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Introduccién.

Introduccion.

Hoy en dia el uso de nuevos sistemas de liberacion controlada estan ganando terreno en la
industria farmaceéutica, debido a la necesidad de prolongar la duracién del principio activo y
por lo tanto su rendimiento terapéutico en los sitios de accion farmacoldgica, de tal forma

que se requiera de una menor dosis de medicamento.

Existen en el mercado varios mecanismos de liberacién controlada, uno de estos tipos de

acarreadores son las ciclodextrinas, las cuales son de especial interés en este estudio.

Entre algunas de las ventajas en el uso de las ciclodextrinas como acarreadores moleculares

estan:

e Disminuyen la posibilidad de que el farmaco sufra modificaciones quimicas antes
de llegar a su objetivo.
e Protegen al farmaco de mecanismos metab6licos

e Mejoran la solubilidad del farmaco

En esta investigacion se caracterizaran termodindmicamente (mediante la determinacion de
las energias involucradas en la formacion del complejo de inclusion y la constante de
equilibrio) la microencapsulacion de farmacos con diferentes ciclodextrinas, de tal forma
que se logre encontrar el mejor encapsulado molecular para antihistaminicos en disolucion

acuosa.

En el Capitulo 1, presenta una revision bibliografica acerca de las propiedades fisicas y

quimicas de los farmacos y en especial de los antihistaminicos.

En el Capitulo 2, se explica acerca de la naturaleza de las ciclodextrinas, sobre todo de las

caracteristicas tan especiales que dan origen a su estudio e investigacion.

En el Capitulo 3, se menciona el fundamento termodindmico mediante el cual se
especifican los modelos matematicos que se utilizan en la determinacion de los parametros

termodinamicos experimentales.



Introduccién.

En el Capitulo 4, se describe la metodologia experimental que incluye la técnica
experimental, el equipo, el material, los reactivos y las condiciones experimentales, es

decir, toda la metodologia experimental.

En el Capitulo 5 se muestran los resultados y el analisis de los parametros termodinamicos

obtenidos que permiten caracterizar los complejos de inclusion estudiados.

En el Capitulo 6, se presentan las conclusiones de este trabajo de investigacion y se
exponen las recomendaciones para un trabajo a futuro, haciendo énfasis en la utilidad que
presentan las ciclodextrinas para el desarrollo de nuevas tecnologias en la industria

farmacéutica.



Obijetivos e Hipotesis.

Objetivos

e Desarrollar y validar la técnica de microcalorimetria de titulacion isotérmica para la
determinacion de la estequiometria y los parametros termodinamicos involucrados
en la formacidon de los complejos de inclusion ciclodextrina- farmaco.

e Probar diferentes modelos matematicos para la determinacion de constantes de
equilibrio en la formacién de complejos con diversas estequiometrias.

e Determinar la ciclodextrina mas viable como una opcién en la encapsulacion

molecular.

Hipotesis

La formacion de los complejos de inclusion es un proceso que involucra la liberacion o
absorcion de energia, por medio de la técnica de microcalorimetria de titulacion
isotérmica, se determinara el valor de la entalpia de formacion y las diferentes
estequiometrias que presentan estos complejos formados debido a las interacciones

ciclodextrina-antihistaminico.
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Capitulo 1.

Histamina y Farmacos.




Capitulo 1. Histamina y Farmacos.

1.1 Histamina.

1.1.1. Sintesis y almacenamiento.

La histamina (B-imidazoletilamina, 2-(4-imidazolil) etilamina) se forma debido a la
descarboxilacion del aminoacido histidina mediante la enzima L-histidina descarboxilasa.
Se almacena preformada en granulos citoplasmaticos de los mastocitos misticos y de los
basofilos sanguineos (los sitios de formacion y almacenamiento de la histamina
comprenden también las células epidérmicas, la mucosa gastrica, las neuronas del sistema
nervioso central y el tejido de regeneracidn o crecimiento rapido). En los seres humanos los
mastocitos se hallan en el tejido conectivo laxo de todos los 6rganos (en especial alrededor
de los vasos sanguineos, nervios linfaticos de la piel, tracto respiratorio superior e inferior y
mucosa gastrointestinal). En la figura 1.1 se presenta la estructura de la molécula de

histamina. 234

CH,CHoNH,

A

Fig.1.1. Estructura de la histamina.

