracion de los triglicéridos plasmaticos.

Aunqgue estd aumentando la experiencia en el empleo durante el embarazo, es limitada la

informacion sobre la seguridad de estos farmacos durante la gestacion.

Las manifestaciones de intoxicacion por antagonistas B-adrenérgicos dependen de las
propiedades del farmaco ingerido, en particular su selectividad f;, su actividad

simpaticomimética intrinseca y sus propiedades estabilizadoras de la membrana.

CLASIFICACION DE LOS ANTAGONISTAS B-ADRENERGICOS

Los farmacos que componen este grupo son muy heterogéneos y su aplicacion en la HTA

va a depender de tres caracteristicas:

1. Selectividad para receptores 3-1.
2. Actividad simpaticomimética intrinseca (ASI).

3. Actividad alfablogueante asociada (mixtos).

En funcion de estos criterios, la familia de los betabloqueantes queda reflejada en el cuadro

1.3. [4]

18
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Cuadrol.3 CLASIFICACION DE LOS BETABLOQUEADORES

NO SELECTIVOS
1. Sin ASI
Nadolol, Propranolol, Sotalol, Timolol, Tertalol
2. Con ASI
Alprenolol, Carteolol, Oxprenolol, Penbutolol, Pindolol
SELECTIVOS

1. Sin ASI

Atenolol, Betaxolol, Bisoprolol, Esmolol, Metoprolol
2. Con ASI

Acebutolol, Celiprolol
CON ACTIVIDAD ALFABLOQUEANTE (MIXTQOS)

Bucindolol, Carvedilol, Labetalol

En negritas estan los farmacos que se estudiaron.

PROPRANOLOL

Debido a que se ha sido ampliamente estudiado éste farmaco se ha convertido en un
prototipo. El propanolol interactda con igual afinidad con los receptores 3, y B,, carece de

actividad simpaticomimética intrinseca y no bloquea a los receptores o-adrenérgicos.

El propanolol (clorhidrato de propanolol; INDERAL, IPRAN) es muy lipdfilo y se absorbe casi
por completo por la via oral. ElI enantiomero (-) del propanolol es la forma activa del
farmaco. Se emplea en el tratamiento de la hipertension y la angina de pecho, la dosis oral
inicial suele ser de 40 a 80 mg/dia. De manera caracteristica, las dosis son menores de 320

mg/dia [4].
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TIMOLOL

El timolol (maleato de timolol; BLOCADREN) es un antagonista 3-adrenérgico no selectivo.
Carece de actividad simpaticomimética intrinseca y de actividad estabilizante de la

membrana. Se absorbe bien por el tubo digestivo y se somete a metabolismo moderado en

el higado [4].

LABETALOL

El labetalol (clorhidrato de labetalol; NORMODYNE, TRANSDATE) es representativo de una
clase nueva de farmacos que actlan como antagonistas competitivos a nivel de los
receptores tanto o como [B-adrenérgicos. Tiene dos centros Opticos, y la formulacion
empleada en clinica contiene cantidades iguales de los cuatro diasterébmeros. Las
propiedades de la mezcla incluyen el bloqueo de los receptores B; y B.. Las acciones del
labetalol contribuyen a la disminucién de la presion arterial en hipertensos. Se encuentra en
presentacion oral para el tratamiento de la hipertension croénica, y en una intravenosa para

utilizarse en urgencias antihipertensivas [4].

ATENOLOL

El atenolol (clorhidrato de atenolol; TENORMIN) es un antagonista [3;-selectivo carente de
actividad simpaticomimética intrinseca. Es muy hidrofilo, y parece penetrar en el encéfalo
solo en un grado limitado. Se absorbe de manera incompleta (casi 50%), pero la mayor
parte llega a circulacion general. La dosis inicial en el tratamiento de la hipertension suele
ser de 50 mg/dia, administrados en una sola toma, si no se observa reaccion terapéutica se
eleva a la dosis diaria a100 mg/dia; es poco probable que dosis mas altas produzcan un

efecto antihipertensivo mayor [4].
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ACEBUTOLOL

El acebutolol (clorhidrato de acebutolol; SECTRAL) es un antagonista adrenérgico [;-
selectivo, con alguna actividad simpaticomimética intrinseca. Se absorbe bien, pero se
metaboliza de manera extensa hasta convertirse en un metabolito activo, diacetolol. La
dosis inicial en la hipertension suele ser de 400 mg/dia; se puede dar en una sola dosis, pero

quizés se requiera repartirlo en dos dosis para el control adecuado de la presion arterial.

Suelen lograrse reacciones dptimas con dosis de 400 a 800 mg/dia. [4]

ALPRENOLOL

El alprenolol (clorhidrato de alprenolol; APTINE, BETAPTIN, APROBAL) se clasifica como
antagonista adrenérgico p-no selectivo. Su principal accidén es ser antihipertensivo y
antiarritmico, ademas de ser antianginoso, ya que a nivel cardiaco reduce el aumento del
consumo de oxigeno, posee una escasa 0 casi nula actividad simpaticomimética intrinseca.
Se recomienda nunca parar o dejar un tratamiento abruptamente, sobre todo en los
pacientes sufriendo de angina de pecho. Dosis usual por via oral, en el adulto es de 100 a
400 mg/dia en 4 tomas. La posologia debe ser progresiva, bajo vigilancia del estado

cardiovascular, respiratorio, digestivo y neuropsiquica.

Tiene una absorcion y resorcion importante (mas del 90%) en el tubo digestivo, ademas de
presentar efecto de primer paso en el higado, una vez metabolizado, se encuentra uno de los
metabolitos es el 4-OH-alprenolol, que tiene una actividad betabloqueante. Se elimina por

rifidn, mas del 90% es eliminado por la orina en forma de metabolitos [5].
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2. CICLODEXTRINAS

Algunas ciclodextrinas son frecuentemente reconocidas como un nuevo grupo de
excipientes farmacéuticos, esto se ha conocido por 100 afios. Los fundamentos de la
quimica de las ciclodextrinas fueron conocidos durante la primera parte del siglo XX y las
primeras patentes de ciclodextrinas y sus complejos fueron registrados en 1953. Sin
embargo, hacia 1970 sélo se contaba con una pequefia cantidad de ciclodextrinas que
podian ser producidas y el alto costo de produccion impidié su uso en formulaciones
farmacéuticas. Recientes avances biotecnolégicos han dado como resultado el
mejoramiento en la produccién de ciclodextrinas, lo cual ha hecho que bajen los costos de
produccion. Esto ha llevado la viabilidad de tener ciclodextrinas altamente purificadas y

ciclodextrinas modificadas las cuales son bien aceptadas como excipientes farmacéuticos

[6].

La complejacion puede definirse como la asociacion de moléculas de un substrato con las
de un ligando para formar una nueva especie, denominada complejo, que muestra una
estequiometria definida y unas propiedades fisico-quimicas que pueden ser, y en muchos

casos lo son, sustancialmente diferentes de las de los compuestos que lo han formado.

Existen muchas posibilidades de formacion de complejos, entre los que destacan los de
inclusion, que se forman por interaccion molecular entre una molécula denominada
huésped que se incluye en el interior de otra denominada hospedador. Entre los compuestos
que pueden actuar como hospedadores estdn las ciclodextrinas (CD’s), que por sus
caracteristicas estructurales, adecuado tamafio, estabilidad y ausencia de efectos

secundarios han alcanzado una notable importancia en los Gltimos afios.
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En disolucién acuosa, la cavidad interna apolar de las CD’s esta ocupada por moléculas de
agua que se encuentran en un estado energético desfavorable (elevada entalpia) por la
repulsion polar-apolar. Esto hace que dichas moléculas puedan ser facilmente reemplazadas
por otras presentes en la solucion de caracter menos polar y con un tamafio adecuado para
adaptarse al interior. Las caracteristicas que debe presentar un farmaco para formar

complejos de inclusion con CD son, pues, el caracter polar y el tamafio adecuado para

acceder a su interior (PM 100-400).

Cuando el complejo CD-farmaco se pone en contacto con un medio acuoso se disocia
provocando la liberacion del farmaco. La constante de estabilidad del complejo condiciona
la cantidad de farmaco libre y, por tanto, la velocidad de absorcion en el organismo.

Ademas, pueden incrementar la estabilidad quimica, la solubilidad y la biodisponibilidad

[7]1

La formacion del complejo de inclusion es posible gracias a la intervencion de cierto tipo
de fuerzas, las cuales son las que dan estabilidad a dicho complejo. En la formacion de
complejos no existen interacciones de tipo covalentes entre el hospedador y el huésped,
solamente interacciones debiles como lo son las fuerzas de Van der Waals, puentes de

hidrogeno, interacciones dipolo-dipolo [8].

En la figura 1.3 se aprecia de manera esquematica la formacion y liberacion del farmaco
que ha formado complejo con la ciclodextrina, donde se muestra a una CD y un farmaco
“X” solvatados, las moléculas de agua de la cavidad de la CD son reemplazadas por la
entrada del farmaco y sus moléculas de agua que lo solvatan se despegan de él, lo opuesto

sucede al liberarse el farmaco de la cavidad de la CD.
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Figura 1.3 Representacion esquematica de la formacion del complejo de inclusion entre
un farmaco y una ciclodextrina, en solucion.

El cuadro 1.4 recoge algunos ejemplos de la aplicacion de ciclodextrina en la formulacion
farmacéutica [7].

Cuadrol.4 VENTAJAS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION CON

CICLODEXTRINAS
PROPIEDADES
. EJEMPLOS
FARMACEUTICAS
Incremento de solubilidad AINE; inhibidores de la COX2; hormonas esteroidicas;
y velocidad de absorcién hipoglucemiantes orales; benzodiazepinas citotoxicos...
Hidrdlisis: &cido acetilsalicilico, indometacina
Inhibicion de reacciones Fotodescomposicion: fenotiazinas, vitaminas liposolubles,
quimicas de degradacion clofibrato, metronidazol...
Deshidratacion: prostaglandinas E1y E2
Via oral: espironolactona, indometacina, ketoprofeno,
Ibuprofeno, etc.
Aumento de la Via rectal: indometacina, fenobarbital, etc.
biodisponibilidad Via transdérmica: prednisona, betametasona, dipropionato
de beclometasona, etc.
Via ocular: flurbiprofeno, indometacina, etc.
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ESTRUCTURA QUIMICA Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

CICLODEXTRINAS NATIVAS

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos con enlace a-1,4 de a-D-glucopiranosa
conteniendo una cavidad relativamente hidrofobica y es hidréfilica en la superficie (Figura
1.4). Debido a la carencia de rotacion libre sobre los enlaces que conectan las unidades del
glucopiranosa, los ciclodextrinas no son moléculas perfectamente cilindricas sino son como
conos truncados. Basados en esas estructuras, los grupos hidroxilos primarios estan
localizados en el lado estrecho del toroide mientras que los grupos secundarios estan

localizados sobre la orilla mas ancha de la ciclodextrina. (Figura 1.5).
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Fig. 1.4 (a) Estructura quimicay (b) la forma toroide de la S-ciclodextrina
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Figura 1.5 Esquema que muestra la posicion de los hidroxilos
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Las mas comunes de las ciclodextrinas son la a-ciclodextrina, p-ciclodextrina y la y-
ciclodextrina, también denominadas nativas, las cuales consisten de 6, 7 y 8 unidades de
glucopiranosa, respectivamente (Figura 1.6). Mientras, esto ha hecho pensar, que debido a
efectos estéricos, no existen ciclodextrinas que tengan menos de seis unidades de
glucopiranosa, pero se ha reportado que existen ciclodextrinas que contienen 9, 10, 11, 12y
30 unidades de glucopiranosa, las cuales se han designado como 6—,e-C—m- y 6—

ciclodextrina, respectivamente[6]. Sin embargo, no son producidas a nivel industrial y no se

les conoce una utilidad practica aun [8].
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Figura 1.6 Estructura de la a, B, y y-ciclodextrina
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Cuadro 1.5 ALGUNAS CARACTERISTICAS DE a, 8y 3 CICLODEXTRINA

PROPIEDADES a B ¥

No. DE
UNIDADES DE 6 7 8
GLUCOPIRANOSA

MASA

MOLAR (g/mol) 972 1135 1297

DIAMETRO DE
LA CAVIDAD 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
CENTRAL (A)

SOLUBILIDAD EN
AGUA A 14,5 1.85 23.2
25°C(g/100mL)

Las CD’s nativas, en particular la -CD, tienen una solubilidad en agua limitada, y dicha
solubilidad es mucho més baja comparada con los sacéridos aciclicos, y esto podria ser
debido a la fuerza relativa de enlace de las moléculas de CD’s en estado cristalino [6].
Debido a que el grupo OH del C2 de una de las unidades de glucopiranosa forma un puente
de hidrégeno con el grupo OH del C3 de la unidad de glucopiranosa adyacente, y que
dentro de la molécula de CD se forma un cinturon secundario por el enlace de estos
hidrégenos, hace de ella una estructura rigida. Esta es la probable explicacion de que la -

CD tiene la mas baja solubilidad de todas las CD’s.

El cinturdn de hidrogenos enlazados es incompleto en la molécula de a-CD, debido a que
la unidad de glucopiranosa se encuentra en una posicion torcida; tal vez por consecuencia,
solo 4 de los 6 posibles puentes de hidrogeno pueden estabilizarse. La y—CD es una

estructura mas flexible, y por ello es la méas soluble de las tres [8].

27



Capitulo 1 Generalidades
. ___________________________________________________________________________________________|

En la figura 1.7 se tiene una vista de un corte transversal de una ciclodextrina donde se

observa la posicion de los carbonos, oxigenos e hidrégenos en una ciclodextrina.
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Figura 1.7 Vista del corte transversal de una ciclodextrina
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Las CD’s son no-higroscopicas, pero existen en varias formas hidratadas las cuales son
estables. Las cavidades de las CD’s cristalizadas por agua no estan vacias, sino que
contienen moléculas de agua, algunas estan incluidas dentro de la cavidad de la CD vy otras
en las partes integrales de la estructura cristalina. La conformacion de las CD’s en solucion
es casi idéntica a su conformacion en estado cristalino, esto ha sido demostrado en estudios
en espectroscopia RMN, IR. Esto indica que los grupos —OH primarios y secundarios

tienen una conformacién similar tanto en estado cristalino como en solucién.

La solubilidad de la CD’s generalmente decrece en presencia de moléculas organicas, la a-
CD y la B-CD son insolubles tanto en metanol como en etanol, mientras que la y-CD
muestra una solubilidad >0.1g/100mL, sin embargo, en las mezclas acuosas 50% v/v de
estos solventes, se ve incrementada la solubilidad con respecto a la mostrada cuando se
tiene 100% del solvente organico, en el cloroformo las tres CD"s son totalmente insolubles.
En el cuadro 1.6 se muestran las solubilidades de las CD’s en diferentes solventes

orgénicos [8].
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Cuadro 1.6 SOLUBILIDADES DE LAS CICLODEXTRINAS EN ALGUNOS
SOLVENTES ORGANICOS A 25°C (g/100mL)

SOLVENTE
ORGANICO a B Y
METANOL
100% Insoluble Insoluble >0.1
METANOL/AGUA
5006 v/v 0.3 0.3 208
ETANOL
100% Insoluble Insoluble >0.1
ETANOL/AGUA
5006 viy >0.1 1.3 2.1
ACETONA Insoluble Insoluble >0.1
CLOROFORMO Insoluble Insoluble Insoluble

CICLODEXTRINAS MODIFICADAS

Las CD’s nativas contienen 18 (aCD), 21 (BCD) o 24 (yCD) grupos hidroxilos, los cuales
pueden ser modificados quimicamente. Por lo tanto, la produccién de CD’s modificadas se
ha llevado a cabo logrando sustituir uno o méas de sus grupos -OH por un grupo apropiado.
Para propositos farmacéuticos, se toma en cuenta que los derivados modificados cambian la
solubilidad de la CD aumenténdola y por ende al formar un complejo con un farmaco muy
insoluble, mejora la solubilidad de dicho farmaco. Por consiguiente, debido a sus
dimensiones moleculares (mas exactamente el diametro de su cavidad), los derivados de la
B-CD han cobrado gran importancia en farmacia (figura 1.8); por ejemplo, la
transformacion de la B-CD a la 2-hidroxipropil-p-CD, aumenta la solubilidad de la CD
ademas de no presentar actividad hemolitica, por lo que su uso en parenterales, ademas de

formulaciones orales se ve favorecido [8].
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GRADOS DE SUSTITUCION MOLECULAR

La sustitucion alifatica en la estructura nativa de la CD’s nos lleva a la obtencién de un tipo
de CD’s modificadas con el mismo numero de unidades de glucopiranosa pero con
diferentes grados de sustitucion molecular, lo que significa que tanto la a-, - y la y-CD

pueden ser modificadas estructuralmente y tener diferentes grados de sustitucién molecular.
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Figura 1.8 Ejemplos de estructuras modificadas de la -CD

Dado a que cada monoémero de glucopiranosa tiene tres grupos hidroxilos que pueden ser
sustituidos y que puede variar el nimero de hidroxilos sustituidos, se define como M.S.
(Molecular Substitution) al nimero de hidroxilos sustituidos en un anillo de glucopiranosa,
este valor es un promedio que se calcula dividiendo el nimero total de sustituyentes en una
molécula de CD entre el nimero de unidades de glucopiranosa; en el cuadro 1.7 se
presentan el valor maximo y minimo de M.S., ademas el ejemplo del célculo de las M.S. de

las hidroxipropil-ciclodextrinas (HPCD's) utilizadas [8].
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Cuadro 1.7 VALORES DE M.S. DE LAS HPCD'S

MINIMO | MAXIMO
CICLODEXTRINA | VALOR VALOR VALORES DE M.S. ESTUDIADOS
DE M.S. DE M.S
HPaCD 1/6 =0.16 18/6 =3 3.6/6 =0.6
HPACD 1/7 =0.14 21/7=3 | 42/7=06 | 56/7=0.8 | 7.0/7=1.0
HP»CD 1/8 =0.12 24/8 =3 4.8/8 =0.6

PERFIL BIOLOGICO DE LAS CICLODEXTRINAS

Para comprender el potencial de las CD’s en las formulaciones farmaceuticas, es

importante entender su perfil biolégico como lo son sus efectos in-vivo y toxicoldgicos.