1.1.2. Liberacion.

Existen multiples agentes fisicos y quimicos que inducen la liberacion de la histamina;
entre los fisicos destacan el calor, el frio, las radiaciones y las lesiones tisulares. Algunas
sustancias quimicas estimulan la liberacion de la histamina por los mastocitos y los
basdfilos en forma directa, difundiéndose con rapidez hacia los tejidos circundantes y en la
sangre en minutos (es uno de los mediadores que se liberan en las reacciones alérgicas).
Entre las sustancias que estimulan la liberacion de la histamina se encuentran: la morfina,

succinil colina, sustancias no terapéuticas (polipéptidos de toxinas). &34



Capitulo 1. Histamina y Farmacos.

1.1.3 Receptores de la histamina.

Los tipos de receptores de la histamina descritos hasta la fecha comprenden:

e Receptores H;: se encuentran en el musculo liso bronquial y gastrointestinal y en
el cerebro. Son los responsables de la constriccion del musculo liso bronquial y
vascular, de la activacion de los nervios aferentes vagales de las vias aéreas y de los
receptores de la tos, de las manifestaciones de irritacion local como el prurito o

dolor, ademas de que desempefian un papel importante en los trastornos alérgicos.

e Receptores H,: se ubican en la mucosa gastrica, Utero y cerebro. Importantes en la
secrecion de acidos gastricos, regulacion del sistema inmune, en el control por
retroalimentacion de la liberacion de histamina y también aumentan la

permeabilidad vascular.

e Receptores Hs: estan presentes en el cerebro y en el masculo liso bronquial. Son los
responsables de la vasodilatacion cerebral, participan en la modulacion de la
neurotransmision colinérgica (en la via aérea de los seres humanos), en la funcion

del sistema nervioso central y en el control por retroalimentacion de histamina.

1.1.4 Acciones farmacologicas.

La histamina es uno de los mediadores que se liberan por exocitosis como consecuencia de
la interaccion de los antigenos con los anticuerpos IgE durante las reacciones alérgicas. La
histamina, a través de su accion sobre los receptores Hj, produce la contraccion del
masculo liso vascular y bronquial, causa prurito, incrementa la generacion de
prostaglandinas, activa los nervios aferentes vagales de la via aérea y estimula los
receptores de la tos. Actla sobre los receptores H; y H, para incrementar la cantidad de
viscosidad de la secrecion glucoproteica mucosa, e incrementa la permeabilidad del
endotelio vascular, con la consiguiente disminucion de la tension arterial y la provocacion

de eritema, cefalea y taquicardia, ™23



Capitulo 1. Histamina y Farmacos.

1.1.5 Requlacion farmacoldgica de la actividad histaminica.

La actividad histaminica se puede regular con farmacos antagonistas y agonistas de sus
receptores, por lo que se han desarrollado diversas clases de farmacos con afinidad por los

receptores de histamina. %34

1.2. Farmacos.

1.2.1 Generalidades.

Un farmaco puede definirse como cualquier sustancia que ocasiona un cambio en la
funcion biol6gica a traveés de sus acciones quimicas. Los farmacos, denominados
antagonistas quimicos, pueden ser sintetizados dentro del cuerpo humano (hormonas) o ser
sustancias quimicas no sintetizadas en el organismo. Para poder interactuar de modo
quimico con su receptor, la molécula de un farmaco debe tener tamafio, carga, forma y

composicién atémica apropiados. 234!

1.2.2 Reactividad del farmaco vy enlaces farmaco-receptor.

Los farmacos interactian con los receptores por medio de fuerzas quimicas que forman

enlaces:

e Covalente: enlace fuerte y, en muchos casos, irreversible en condiciones bioldgicas.

e Electrostatico: enlace mas comun en las interacciones farmaco-receptor. Varian
desde uniones relativamente fuertes (enlaces idnicos) hasta enlaces de hidrogeno
(puentes de hidrégeno), y las ain mas débiles interacciones bipolares como las

fuerzas de van der Waals.

e Hidrdfobos: enlaces en extremo débiles; son muy importantes en las interacciones

de los farmacos altamente liposolubles.



Capitulo 1. Histamina y Farmacos.

1.2.3 Forma del farmaco.

La forma de la molécula de un farmaco debe ser tal, que permita la fijacion a su sitio

receptor; la forma del farmaco es complementaria a la del sitio receptor.