DEGRADACION ENZIMATICA DE LAS CICLODEXTRINAS

Una de las propiedades sobresalientes de las CD’s es su resistencia hacia las enzimas que
hidrolizan almidon, son completamente resistentes a la B-amilasa, ya que no contienen
grupos susceptibles al ataque de esta enzima, mientras que la a-amilasa es capaz de
hidrolizarlas, aunque frecuentemente es en una baja proporcion. Con algunas excepciones,

las CD’s no pueden ser fermentadas, asimismo los mamiferos no pueden degradar las CD’s

[8]

ABSORCION Y METABOLISMO DE LAS CICLODEXTRINAS EN MAMIFEROS
Las CD’s son consumidas o administradas a animales o a los humanos, de manera oral en
medicamentos o como aditivos en alimentos, en ambos casos pueden estar presentes como
CD’s libres 0 en complejos de inclusion, conteniendo un farmaco, un saborizante u otra
molécula huésped. La dosis de las CD’s es relativamente baja, y la concentracion en el jugo

gastrico resulta en una réapida disociacion del complejo; la absorcién de la molécula
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huésped y de la CD son procesos separados. La absorcion de la molécula huésped
(hidrofébica) es muy rapida, mientras que solo una insignificante cantidad de CD es
absorbida intacta. La CD es una molécula relativamente grande, la cual tiene una superficie
exterior fuertemente hidréfilica, es por ello que es un verdadero acarreador, llevando al

huésped hidrofébico en solucion, conservandose en un estado disuelto y transportando éste
hacia las membranas de las células. Después que se libera el huésped a la célula (porque la
célula tiene una mayor afinidad por el huésped que la CD), el acarreador remanente esta en
fase acuosa. Por ejemplo la distribucion metabolica de la B-CD despues de su
administracion oral en estado libre o en complejo de inclusién, se resume en lo siguiente:

e Répida disolucion del complejo y establecimiento del equilibrio altamente dinamico
de disociacion y asociacion del complejo.

e Rapida absorcion de la molécula huésped en el torrente sanguineo.

e Solo una insignificante cantidad de CD es absorbida en el tracto gastrointestinal en
forma intacta.

e La mayor parte de la CD es metabolizada en el colon por la microflora que se
encuentra ahi.

e Los metabolitos primarios (presumiblemente maltodextrinas aciclicas, maltosa y
glucosa), son entonces metabolizados y absorbidos como el almidén, finalmente
excretados como CO; y H,0.

e La diferencia fundamental entre el metabolismo del almidén y la CD, es que del

almidon tiene lugar en el intestino delgado mientras que el de la CD es en el colon.

Por lo anterior, concluimos que el metabolismo de la a-CD es mas lento y que el de la y-

CD es mucho maés rapido que el de la B-CD [8]. Normalmente las formulaciones
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farmaceéuticas contienen una gran cantidad de excipientes, los cuales compiten con el
farmaco por la cavidad de la ciclodextrina. Tal competencia puede también ocurrir con
sustancias endogenas existentes en el sitio de absorcidn. A continuacion en la figura 1.9 se
muestra de manera esquematica como se lleva cabo la absorcion de un farmaco a través de
membranas biologicas desde su disociacién del complejo con la CD en presencia de un
agente competidor, donde Ky es la constante de disolucidn, K. es la constante de estabilidad
del complejo farmaco-ciclodextrina, K; es la constante de estabilidad del complejo agente
competidor-ciclodextrina y K, es la constante de absorcion del farmaco. La alta proporcion
de disolucién y la relativa estabilidad del complejo (K; > K) favorece a la liberacion del
farmaco el cual es rapidamente absorbido. En contraste, la CD libre después de la
disociacion del complejo remueve o captura algunos componentes de la superficie de la

membrana, lo cual modifica las propiedades de transporte de membrana facilitando la

absorcion del farmaco [9].
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Figura 1.9 Representacion esquematica de la absorcion sistémica de un farmaco
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La viabilidad comercial de las CD’s en formulaciones orales ha sido establecida en el
mercado en mas de 10 productos. Las CD’s hidréfilas son particularmente provechosas
para el mejoramiento de la estabilidad, la solubilidad y el por ciento de disolucion de los
farmacos a través de la formacion de los complejos de inclusion. Se ha comprobado en
estudios recientes que las ciclodextrinas actian como acarreadores y ayudan al transporte

del farmaco desde el medio acuoso hasta la absorcion en una superficie lipofilica en el

tracto gastrointestinal [9].

TOXICIDAD DE LAS CICLODEXTRINAS

No se han definido valores de toxicidad aguda para todas las CD’s, debido a que la dosis
mas alta posible no resulta ser mortal en los animales. Solo se pueden presentar los valores
de LDso de la B-CD y y-CD en ratdn, rata y perros por administracion oral, los cuales son
de 12.5 g/Kg para ratones, 18.8 g/Kg para ratas y mas de 5.0 g/Kg para perros en el caso de
la B-CD, para la y-CD son de 16 g/Kg para ratones, mas de 8 g/Kg para ratas, mas de 500
mg/Kg para perros. En estudios de administracion oral por seis meses en ratas Yy perros,
no se observaron efectos toxicos, por lo tanto, basados en estos datos, la CD administrada
por via oral es considerada no toxica si la dosis diaria es menor que 600 mg/Kg. En la
administracion parenteral se ha determinado que los valores de LDsy de 100 y 788 mg/Kg
de peso son para la a-CD y B-CD respectivamente, ademas el dafio observado fue una
nefrotoxicidad caracterizada por alteraciones ocurridas en el tabulo proximal acompafiada
por desintegracion celular y mineralizacion amorfa. Sin embargo en estudios de
mutagénesis y teratogénesis se observd que la B-CD no presenta dichos efectos en dosis de
100 y 1000mg/Kg y para la a-CD y y-CD no se presentaron en ingesta diaria del 20% de

ellas a ratas [8].
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FUNDAMENTO TERMODINAMICO
1. INTERACCION FARMACO- CICLODEXTRINA

PARAMETROS TERMODINAMICOS

Los efectos que pueden ser logrados por medio de la formacién de complejos de
ciclodextrinas son como ya se habia mencionado en el anterior capitulo, cambios en la
solubilidad, aceleracion o retardo de la absorcion, estabilizacion en solucion o en fase
solida y formacion selectiva de complejos con cierta molécula. Asi, la inclusion de un
huésped en la cavidad de la ciclodextrina es esencialmente una sustitucion de las moléculas
de agua incluidas por el huésped menos polar. La relacién entre la estructura y los
parametros termodindmicos es una clave fisicoquimica fundamental para el entendimiento

de estos procesos.

Este proceso de formacion de complejo es una interaccion favorecida energéticamente entre
un huésped no polar y una cavidad hidrofobica imperfectamente solvatada, es por ello que
los valores de las energias como son la entalpia (AH®), la entropia (AS°) asi como la energia
libre de Gibbs (AG®), son obtenidos para caracterizar dicho proceso. De esta manera, el
valor de AH® es casi siempre negativo, y el complejo se disocia cuando la temperatura es
incrementada. Los valores de AS® pueden ser negativos o positivos. Mientras que el AG® es

siempre negativo mientras la K sea > 1[10].
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MODELO DE ESTUDIO

EQUILIBRIO DE FORMACION

El equilibrio de formacion-disociacion del complejo CD-F considerando un sistema 1:1,

puede ser representado por la siguiente ecuacion [8,10, 11].

CD+F = » CD-F Ec. 2.1

La constante asociada para esta reaccion esta dado por la siguiente expresion:

_[CD-F]
" [CDIIF]

Ec. 2.2
Donde:

[CD] es la concentracion de la ciclodextrina.

[F] es la concentracion del farmaco en estudio.

[CD-F] es la concentracion del complejo CD-F

Esta constante es frecuentemente determinada por la medicion de la concentracion del
complejo [CD-F] en funcién de la concentracion del farmaco [F], pero la mayor desventaja
para obtener las aproximaciones de cuantificacién termodinamicas a partir de la K son
altamente imprecisas, este problema puede ser solucionado obteniendo los parametros y la

K mediante técnicas calorimétricas (titulacion isotérmica) [10].
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DETERMINACION DE K Y AH

Es importante mencionar que los valores de la energias AH°cp.r, AG°cpr Y AS°cp.f, asSi
como la Kcp.r serén calculados a partir de los resultados obtenidos mediante el modelo 1:1
utilizado por el calorimetro TAM (Thermal Activity Monitor), llevandose a cabo la
experimentacion bajo el siguiente arreglo: en la titulacion se tiene una celda de muestra que
contiene una alicuota de la solucién del farmaco a titular con solucion de CD y una celda de
referencia donde se tiene una alicuota de agua a la cual se le inyecta la misma solucién de
CD que a la muestra. La temperatura de trabajo fue de 298.15 K (25°C) y a presion

constante.

En una titulacion, el calor total (AHar) €5 [8, 10, 11,12]:

AHiotal = AH cpgil + AH kgl + AH cp£ Ec. 2.3

Donde:
(AH°cpgil) es el calor de dilucién de la CD
(AH®ggir) es el calor de dilucion del farmaco

(AH°cp-f) es el calor de formacion del complejo CD-F.

Para obtener AHcp.r se debe restar del calor total (AHta), €l calor de dilucion de la CD
(AH®cpgi)) Y el calor de dilucion del farmaco (AH®ggi), como se muestra en la siguiente

ecuacion:
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AH°cp.r = AHyotal — AH cpdil — AH Fqil Ec.24

El arreglo experimental utilizado permite restar simultaneamente el calor de la dilucién de
la CD. En algunos casos, el calor de dilucion del farmaco fue cero y en otros éste tuvo que

ser determinado por separado y restado para obtener el AH cp.F

El balance de energia después de haber adicionado una alicuota de la soluciéon de CD,

queda definido como a continuacion se presenta:

CD-F
Qp=AH°cpr = % AHotal Ec. 2.5

(o]

Donde:

Al despejar la ecuacion 2.2 queda

[CD-F] = Kco-r [CD] [F] Ec. 2.6

Posteriormente la concentracién inicial de CD es:

[CD], = [CD] + Kcp.r [CD] [F] Ec.2.7
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Que representa el balance de materia para la CD, donde [CD], es la concentracion inicial de
CD, después algunos despejes se obtiene una ecuacion de dos incognitas, que se ajustan a

los valores experimentales para obtener los valores de Kcp.r Y AHcp-r[10,11].

1 = Ec. 2.8
AH CD-F AH total AH total [F]KCD—F

Después de una adicién de solucion de ciclodextrina, la concentracion del farmaco libre es:

[F] = [F]o - [CD-F] Ec. 2.9

Donde [F], es la concentracion del farmaco antes de la adicion de la solucion de CD. Asi el
valor de [CD-F] es despejado de la ecuacion 2.5 para que se sustituya en la ecuacion 2.9,

realizando el manejo algebraico necesario, la nueva ecuacién queda de la siguiente manera

[8]:

[F]= [F]o Ao ¢ [CD], Ec. 2.10

total

Por lo tanto, las ecuaciones 2.8 y 2.10, son las ecuaciones del modelo que utiliza el
software Digitam 4.1 del TAM que se ajustan a los resultados obtenidos del potenciograma
para determinar los valores de AHcpr Yy la Kep.r, ¥ posteriormente realizar el célculo de

los demas parametros termodinamicos.
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DETERMINACION DE AG Y AS

Una vez obtenidos los valores para AH cp.r y de la Kcp.r, el calculo de AG°cp.r Y TAScp-r
a T =298.15K (25°C), requiere las ecuaciones siguientes:

Para calcular el valor de AG°cp.r se hace uso de la ecuacion [12]:

AG°cp.r = -RTInKcp.r Ec.2.11
Donde:

R es la constante de los gases

T es la temperatura

Kco-r s la constante asociada al proceso, y como ésta tiene un + error, entonces el valor de

AG°cp-r €5 un promedio, calculado de la siguiente manera:

AGS, . = [-RTIN(K¢p ¢ +error)]J2r[—RTIn(KCDF —error)] Ec. 212

De esta manera, en un cambio natural a temperatura y presion constantes, AG°cp.r debe ser
siempre negativo, ya que asi, ese valor es indicativo de un proceso espontaneo. Por lo tanto,

la ecuacion que involucra a AG°cp.r, AH cp-r Y AS°cpr €S [12]:

AG°cp.r = AH°cp.r - TAS®cpr Ec. 2.13
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En la anterior ecuacion podemos distinguir dos contribuciones al valor de AG°cp.f; una
entéalpica (AHcp.) Y la otra entropica (TAS°cp.r). Por lo consiguiente, para que el AG°cp.r
tome un valor negativo, para nuestro caso es preferible que AHcp.r Sea negativo (proceso
exotérmico) y que AS°cp.r Sea positivo [12]. Entonces para poder calcular el TAS®cp.r se

requiere despejar la ecuacion 2.13 y asi obtener la ecuacion de la siguiente manera:

TAS°cpr = AHcp.F - AG°cp.F Ec.2.14

Para calcular el valor de la entropia (TAS°cp-F), se hace uso de la ecuacién 2.15:

_[(AH°cp ¢ +error) —AG®, (1+[(AH®, ¢ —error) - AG®; ]

TAS°, . = > Ec. 2.15

Por lo tanto, las ecuaciones 2.12 y 2.15 son las que emplean para el calculo de los demas

parametros termodinamicos.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL
1. CALORIMETRIA ISOTERMICA DE TITULACION

DESCRIPCION DE LA TECNICA

La Calorimetria Isotérmica de Titulacion (ITC, por sus siglas en inglés) es una técnica
ampliamente usada en areas de investigacion muy diferentes: quimica y bioquimica, fisica
y biofisica, biotecnologia, biomedicina, farmacologia; asi como en las industrias de
cosméticos y alimentacion, procesos de control, etc. Basicamente esta técnica mide
directamente el calor liberado o absorbido en una reaccidn que pone en juego interacciones
intermoleculares e intramoleculares; las asociaciones proteina-ligando, proteina-proteina,
proteina-ADN /ARN son ejemplos de indudable interés bioldgico, pero més recientemente
en el disefio de farmacos. Si el efecto térmico neto de la interaccion es suficientemente
grande, la estequiometria, la entalpia de formacion y la constante de union de estos
complejos pueden determinarse sin ambigiedad. Consecuentemente, la energia de Gibbs de
formacion del complejo puede calcularse, AG® =-RTInKgq, y la entropia del proceso, TAS®
= AH°-AG°. Repitiendo los experimentos de titulacion calorimétrica a diferentes
temperaturas sera posible ademas determinar el cambio de capacidad calorifica; el valor de
este parametro nos permite estimar los efectos de deshidratacion de grupos polares y

apolares que acompafia la formacion del complejo [13,14, 15].

El éxito de esta técnica se debe a varios hechos relevantes. En principio cualquier

interaccion libera o absorbe calor. Este calor se mide directamente a presion constante, es
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decir se mide directamente la verdadera entalpia de la reaccion subyacente; esta
peculiaridad contrasta con las medidas de una entalpia aparente, deducida de la
dependencia de la constante de asociacion con la temperatura (ecuacion de van‘t Hoff),
obtenidas con técnicas tales como dialisis en equilibrio, ultrafiltracion o cromatografia de
exclusion. Existe una base metodoldgica y tetrica bien establecida para analizar los datos
experimentales, incluso de sistemas relativamente complejos. Como consecuencia, es
posible en muchos casos obtener una caracterizacion completa de una interaccion
intermolecular, siendo la Unica técnica que proporciona simultaneamente la estequiometria

y los parametros termodindmicos [13, 14,15].

La inespecificidad intrinseca en la deteccion del efecto térmico y consecuentemente la
incapacidad de la titulacion calorimétrica para identificar la interaccion que origina el calor,
hace que se requiera de la ayuda de otras técnicas especificas para interpretar los valores de

los pardmetros termodinamicos en términos moleculares [15].

FUNCIONAMIENTO GENERAL DEL CALORIMETRO

Adoptando como criterio de clasificacion el principio de funcionamiento, los Calorimetros
Isotérmicos de Titulacion de elevada sensibilidad utilizados durante las dos Gltimas décadas
en los estudios de interaccion de biopolimeros, se engloban en dos categorias o tipos; por
un lado aquéllos que utilizando un bloque de elevada capacidad calorifica, a temperatura
constante, se basan en la conduccion de calor a través de los sensores que detectan el efecto

térmico producido por la interaccién Por otro lado, aquéllos que podemos Ilamar
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adiabéticos porque utilizan el mismo principio que el calorimetro de barrido, previamente
descrito, es decir son calorimetros que funcionan por compensacion del efecto térmico en

un entorno adiabatico [15].

El equipo que se utilizd es del primer tipo, ya que en este disefio se utiliza siempre la
configuracion diferencial, conocida entre los especialistas de microcalorimetria como
principio “Twin” o de celdas gemelas, en la cual una de las celdas actia como vaso de

reaccion y la otra como referencia.

Los efectos térmicos que se producen en cada una de las celdas se detectan por el
correspondiente sensor o termopila; ambos sensores se conectan en oposicion, asi los
efectos comunes accidentales o no deseados que se produzcan con la misma amplitud y
velocidad en ambas celdas, se cancelan en gran parte. En el caso de mé&xima simetria el
experimento se realiza usando dos jeringas idénticas, que contienen uno de los reactivos,
frecuentemente el huésped, disuelto en su solvente (normalmente un tampdn, en algunos
casos agua), manteniendo la agitacion permanentemente e inyectando simultdneamente en
ambas celdas. La celda de reaccion contiene la disolucién del otro reactivo, frecuentemente
la macromolécula, mientras que la celda de referencia contiene sélo tampon o agua. En
estos casos se precisa de un experimento en blanco para determinar los efectos térmicos

asociados.

Las termopilas de semiconductor que se utilizan en estos microcalorimetros son elementos

Peltier y por consiguiente generan una fuerza electromotriz proporcional a la diferencia de
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temperaturas de sus superficies opuestas. El resultado final es una sefial eléctrica

proporcional al flujo de calor o potencia térmica neta.

Un experimento convencional en ITC consiste en una serie de inyecciones de un
determinado volumen constante o variable de disolucion del ligando, separada cada una por
un intervalo de tiempo suficiente para asegurar que se ha alcanzado el equilibrio y se ha
transferido o compensado todo el calor liberado o absorbido; agitandose permanentemente

el contenido de ésta (o de ambas celdas) a velocidad constante [15].

DESCRIPCION DEL EQUIPO TAM

El equipo utilizado en este estudio es un microcalorimetro de titulacion isotérmico, Termal
Activity Monitor (TAM), el cual es un equipo altamente sensible, en el que se pueden
monitorear reacciones exotérmicas y/o endotérmicas, que puede cuantificar diferencia de
temperatura de 10°°C. Tiene un bafio de agua de 25L que act(ia como termostato de agua,
manteniendo la temperatura constante que oscila en un rango de + 2.0%10™°C. En dicho
bafio, se encuentran sumergidos 4 cilindros de medicién, por lo que se pueden monitorear y

cuantificar simultaneamente hasta cuatro reacciones separadas (figura 3.1) [16].

En cada cilindro de medicién, existen dos cavidades en las que se insertan las celdas de
muestra y referencia (figura 3.2). Ambas cavidades estan rodeadas en la parte inferior por
elementos Peltier (figura 3.3), los cuales son un sistema de termopilas extremadamente

sensibles, capaces de medir gradientes de temperatura inferiores a una millonésima de
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grado Celsius. Este detector altamente sensible, convierte el flujo de calor liberado en
sefiales de voltaje, las cuales son captadas por un amplificador y después al detector.

Posteriormente ahi se guarda la informacion y se presenta en el voltimetro digital [16].