El fendmeno de quiralidad (estereoisomeria) es tan comdn en la biologia y quimica, que
mas de la mitad de los farmacos Gtiles son moléculas quirales, es decir, existen como par de

enantiomeros.

En la mayoria de los casos, uno de estos enantiomeros sera méas eficaz que su

complementario, lo cual refleja un mejor ajuste a la molécula receptora.

1.2.4 Antihistaminicos.

Los esfuerzos en la investigacion de antihistaminicos se han dirigido hacia los inhibidores
especificos de los receptores H; y H; (los antihistaminicos del receptor H; tienen cierta
semejanza estructural con la histamina), los cuales se clasifican como antihistaminicos de

primera y segunda generacion.

1.2.4.1 Quimica de los antihistaminicos.

Los antihistaminicos poseen una cadena lateral de etilamina (similar a la de la histamina)
unida a uno o mas grupos ciclicos. Los antihistaminicos de primera generacion contienen
anillos aromaticos y sustituyentes alquil que los hacen liposolubles. Las caracteristicas
estructurales de los antagonistas de receptores H; se han empleado para clasificarlos en seis

grupos quimicos:

¢ Etanolaminas
e Etilendiaminas
e Alquilaminas
e Fenotiazinas
e Piperazinas

e Piperidinas



Capitulo 1. Histamina y Farmacos.

Todos los antagonistas de los receptores H; de que se dispone son inhibidores competitivos
y reversibles de la interaccion de la histamina con los receptores H;. A semejanza de la
histamina, muchos de los antagonistas de los receptores H; contienen una fraccion
etilamina sustituida. A diferencia de la histamina que posee un grupo amino primario y un
solo anillo aromatico, casi todos los antagonistas de los receptores H; tienen un grupo
amino terciario unido por una cadena de dos o tres atomos de carbono a dos sustituyentes
aromaticos. En este grupo se encuentran los antihistaminicos estudiados en este trabajo, y a

continuacion se muestra la estructura de uno de ellos en la Fig. 1.2, 234

Br.
;C H,
M
%
CH,
“l
.

Fig. 1.2. Estructura de la Bromfeniramina

1.2.4.2. Mecanismo de accion.

Los antihistaminicos actian como antagonistas competitivos de la histamina, uniéndose al
receptor H; sin activarlo e impiden asi que la histamina se una y los active. Los
antihistaminicos bloquean los receptores H; de forma competitiva y reversible. La mayoria

de los antihistaminicos poseen propiedades antiinflamatorias o antialérgicas.

1.2.4.2.a. Acciones farmacolégicas de los antihistaminicos.

En bajas concentraciones los antagonistas del receptor H; presentan las siguientes acciones

farmacoldgicas:

e Relajacion del masculo liso bronquial

e Disminucion del prurito
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e Disminucion del GMP ciclico

e Disminucion de la generacidn de prostaglandinas

e Disminucion de la estimulacion de los receptores de la tos

e Disminucion de la secrecion glucoproteica en el epitelio respiratorio

e Disminucion de la hipotension, el eritema, la cefalea y la taquicardia.

1.2.4.3 Farmacologia clinica.

Los antagonistas de los receptores H; se absorben razonablemente bien cuando se les
administra por via oral. Las velocidades de depuracion son muy variables, la vida media

es de aproximadamente 24 horas 0 menos.

1.2.4.4 Efectos adversos.

Los antagonistas de los receptores H; pueden causar sedacion, deterioro de la funcion
cognitiva, disminucion de la vigilia, aumento de los tiempos de reaccién, confusion, mareos

y efectos anticolinérgicos (boca seca, vision borrosa y retencion urinaria). % %4

10
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Capitulo 2. Ciclodextrinas.