Voltimetro

digital Cubierta con

bisagras

Ampula
removible

Unidad

calorimétrica

Termostato
de agua

Bomba de

agua

Unidad reguladora
de temperatura

¥,

Conexiones de

agua circulante

Figura 3.1 Representacion esquematica del TAM
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Muestra en
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~_Elementos
IFeltier

T Termopila

Figura 3.3 Elementos Peltier
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2. EQUIPOS, MATERIAL Y REACTIVOS

Se estudiaron los complejos formados con los siguientes farmacos:
e Clorhidrato de Acebutolol (ACE)
e Clorhidrato de Alprenolol (ALP)
e Clorhidrato de Atenolol (ATE)
e Clorhidrato de Labetalol (LAB)
e Clorhidrato de Propanolol (PRO)
e Maleato de Timolol (TIM)

Cada uno de los farmacos con:

Alfa Ciclodextrina (a-CD)

e Beta Ciclodextrina (4-CD)

e Gamma Ciclodextrina (3»-CD)

e Hidroxipropil Alfa Ciclodextrina con M. S. =0.6 (HPa-CD M.S. =0.6)

e Hidroxipropil Beta Ciclodextrina con M.S. =0.6 (HPa-CD M.S. = 0.6)

e Hidroxipropil Beta Ciclodextrina con M.S. =0.8 (HPa-CD M.S. =0.8)

o Hidroxipropil Beta Ciclodextrina con M.S. =1.0 (HPa-CD M.S. =1.0)

e Hidroxipropil Gamma Ciclodextrina con M.S. =0.6 (HPa-CD M.S. = 0.6)

Todas las sustancias quimicas fueron del proveedor Sigma-Aldrich® de la més alta pureza

(>98%).

Las soluciones son preparadas con agua bidestilada, desionizada y desgasificada. El

contenido de agua de las ciclodextrinas fue determinado por el método de Karl Fisher.A
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continuacidn se presenta el listado de todo el equipo que se empleo en la preparacion de las

soluciones del farmaco y las CD’s.

EQUIPO EMPLEADO EN LA PREPARACION DE SOLUCIONES

e Balanza analitica METTLER Mod. AT250 con una precision de 1*10™g
e Parrilla de agitacién magnética Thermolyne Type 1000 Stir Plate

e Sonicador Cole-Parme Mod. 8853

e Desionizador de agua Nanopure infinity Mod. D8961

e Destilador de agua Barnstead Mega-Pure® system MP-1

El equipo y material restante empleado en este estudio son:

e Agitadores magnéticos

e Agitadores de oro

e [Espatulas de cromo/niquel

e Celdas de acero inoxidable

e Jeringas de 1mL con canula

e Matraces Erlen-Meyer de 50mL
e Matraces Erlen-Meyer de 150mL
e Pisetas con agua destilada

e Pisetas con acetona

e Probeta de 50mL

e Probeta de 100mL

e Vasos de precipitados de 50mL

e Vasos de precipitados de 100mL
e Tanque de nitrégeno

e Thermal Activity Monitor (TAM) de Thermometric, Suecia Mod. 2277
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3. ARREGLO EXPERIMENTAL

El arreglo experimental se describe a continuacion:

Las jeringas de inyeccion contienen la solucion de ciclodextrina (CD) con la que se titula la
soluciéon de farmaco. En la celda de referencia contiene una alicuota agua bidestilada,
desionizada y desgasificada igual a la que se utiliza en la preparacion de las soluciones del
farmaco y de la CD, mientras que la celda de muestra contiene una alicuota de la solucién

del farmaco, cuyo volumen de ambas celdas tienen que ser similares (figura 3.4).

Jeringas de

inyeccion con

]
/ solucion de CD \

Celda de muestra

con sol. de farmaco Celda de referencia

\ Paletas de agitacion conagua

‘ junto con las canulas /
\

de inyeccion

Figura 3.4 Representacion esquematica del arreglo
experimental utilizado
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CONDICIONES EXPERIMENTALES

Se presentan a continuacién las condiciones de trabajo a las cuales se desarrollaron los
experimentos:

e [CD]=60.00mM + 5.0%*

e [F]=2.00mM # 2.0%*

e T =25°C (298.15K)

e Sensibilidad = 30uW 6 100pW

e Volumen de solucion en la celda de referencia = 1.60 — 2.00mL + 0.1%
e Volumen de solucion en la celda de muestra = 1.60 — 2.00 mL = 0.1%
e Volumen de solucion en cada adicion = 20uL, 25uL 6 50uL**

e NuUmero de adiciones = 20iny, 40iny 0 50iny** (inyecciones)

Posteriormente, los resultados de la microtitulacion obtenidos en el TAM, se almacenan en
el software del equipo y se representan por un potenciograma (potencia vs. tiempo), de ahi
se parte para determinar de manera manual con ayuda de una de las herramientas del
software las areas bajo la curva correspondientes a cada uno de los picos obtenidos, ya que
el area de cada pico es igual a la cantidad de calor involucrado en la reaccion de
complejacion y cada uno de los picos provienen de cada adicion de solucion de CD a la
celda. Una vez obtenidas dichas areas, se emplea una herramienta del mismo software que
permite la obtencion la AH cp.r Y la Kep.r involucradas en el proceso de complejacion CD-
F, al introducir los datos de areas y las condiciones de experimentacion. A continuacion se

calculan los pardmetros termodinamicos restantes (AG°cp.r Y TAS®cp-r)

Notas:

* En el caso de los experimentos con B-CD, se empleaba una [CD] = 15.00 mM % 5.0% y de [F] = 0.55 mM % 2.0%,
debido a la baja solubilidad de la B-CD.

** El nimero y el volumen de adiciones siempre cumple la condicién de adicionar 1ImL o 1000uL de solucién de CD,
ejemplos: 40iny de 25uL 6 20iny de 50uL.
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RESULTADOS

1. OBTENCION DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

Los experimentos realizados en el TAM (Thermal Activity Monitor (TAM) proporcionan
una sefial al momento de adicionar la ciclodextrina (CD) a las celdas de reaccion, el
conjunto de sefiales es registrado en un potenciograma que representa la potencia en
funcion del tiempo transcurrido. En este trabajo se incluye uno de ellos para ejemplicar la

forma en la que se presenta el resultado primario después de cada titulacion (figura 4.1)

P, W

w
=

20

10~

UL _

\

5 10 15 Time,hour

Figura 4.1 Potenciograma de la titulacion realizada con Timolol- Alfa Ciclodextrina

(TIM-HPa-CD)

Como se puede observar, en el potenciograma, la primera y la Gltima sefial, representan las

calibraciones del calorimetro que realiza antes y al terminar cada experimento, ambas son
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exotérmicas. Cada una de las sefiales a partir de la segunda y hasta la penultima, esta

asociada con el proceso de complejacion ciclodextrina-farmaco (CD-F).

Para calcular las areas bajo la curva, se utilizé una de las herramientas del software del
equipo que nos permite calcular de manera manual. Una vez que las areas de cada sefial
mostradas en el potenciograma han sido determinadas, éstas se introducen, junto con las
condiciones de experimentacion en otra de las herramientas del software con la finalidad de
obtener los valores de AH°cp.r y la Kcpr. Las ecuaciones que utiliza el software para

calcular estos parametros se revisaron en el capitulo 2.

A continuacion se anexa un ejemplo del formato de resultados que arroja el software del

calorimetro (figura 4.2).

Ligand Binding Report page 1 of 3)

Miodel
M+ L=INWL By ,AH
Thermodynamic Parameters

B 148 48953 1/

Fity (] 6.251926 klAnol
Fstimated Errors

B 2. 284620E+00 1/

AHG 1.932322E4+02 Jifmol

Covariance
B1 AH,
B 2.0728E+10 -4 12632E+11
AHG -4 12632F+11 1. 12762E+ 13

Statistics
Degrees of freedom 45
Chi-square 1.490072E-07
Reduced chi-square 3.311272E-09
5td ervor of point 5. 754365E-05
Series

Series No 1
Mhamber of data points 51

Conc of W in wessel 2.008 minold
Conc of L in syringe 59 883 mmol/l
Wohune in wessel 2.102 ml

Figura 4.2 Reporte de los resultados obtenidos del software del TAM
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El software también nos presenta un grafico denominado entalpograma (figura 4.3), donde

las “X” representan los datos experimentales y la linea continua resulta del calculo de
(dQ/dAmount) y [L})/[M] utilizando el AH°cp.r y la Kcpr obtenidos del ajuste de las

ecuaciones 2.8 y 2.9 mostradas en el capitulo 2.

kJ/mol CalculateckCurrent>lgnored

1.5

dQ/dAmount

0 5 10 [L1/IM].

Figura 4.3Entalpograma, ajuste realizado al potenciograma
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La calibraciones inicial y final del potenciograma, simulan un proceso exotérmico, es decir,
que liberan energia en forma de calor a los alrededores AH° < 0 [10,12]. Dado que las
sefiales obtenidas en el potenciograma correspondientes a cada adicion tienen la misma
direccién que las calibraciones, se observa que en cada adicion se libera calor, por lo tanto
el AH°cp.r calculado a partir del potenciograma tiene un valor negativo y la reaccion libera
energia. Es importante indicar que en el potenciograma se puede observar la saturacion de
las ciclodextrina por parte del farmaco, ya que va disminuyendo el tamafio de los picos, el

cual refleja una disminucion en el valor del area bajo la curva obtenida.

2. VALORES DE LOS PARAMETROS TERMODINAMICOS

A continuacion se presentan las tablas de valores de los pardmetros termodindmicos
correspondientes a la formacion de complejo de inclusion de los farmacos en estudio con

las CD’s utilizadas a 25°C (298.15K).
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Tabla 4.1 Condiciones y parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos

Acebutolol-CD’s

AHoco/ AG°cor TASco/
cD [CD]/mM | [ACE]/mM | Kepr/M At coi] 1o coef hepecet
a-CD 59.93 200 | o 00£0.0 | = e | e
B-CD 15.00 055 | - 0000 | -
4-CD 59.96 200 | o 00£0.0 | = o | e
HPa-CD
et 60.03 200 | 00£0.0 | = o |
HPBCD | oo | - | . | ;e | . |
b 59.93 2.00 0.0£0.0
HPBCD | v | o | | e | |
b 60.02 2.00 0.0£0.0
HPBCD | o012 | -0n | . | e | . |
epeh 59.13 2.00 0.0+0.0
HPr-CD | toon | -0 | . | oone | |
e 59.98 2.00 0.0+0.0
Tabla 4.2 Condiciones y parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos
Alprenolol-CD’s
-1 AHOCD_f/ AGOCD_F/ TASOCD_f/
cD [CD]/mM | [ALP]/mM |  Kepr/M At cod] 10 coef A5 ooy
a-CD 59.95 2.01 70.50+2.82 | -23.95:0.67 | -10.55:0.10 | -13.40+0.57
B-CD 15.00 0.55 198.83+2.02 | -14.21+0.98 | -13.12+0.25 | -1.090.73
4-CD 60.16 201 | 00£00 | - |
I\';:PS“;%% 59.95 2.01 68.84+1.09 | -23.97+0.24 | -10.49+0.04 | -13.48+0.20
GZB'_%% 59.88 2.01 148.49+8.28 | -6.25:+0.19 | -12.40+0.14 6.15+0.05
I\';:PSB'_%% 60.10 2.01 247.24+1.09 | -3.19+0.07 | -13.66:0.01 | 10.47+0.06
HPBCD | 12 | -1 | | oo | |
repeh 60.13 2.01 0.0+0.0
',\;";Y'_%D(a 59.82 2.01 23.04+155 | -7.71¥0.39 | -7.78+0.10 0.07+0.22
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Tabla 4.3 Condiciones y parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos

Atenolol-CD’s
AHC e/ AG°cpr !/ TAS®cp/
CD [CD] / mM [ATE] / mM Kepr /! M Imal amalt KImol L
a-CD 59.95 200 | - 0.0£0.0 | = - |
B-CD 15.00 055 | - 0.0£00 | = - |
y-CD 60.16 200 | - 0.0£0.0 | = - |
HPa-CD
M.S =06 59.95 200 | - 0.0t00 | = - |
HPB-CD | tqae | 00 | . | aAcene |00 1
M.S <0.6 59.88 2.00 0.0+0.0
HPB-CD | za10 | 500 | . | Acenn |00 1
M.S <0.8 60.10 2.00 0.0+0.0
HPB-CD | 212 | 00 | | amean | . |
MS <10 60.13 2.00 0.0+0.0
HPYCD | a0 | 200 | . | apean |00 0
M.S <06 59.82 2.00 0.0+0.0
Tabla 4.4 Condiciones y parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos
Labetalol-CD’s
-1 AHOCD_f/ AGOCD_F/ TASOCD_f/
CD [CD] / mM [LAB] / mM Kepe I M Imo Imalt It
a-CD 59.95 2.00 29.36x 2.54 -22.46+1.38 -8.38+0.22 -14.08+1.16
B-CD 15.00 055 | - 0.0£0.0 | = - |
y-CD 60.00 2.00 17.83+1.94 -22.92+2.04 -7.14%0.27 -15.78+1.77
I\';:PS“;%% 60.01 2.00 107.37424.27 | -2.37:031 | -11.50:057 | 9.22+0.26
HPB-CD | 02 | 00 | . | aAcee |00 1
M.S <0.6 59.93 2.00 0.0+0.0
HPB-CD | e | 50 | | ;e | |
M.S ~0.8 60.02 2.00 0.0+0.0
HPB-CD | 12 | -0 | | aman | . |
MS <10 59.13 2.00 0.0+0.0
HPyCD | a0 | 200 | . | apean |00 0
M.S <06 60.07 2.00 0.0+0.0
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Tabla 4.5 Condiciones y parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos

Propranolol-CD’s

-1 AHOCD.f/ AGOCD.F/ TASOCD,f/
cD [CD]/mM | [PROJ/mM | Kepr/M At coi] 1o coef hepecet
a-CD 59.97 2.00 18.86+3.72 | -9.58+1.44 | -7.28+0.51 -2.30+0.93
B-CD 15.10 055 | - 00£00 | - 0.0£0.0
y-CD 60.00 2.00 16.97+10.33 | -7.51+3.70 | -7.02+1.76 -0.49+1.94
HPa-CD
et 60.04 200 | o 00£0.0 | = o |
GZB'_%% 59.98 2.00 40.06+11.11 | -15.18+2.64 | -9.15:0.71 -6.03+1.93
HPBCD | cara | - | . | ;e | |
b 59.49 2.00 0.0£0.0
I\|;I|PSB-—C1:DO 50.13 2.00 290.02+48.02 | -3.48+029 | -14.06:0.42 | 10.58+0.13
s Y T Y T
e 60.07 2.00 0.0+0.0
Tabla 4.6 Condiciones y parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos
Timolol-CD’s
-1 AHOCD_f/ AGOCD_F/ TASOCD_f/
cD €Dl /mM | [TIM]/mM | Kepr /M At cod] 10 coef A5 ooy
a-CD 59.97 2.02 40.94+087 | -40.21:056 | -9.20+0.05 | -31.01x0.51
B-CD 15.10 055 | - 00£0.0 | o |
4-CD 60.00 202 | 00£00 | - |
I\';:PS“;%% 60.01 2.02 49.75¢2.50 | -31.27+1.04 | -9.68+0.05 | -21.59+0.99
HPBCD | caan | -0 | . | ;e | |
b 59.98 2.02 0.0£0.0
I\';:PSB'_%% 59.49 2.02 36.6742.49 | -10.24+0.47 | -8.93+0.17 -1.31+0.30
HPBCD | 012 | -0 | . | e | . |
repeh 59.13 2.02 0.0+0.0
s T T T Y T
e 60.07 2.02 0.0+0.0
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ANALISIS DE RESULTADOS
1. ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS CD-F

CONSIDERACIONES PREVIAS

Antes de empezar el analisis es importante realizar las siguientes consideraciones, para una
mejor interpretacion de los resultados obtenidos. EIl signo en el valor de la AH cp.f, sOlo
indica la direccién del flujo de calor, si es negativo, la reaccion libera energia hacia los
alrededores, es exotérmica. Cuando la energia de Gibbs disminuye (AG°cpr < 0) en una
transformacion a temperatura y presion constantes (como las condiciones de
experimentacion), implica que la transformacion ocurre en forma espontanea o natural. Por
otro lado, si la entropia aumenta, el valor de TAS°cp.r €s positivo. Si una transformacion se
realiza en un sistema aislado (volumen y energia interna constantes) ocurrira de forma
espontanea cuando TAS°cp.r sea positivo. El valor de la energia libre de Gibbs contiene dos
contribuciones, una entalpica y otra entropica: AG°cp.r = AHcp.r - TAS®cp.r, por lo tanto

para lograr que el valor de AG°cp.r < 0, debe cumplirse que AH°cp.F< -TAS°cp-r [12].

El nimero de unidades de glucopiranosa en: a-CD y HPaCD (M.S. = 0.6), es de 6 unidades;
en B-CD y HPBCD’s (M.S. 0.6, 0.8 y 1.0), es 7 unidades, y por ultimo en y-CD y HPyCD
(M.S. = 0.6) es 8. Las siglas M.S. indican la sustitucion molecular de las hidroxipropil
ciclodextrinas, HP significa hidroxipropilo, CD es ciclodextrina y para cada uno de los

farmacos se indica cual es su abreviatura en su respectivo subtitulo.

Se comenzara el analisis con el propranolol por ser la molécula prototipo de la cual derivan

los demas B-bloqueadores de estudiadas.

63



Capitulo 5 Analisis de Resultados
_______________________________________________________________________________________________________________________________________|

2. FORMACION DE COMPLEJOS DE PROPRANOLOL-CD’S

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE
PROPRANOLOL (PRO)-CD’S NATIVAS.

En el grafico 5.1, se puede apreciar que la complejacion del propranolol esta mas favorecida
termodindmicamente con la a-CD, ya que el valor de AG°cp.r €s Mas negativo, lo cual nos
indica que la reaccion se realiza de manera natural, o sea que la formacion de los complejos
con a-CD es posible sin forzar al sistema. Lo mismo sucede con la y-CD, pero no con la j3-
CD, con la cual, dado que el valor de AHcp.F €s cero, no se pudo determinar la constante de
equilibrio. De ninguna manera se afirma que no exista complejo, porque tal vez el proceso
de formacidn esta guiado por la entropia y no por la entalpia, que es lo que se puede medir

en el calorimetro.

Termodinamica de la Formacion de los Complejos
Propranolol-CD’s Nativas
Unidades de glucopiranosa

-10-

Energia / kJmol™
1)

—e— AH OCD_F/ kJ mol'l

—m— AG°cp.r/ kJmol?
— & TAS°cpe/ kdmol™

Gréfico 5.1. Termodinamica de la complejacion de Propranolol con CD’s nativas
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ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE
PROPRANOLOL (PRO)-HPCD’S CON M.S. = 0.6.

En el grafico 5.2, la complejacion con la HPBCD con M.S. = 0.6 es la méas favorecida
termodinamicamente, quiza se deba a que al adicionar un sustituyente hidroxipropilo (HP)
en la estructura de la B-CD, permite que la complejacion sea mas espontanea con respecto a
los valores de la a-CD y la y-CD, ya que se puede suponer que el HP interaccione con
alguna parte de la estructura del PRO que no esté dentro de la cavidad de la CD. Con las
otras dos HPCD’s de M.S. = 0.6 no sucede, ya que el valor de AH°cp.r €s cero, por lo tanto
no se pudo determinar la constante de equilibrio y obtener los demdas parametros
termodinamicos asociados. Hemos de suponer que la interaccion con el HP altera la reaccién

espontanea de complejacion, ya que si se logra con las nativas.