2.1 Introduccion.

En los afios recientes se ha fijado mucha atenciéon a los autoensamblajes moleculares
(asociaciéon espontanea de moléculas bajo condiciones de equilibrio) estructuralmente
unidos por interacciones del tipo no covalentes (puentes de hidrogeno, fuerzas de van der
Waals, fuerzas electrostaticas, etc.). La quimica supramolecular es una disciplina que
involucra el estudio de interacciones entre iones, radicales o0 moléculas en las cuales se
establecen enlaces covalentes entre estas especies, siendo la mayoria del tipo huésped-
anfitrion. La ciclodextrina (CD) es un tipo de compuesto anfitrion, importante en el estudio
de la quimica supramolecular, cuya habilidad para enlazar moléculas de diversa naturaleza

(encapsulacién molecular) es estudiada extensamente por diferentes técnicas. &

2.2 Obtencion.

Las ciclodextrinas (CD) son un producto de la degradacion del almidén por el efecto de la
enzima ciclodextrin glucosiltransferasa (CGT-asa), la cual es producida por

microorganismos como el Bacillus macerans y el Klebsiella oxitoca. ™

2.3 Estructura guimica.

Las CD son oligosacéridos ciclicos compuestos por D-glucopiranosa, destacando por sus
aplicaciones la a, B y vy-ciclodextrina (6, 7 y 8 unidades de D-glucopiranosa,
respectivamente, Fig. 2.1), las cuales estan unidas entre si por enlaces a-1,4- glucosidicos
(Fig. 2.2). Las propiedades fisicas de las CD se ven modificadas por el nimero de unidades
de glucopiranosa. La Tabla 2.1 enlista algunas de sus propiedades. ©!

12



Capitulo 2. Ciclodextrinas.

Tabla 2.1. Propiedades fisicas de las CD

Propiedad a-CD | B-CD | y-CD
Unidades de glucopiranosa 6 7 8
Masa molar (g mol™) 972 1135 | 1297
Solubilidad (g de CD en 100 mL de agua) | 14.5 1.85 23.2
Profundidad A 7.9+0.1 | 7.9+0.1 | 7.9+0.1
Volumen cavidad A° 174 262 427
AHe solucién (kJ mol™) 32.1 34.7 32.3
AS° solucion (K™ mol™) 577 | 489 | 614
o 03.9" 0 . ot
o) CHy0H %OH . o 0
0 3 o 39 9 0
o] W i éﬂ 0 Oo g w \ § W w
IR €T % ’ " 0 "N
5 Q;, % % - o G Ho_ © 5 3 %%
o Lo % Ho %st N % o? o
g R\ %
Oﬁoﬂ o LO On 0 © o 5
S o0 s\ o g

Fig.2. 1. Estructurade laa (1), B (2) y y-CD (3).

0 Ok
o B
OH HO
0 HO HO —

Fig. 2.2. Enlace o-1,4 glucosidicos
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Capitulo 2. Ciclodextrinas.

Como consecuencia de la conformacion de las unidades de glucopiranosa, los grupos
hidroxilos secundarios forman un borde o anillo secundario de la ciclodextrina y los
grupos hidroxilos primarios forman el anillo primario, (la estructura de la ciclodextrina
consta de n unidades de glucopiranosa, las cuales forman el anillo primario con n grupos
hidroxilo y el anillo secundario consta de 2n grupos hidroxilo) lo que origina una cavidad
de poca profundidad.

La ciclodextrina tiene forma de cono truncado, cuya cavidad esta enlazada por puentes de
hidrégeno (el grupo hidroxilo C,OH de una unidad de glucopiranosa forma puentes de
hidrégeno con el grupo C3OH de la glucopiranosa adyacente (Fig.2.2)); el exterior de ésta,
es una region polar (hidréfila) y su interior es una region no polar (hidrofobica) (Fig.2.3).
Esta cavidad es de gran interés, ya que estos compuestos se han empleado como anfitriones

para diferentes moléculas capaces de entrar en ellay formar complejos de inclusion. & 78

Sitios Hidrofdbicos

sitios

Hidrofilicos

Fig. 2.3. Forma de la ciclodextrina.

2.3.1 Ciclodextrinas sustituidas.

Como las ciclodextrinas nativas presentan baja solubilidad, es necesario modificar su
estructura sin alterar sus propiedades anfifilicas. Esto se logra al sustituir un grupo

funcional en la estructura de las ciclodextrinas (Fig. 2.4).

14
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Fig.2.4 Sustitucion posible de la B-CD
2.4 Solubilidad.

Las ciclodextrinas cristalizan en agua como hidratos conteniendo varias moléculas de agua.
La solubilidad depende de la temperatura y disminuye en disolventes organicos. La B-CD
es la de mas baja solubilidad, asociada con la rigidez estructural debido a las interacciones
presentes que los grupos hidroxilo C,OH con el grupo C3OH. En la a-CD los grupos
hidroxilo forman un cinturén de cuatro puentes de hidrégeno haciéndola mas soluble en
agua, ya que en su estructura una de las unidades de glucopiranosa se encuentra en una
posicion torcida. La y-CD es de estructura no coplanar con mayor flexibilidad y por

consiguiente es la més soluble de las ciclodextrinas nativas. ™ ©

2.5 Complejos de inclusion.

Las ciclodextrinas son microcapsulas de tamafio y volumen conocidos (Tabla 2.1) que
pueden albergar a diferentes moléculas (o parte de ellas) de muy distinta naturaleza.
Pueden modificar propiedades fisicas y quimicas de las moléculas huésped a través de la
formacion de complejos de inclusion (Fig. 2.5). Estos complejos se estan usando
ampliamente en productos naturales, tecnologias de separacion, métodos analiticos, en la

industria farmacéutica y cosméticos.
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Fig. 2.5. Proceso de formacion de un complejo de inclusién en solucién acuosa.

La afinidad de las moléculas huésped por las moléculas de ciclodextrina depende de varios
factores, entre los cuales estan la estequiometria, la polaridad, el tamafio, la geometria y la
habilidad de formar puentes de hidrogeno. Cuando el huésped es demasiado largo o
voluminoso para alojarse en una ciclodextrina se puede llevar a cabo un proceso en el cual
se asocien mas moléculas de ciclodextrinas. Frecuentemente la proporcion de los sistemas
anfitrion-huésped es 1:1, aunque se han demostrado eventos donde las moléculas de
ciclodextrinas contienen una o mas moléculas del huésped atrapadas, o viceversa, éste es el
caso para aquellos sistemas que presentan la relacion 2:1, 1:2 y 2:2.

En solucion acuosa la cavidad de las ciclodextrinas se encuentra ocupada por moléculas de
agua, fendbmeno energéticamente desfavorable por las interacciones del tipo polar-no polar,
por lo que se pueden sustituir estas moléculas por un huésped de menor polaridad que el
agua; la fuerza que impulsa la sustitucion de estas moléculas es, en la mayoria de los casos,
la entalpia de formacion del complejo de inclusion. EI complejo de inclusion es posible por
fuerzas débiles que le provee estabilidad a dicho complejo. En la formacién de complejos
no existen interacciones de tipo covalente entre el anfitrion y el huésped, solamente
interacciones débiles, la siguiente lista enumera los diferentes tipos de fuerzas involucradas
en este proceso (fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno, interacciones
electrostéaticas, etc.). En solucion acuosa, las moléculas encapsuladas del complejo de

inclusion estan en un equilibrio dinamico con las moléculas libres. &8 7910
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2.6 Aplicaciones.

La aplicacion mas comun de las ciclodextrinas en la industria farmacéutica es la formacion
de sistemas de liberacién controlada, de esta forma mejora la solubilidad en solucion
acuosa de los medicamentos a través de la formacion de los complejos de inclusion y la
especificidad de la sustancia activa. Las ciclodextrinas como portadoras de farmacos
proporcionan la solucién a muchas dificultades en la formulacion de nuevos medicamentos.
El propdsito primario de los sistemas portadores de farmacos es entregar la cantidad
necesaria de sustancia al sitio blanco por un periodo necesario de tiempo, de manera eficaz
y precisa. Las ciclodextrinas se han considerado como candidatos potenciales para esta
funcién, debido a su habilidad de modificar las propiedades fisicas, quimicas y biologicas
de la molécula huésped a través de la formacion de los complejos de inclusion.

Recientemente se han empleado derivados de ciclodextrinas por ser mas solubles en agua,
de esta forma, mejoran las propiedades fisicoquimicas y la capacidad de formar los
complejos de inclusién para la obtencion de los sistemas de liberacion controlada. Se han
realizado estudios con la B-CD sustituida, siendo la metilacién o la hidroxialquilacion de

los grupos hidroxilo una opcién favorable en la formacién de los complejos de inclusion.*Y

Entre las principales ventajas de la ciclodextrinas como portadoras de medicamentos son:

e Estructura quimica definida, lo que permite la union en diferentes sitios para la
modificacion quimica.

e Disponibilidad de ciclodextrinas con diferentes tamafios de cavidad.

e Presentan baja toxicidad y baja actividad farmacoldgica.

e Presentan solubilidad en agua.

e Otorgan proteccion al medicamento, cuando se encuentra complejado, ante la

biodegradacion
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2.7 Estabilidad.