Termodindmica de la Formacion de los Complejos
Propranolol-HPCD’s con M.S. = 0.6

Unidades de glucopiranosa

Energia / kdmol™

—— AHOCD_F/ kJ mol'l
+AG°CD-|:/ kJ mol'l
—4—TAScp.e/ kdmol™

Graéfico 5.2. Termodinamica de la complejacion de Propranolol-HPCD’s con M.S.= 0.6

En el grafico 5.3, se presenta una comparacion de los valores de AH°cp.fr, en la cual se

aprecia que la presencia del grupo HP invierte la posibilidad de deteccion por calorimetria
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de la formacién de complejos, y a su vez favorece termodinamicamente la formacion de
complejo por parte de la B-CD, ya que al sustituirse con HP’s se logra la deteccién de la

formacion de los complejos con propranolol.

Comparacion de Entalpias: Efecto del Sustituyente
en la Formacion de los Complejos de Propranolol

Unidades de glucopiranosa

-20 - —8—CD’s Nativas
—4—HPCD's M.S. =0.6

Gréfico5.3. Efecto del sustituyente en la formacion de los complejos de Propranolol

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE
PROPRANOLOL (PRO)-HPBCD’S EN FUNCION DE SU M.S.

Como se puede observar en gréfico 5.4, el HP en la B-CD favorece en cierta medida la
complejacion con PRO, esto quiere decir, que el efecto de la presencia del grupo HP en la
estructura de CD permite la complejacion espontanea, pero en el caso del grado de
sustitucion de 0.8, no significa que no se haya dado la complejacion, sino que por medio de
calorimetria no fue posible detectar la formacion, ya que se obtuvo valor de AH°cp.r ceroy
no se pudo determinar la constante de equilibrio, para asi obtener los demas parametros
termodinamicos asociados. Ademas se nota el incremento en el valor de la entropia pasando

de ser negativa a positiva, lo cual favorece la formacién con la HPBCD M.S. = 1.0 en mayor
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grado que con la HPBCD M.S. = 0.6, lo cual se corrobora con el valor mas negativo de
AG°cp.r. Podemos observar que a medida de que el valor de AH®cp.r Se vuelve mas negativo
el TAS®cp.r disminuye, lo cual favorece la disminucion del valor de AG°cp.r Y a Su vez la

formacion del complejo.

Termodinamica de la Formacion de los Complejos
Propranolol-HPBCD’s en Funcién de M.S.
il 15 4
(@]
e 10 - A
2 5 -
s 0
>  5-
c |
5 -10
-15
-20 - .
Sustituciéon Molecular (M.S.) = ﬁgoc';'g ﬁmgll-l
—4—TAS®Cp.r/ kJmol™

Grafico 5.4. Termodindmica de la complejacion de Propranolol-HPACD’s

en funcién de M.S.

3. FORMACION DE COMPLEJOS DE LABETALOL-CD’S

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE LABETALOL
(LAB)-CD’S NATIVAS.

Como se puede observar en el grafico 5.5, hay una similitud en los valores de los pardmetros
termodindmicos asociados a la formacion del complejo labetalol con la a-CD y la y-CD, lo
que indica que es igual de viable para ambas, con la B-CD no es posible detectarla por
calorimetria. Debido a que el valor de AH°cp. es cero, no se pudo determinar la constante

de equilibrio, pero esto de ninguna manera significa afirma que no exista complejo, tal vez

el proceso de formacion estd guiado por otros parametros como la entropia y no por la
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entalpia, o se requiere de una mayor concentracion de farmaco, siendo una limitante la baja

solubilidad de la B-CD para poder probar con mayor concentracion.

Termodinamica de la Formacién de los Complejos
Labetalol-CD’s Nativas

o

'
(3]
|

=
o
|

N
o
|

Energia / kJmol™
&

N
(¢1
1

+AH°(;D.|:/ kJ mol'l
—8— AG°cp.¢/ kmol™
—h— TASOCD.F/ kJ mol'l

Unidades de glucopiranosa

Grafico 5.5. Termodinamica de la complejacion de Labetalol con CD’s nativas

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE LABETALOL
(LAB)-HPCD’S CON M.S. = 0.6.

Termodinamica de la Formacién de los Complejos
Labetalol-HPCD’S con M.S. = 0.6

15
5 10- A
£
— 5 A
X
S 5- [ 8
2 Unidades de glucopiranosa
W -10 -
15 - +AH°CD.F/ kJmoI'l

——AG°cp.¢/ kdmol?
+TAS°CD.|:/ kJmoI'l

Grafico5.6. Termodinédmica de la complejacién de Labetalol-HPCD s con M.S.= 0.6
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En el grafico 5.6, la formacion de complejos de LAB con HPaCD se ve favorecida
termodinamicamente, ya que el valor de AG°cp.r €S negativo y el valor del TAS®cp.r €s
positivo, los resultados nos indica que la reaccion esta guiada principalmente por la entalpia.
Para las otras HPCD s no se pudo verificar calorimétricamente la formacion de complejo, ya

que el valor de AH®cp.f resulto ser cero.

Comparacion de Entalpias: Efecto del Sustituyente
en la Formacion de los Complejos de Labetalol

. A

8
Unidades de glucopiranosa

—8—CD’s Nativas
—4—HPCD's M.S. =0.6

Grafico5.7. Efecto del sustituyente en la formacion de los complejos de Labetalol

Para ver mas claramente el efecto del grupo en la formacion de complejos de LAB con las
HPCD’s del mismo M.S. con respecto a los formados con las CD’s nativas, se presenta el
gréfico 5.7, donde se observa que la presencia del grupo HP en la estructura de la a-CD,
hace que disminuya el valor de AH°cpr asi podemos interpretar que hay menor
desprendimiento de calor en la formacion de complejo con HPaCD que con a-CD, aunque
para la HPyCD y la y-CD el efecto del sustituyente HP tiene es méas dréstico, porque al
poderse detectar por calorimetria con y-CD, cuando ésta tiene el grupo HP como

sustituyente no se logra detectar la formacién de complejo, esto tal vez a que se deba a un
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efecto estérico con LAB y los HP en la CD; en el caso de B-CD y HPBCD no se observa
ningun efecto, porque con ninguna se pudo caracterizar termodinamicamente la formacion

de complejo.

Debido a que no se detecta por calorimetria la formacion de complejos con HPBCD's y
labetalol, no se muestra grafico de andlisis, porque el valor de AH°cp. €s cero en todas ellas,
asi mismo no se pudo caracterizar termodinamicamente. Quizas se deba a que la sustitucion
del grupo HP en la estructura de la B-CD no favorece la complejacion, o existan otro tipo de

interacciones entre labetalol y las CD’s de siete unidades.

4. FORMACION DE COMPLEJOS DE TIMOLOL-CD’S

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE TIMOLOL
(TIM)-CD’S NATIVAS.

En el grafico 5.8, se muestra que la formacion de complejo se caracterizo sélo con a-CD,
debido a que fue la Unica CD (entre las estudiadas) con la que se pudo determinar el valor de
AH°cp.r y asi determinar los parametros termodindmicos restantes, esto porque las
dimensiones de esta CD son adecuadas para albergar al TIM en su cavidad. Ademas, el
valor de TAS®cp.r no contribuye mucho al AG°cp.¢, mas bien la contribucion entélpica es la
que guia el valor de AG°cp.r a valores negativos, lo que implica que la reaccion es
espontanea. Para B-CD y y-CD no hay valores de AG°cpr Y TAS®cp.r relacionados con el
proceso de complejacion puesto que en el calorimetro el valor de AHcp.g resulto cero y la

Kep-r N0 pudo ser determinada, puede ser debido a que el proceso sea guiado por TAS®cp.r.
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Termodinamica de la Formacion de los Complejos
Timolol-CD’s Nativas

T . 1

8
Unidades de glucopiranosa

——AH°cp ¢/ kdmol™
——AG c>CD.F/ kJ mol'l
—h— TASOCD.F/ kJmoI'l

Energia / kJmol™
OO W ON e
@ @ @ 9@ 9 9

Gréfico 5.8. Termodindmica de la complejacion de Timolol con CD’s nativas.

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE TIMOLOL
(TIM)-HPCD’S CON M.S. =0.6.

En el grafico 5.9, se observa el comportamiento del Timolol con las HPCD’s que es similar
al que presenta con las CD’s nativas, solamente se pudo caracterizar la formacién de
complejo con HPaCD. La contribucion entalpica es la que guia el valor de AG°cpr a
valores negativos, que resulta ser espontanea. Para HPBCD y HPyCD no hay valores de
AG°cp.r Y TAS®cpr relacionados con el proceso de complejacion puesto que el valor de

AH°cp-r €s cero.
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Termodinamica de la Formacion de los Complejos
Timolol-HPCD’s con M.S. = 0.6

4
0 . ¢
-4 8

Unidades de glucopiranosa

Energia / kmol™
N
@

——AH OCD.F/ kJ mol'l
—B—AG OCD_F/ kJ mol'l
—&—TAS cp.¢/ kJmol™

Graéfico 5.9. Termodinamica de la complejacion de Timolol-HPCD’s con M.S.= 0.6

Comparacion de Entalpias: Efecto del Sustituyente
en la Formacién de los Complejos de Timolol

O T T . 1

o 101 6 7 _ 8 :
= Unidades de glucopiranosa
£ -20
4
=~ -30-
S -407

-50- —e—CD’s Nativas

—A—HPCD’s M.S. =0.6

Grafico 5.10. Efecto del sustituyente en la formacion de los complejos de Timolol

En el grafico 5.10 se presenta la comparacién entélpica para observar el efecto del

sustituyente HP en la estructura de las CD’s nativas para el proceso de formacion de

complejos con TIM, La aportacion del grupo HP en este caso es cerca de 9 kimol™, siendo
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menos negativa con la HPa.CD. Observamos también que no se produce ningun efecto en la
caracterizacion termodinamica de los complejos al introducir un grupo HP, puesto que

AH°cp. sigue siendo cero.

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE TIMOLOL
(TIM)-HPBCD’S EN FUNCION DE SU M.S.

Termodinamica de la Formacion de los Complejos de
Timolol-HPBCD’s en Funcion de M.S.

- 2] Sustitucion Molecular (M.S.)

IT) 0 T 1

E 2 0.6 o 1.0

i

~ -4"

©

F:D 6

o i

0 8 —— AH°cp.¢/ kdmol™?
-10 —B— AG°co./ kImol™
-12- +TAS°CD.F/ kJmOl-l

Grafico 5.11. Termodinédmica de la complejacion de Timolol-HPACD's en

funcion de M.S.

Para el caso de las HPBCD’s, como se puede ver en el grafico 5.11, la caracterizacion
termodinamica se dio con HPBCD M.S. = 0.8, con la cual podemos observar que el proceso
es guiado por la entalpia ya que es el quien da el valor negativo al AG°cpr. Hemos de
suponer que el efecto de la sustitucion en la misma CD, hace que el proceso de
complejacion sea distinto, ya que puede haber una cierta interaccion con la estructura de
TIM a nivel conformacional y asi facilitar mas el proceso de complejacion con M.S. = 0.8,

con las otras dos HPBCD s no significa que no se haya dado la formacion, sélo que no se
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pudo determinar el valor de AHcp.r, debido a que en el calorimetro s6lo se puede medir la

entalpia del proceso y puede que esté guiado por la entropia.

5. FORMACION DE COMPLEJOS DE ALPRENOLOL-CD’S

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE ALPRENOLOL
(ALP)-CD’S NATIVAS.

Termodinamica de la Formacion de los Complejos
Alprenolol- CD’s Nativas

107
T Unidades de glucopiranosa
(@] 0 1
S
2
-~ '10_
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-30- —&— AH°cp.¢/ kdmol™

——AG OCD_F/ kJ mol'l
—A— TASOCD.F/ kJmoI'l

Gréfico 5.12. Termodindmica de la complejacidn de Alprenolol con CD’s nativas.

En el gréfico 5.12, se observa que la complejacién de ALP con la CD’s nativas parece estar
mas favorecida termodinamicamente en la medida que el ndmero de unidades de
glucopiranosa aumenta. Puede entenderse que esto se deba a que a partir de que aumenta el
diametro de la CD, el ALP encuentra menos problemas para albergarse en la cavidad de la
misma. Tanto para o-CD como con B-CD el proceso de formacion estd guiado
principalmente por la entalpia; ambos procesos son procesos espontaneos. También se puede
observar en el grafico que no aparecen los pardmetros termodinamicos asociados a la

complejacion con la y-CD dado que el valor de AH°cp.r es cero, no se pudo determinar la
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constante de equilibrio, talvez a que el proceso esté guiado por la entropia y no por la

entalpia.

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE ALPRENOLOL
(ALP)-HPCD’S CON M.S. = 0.6.

Termodinamica de la Formacion de los Complejos
Alprenolol-HPCD’s con M.S. = 0.6

S ,

£

~ 6
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© / Unidades de glucopiranosa
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Grafico5.13. Termodinamica de la complejacion de Alprenolol-HPCD’s con M.S.= 0.6

Termodindmicamente estd mas favorecida la formacion del proceso de formacion del
complejo con la HPBCD M.S. = 0.6, como se observa en el grafico 5.13, esto tal vez se deba
a que esta CD tiene las dimensiones adecuadas para albergar al ALP en su interior, ademas
de que el grupo HP pudiera interactuar con la estructura del alprenolol que no esté dentro de
la cavidad de la CD. A pesar de que termodindmicamente es viable la complejacion con -
CD, la complejacion con la HPBCD M.S. = 0.6 presenta un AG°cp.r menor que el obtenido

con B-CD.
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Podemos observar en el grafico 5.14 que la presencia del grupo HP tiene un efecto
importante en la contribucion del AH cp.r de la HPBCD y la HPyCD, probablemente a que

hay electrones libres por parte del nitrogeno de la amina secundaria o del OH del ALP que

interactten con el grupo HP de la CD.

Comparacion de Entalpias: Efecto del Sustituyente
en la Formacion de los Complejos de Alprenolol

Unidades de glucopiranosa
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X
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Gréfico 5.14. Efecto del sustituyente en la formacién de los complejos de Alprenolol

ANALISIS DE LA FORMAQION DE COMPLEJOS DE ALPRENOLOL
(ALP)-HPBCD’S EN FUNCION DE SU M.S.

Como se puede observar en el grafico 5.15, la formacion de complejo mas favorecida
termodindmicamente es con la HPBCD M.S. = 0.8, dado a que presenta el valor méas
negativo de AG°cp.r. Obsérvese también que la disminucién del valor de AH°cpr y el
aumento de TAS°cp.r siguen una tendencia paralela y el valor de AG°cp.r se vuelve mas
negativo, para el caso de HPBCD M.S. = 0.6 y 0.8. Es importante destacar que conforme

aumenta el valor de M.S., el valor de AH°cp.r disminuye debido a que la capacidad para
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albergar al farmaco, sea un efecto de grupo HP en la CD, dandose asi un fendmeno estérico,

el cual no permita o dificulte a mayor sustitucion el encapsulamiento del farmaco

Termodinamica de la Formacion de los Complejos
15 Alprenolol-HPBCD’s en funcion de M.S.
— 10- ‘/l
o
E 5 o
i 0 Sustitucion Molecular (M.S.)
~ T I 1
£ 5] 0,6 ; 1.0
o
-107
(0 - — -1
-15- —— AH°cp.e/ kdmol
+AG°(:D-|:/ kJmoI'l
—&— TAS°cp.¢/ kJmol™

Grafico5.15. Termodinamica de la complejacion de Alprenolol-HPACD’s en

funcion de M.S.

6. FORMACION DE COMPLEJOS DE ACEBUTOLOL (ACE)-CD’S Y

ATENOLOL (ATE)-CD’S

ANALISIS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE ACEBUTOLOL
(ACE)-CD'S y ATENOLOL (ATE)-CD’S DE ESTUDIO.

Debido a que no se logré monitorear por calorimetria la formacion de complejos con las
diferentes CD’s de estudio, para estos dos farmacos no se muestran graficos de anélisis,
porque el valor de AH°cp.r no se pudo determinar en todas ellas, asi mismo no se pudo
caracterizar termodindamicamente. Pero es importante sefialar que esto no indica que no se

formen complejos entre las CD’s con dichos farmacos.
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CONCLUSIONES

1. CONCLUSIONES GENERALES DEL PROCESO DE FORMACION DE
COMPLEJOS #BLOQUEADOR-CD

e De acuerdo a los resultados y andlisis de los mismos, a continuacion se presenta una
tabla donde se indica cual de las CD’s utilizadas resulta el mejor microencapsulador
para cada uno de los B-blogueadores estudiados desde el punto de vista
termodinamico.

Cuadro 6.1 ACARREADOR O MICROENCAPSULADOR SUGERIDO PARA EL #
BLOQUEADOR, EN BASE AL VALOR DE LAENERGIA LIBRE DE GIBBS.

B-Blogueador CD sugerida
Acebutolol(ACE) |  ememeee
Alprenolol (ALP) HPBCD M.S. = 0.8

Atenolol(ATE) |  emee-

Labetalol (LAB) HPaCD M.S. = 0.6
Propranolol (PRO) HPBCD M.S. = 1.0
Timolol(TIM) HPoCD M.S. = 0.6

e El calor asociado a un proceso de complejacién, es caracteristico del sistema.

e En la mayoria de los casos el grupo HP vuelve menos exotérmico el proceso de
complejacion

e La relacion que existe entre el valor del AH°cp.r y el TAS°cpr €n un proceso
espontaneo a presion y temperatura constantes, consiste en que a medida que el valor
del AHcp.F se vuelve mas negativo el TAS®cp.r disminuye y viceversa; lo anterior se

conoce como compensacion entélpico-entropica.
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La diferencia entre los valores obtenidos con las CD’s hidroxipropil sustituidas y las

CD’s nativas, es la contribucidn entalpica del sustituyente.

2. RECOMENDACIONES PARA TRABAJO A FUTURO

Realizar pruebas de biodisponibilidad y farmacoldgicas, que permitan evaluar las
ventajas que tiene una administracion no parenteral de los B-bloqueadores
microencapsulados por una CD, sobre aquellos cuya forma farmacéutica no incluya
CD.

Evaluar la viabilidad en cuanto a costos, tiempo y aceptacion del paciente, sobre los
B-blogueadores microencapsulados en forma farmaceutica liquida.

Realizar nuevamente los experimentos con las mismas condiciones de
experimentacion en las que este trabajo fue elaborado, variando la temperatura.
Determinar en el calorimetro si es posible la formacion de los complejos que no se
pudieron monitorear al variar la temperatura.

Hacer los experimentos con las mismas condiciones de experimentacion que se
presentan en este trabajo, utilizando diferentes concentraciones de CD, de tal manera

que con los resultados, permitan verificar si existe la estequiometria de 1:2.
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