La estabilidad de las ciclodextrinas en gran parte se debe a los enlaces glucosidicos. Son
bastante estables en soluciones alcalinas, mientras que, en soluciones &cidas dan
oligosacaridos lineales; estos enlaces son mas resistentes a la hidrdlisis acida en
comparacion con los azUcares lineales.

Los enlaces glucosidicos son hidrolizados por algunas enzimas degradadoras de almidén.
Asi, algunas ciclodextrinas son hidrolizadas por a-amilasa en una proporcién apreciable
(0-CD < B-CD < vy-CD); la sustitucion de los grupos hidroxilo en las ciclodextrinas reduce
la velocidad de la hidrdlisis enzimatica.

Se ha comprobado que los enlaces a-1, 4 glucosidicos son estables en los fluidos del cuerpo
humano y de igual forma las ciclodextrinas y sus derivados. La a-CD y la B-CD son
resistentes al metabolismo en el cuerpo, mientras que la y-CD se hidroliza cuando el
humano produce a-amilasa al salivar. La B-CD se hidroliza poco en la sangre de perros,

ratas, conejos y en humanos, de ahi su gran aplicacion en la industria farmacéutica. ©* %4
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Capitulo 3. Fundamento Termodinamico.

Los parametros termodindmicos a determinar son: la entalpia (AH®), la entropia (AS®), la
energia libre de Gibbs (AG®), constante de equilibrio (Keg), con los que se diferenciaran las
estequiometrias mas estables de los complejos de inclusién.

Los valores de estos parametros seran calculados por los siguientes modelos:

e Modelo TAM (Thermal Activity Monitor)
e Modelo SSIS (Single Set of Identical Sites)
e Modelo SB (Sequential Binding Sites)

3.1 Modelo TAM.

La reaccion de formacién del complejo de inclusion CD-F para el sistema en una titulacion

microcalorimétrica es:
CD+Fe=—=CD-F (3.1)

La constante de equilibrio para este modelo esta dada por la siguiente expresion:

K1-1 = M (3.2)
- [cD][F]
Donde:
[CD] = concentracion de la ciclodextrina
[F] = concentracion del farmaco

[CD - F ] = concentracion del complejo ciclodextrina-farmaco

3.1.1 Calculo para determinar la entalpia y la constante de equilibrio.

En una titulacion microcalorimétrica, el calor total (AH o) esta asociado a la suma del

calor de dilucion de la ciclodextrina (AH g, gsn-co ). Mas el calor de dilucion del farmaco

(AH ), més el calor de formacién del complejo CD-F (AH . ) **

Dilucién—-F
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Capitulo 3. Fundamento Termodinamico.

AH +AH (3.3)

Total = 2Hpilucién—cp 2 bilucion - F fCD-F

Para obtener AH ", _. debe restarse del calor total, el calor de dilucion de la ciclodextrina

y el del farmaco:

AH H (3.4)

icD - F ~ 2M1otal ~2H pitucion—co ~ 2 pilucion— F
Cuando se ha adicionado una alicuota de la solucion de ciclodextrina, el balance de energia

queda definido por la siguiente ecuacién:

[CD_F]AH

Qp=AHl="—""-—=
[CD]O Total

(3.5)

Y a partir de la ec. (3.2) se obtiene:

[CD-F=Keq[CD|[F]  (39)

La concentracion total de la ciclodextrina:

[CD]o=[CD] +Kea[CD[F]  (37)

El balance de materia para la ciclodextrina, donde [CD], es la concentracion inicial de la
ciclodextrina, llegando a una ecuacién de dos incognitas, ecuacion que se ajustan

perfectamente a los valores experimentales:

1 1 N 1 38)
AHl AI_lTotaI AI_ITotaI [F] Keq
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Capitulo 3. Fundamento Termodinamico.

Después de una inyeccion, la concentracion de farmaco libre es:

[F1=[F],-[CD-F]  (39)

Donde [F], es la concentracién del farmaco antes de la adicién de la disolucion de

ciclodextrina.

Luego entonces se despeja el valor de [CD— F] de la ec. (3.5) para luego sustituirse en la

ec. (3.9), la cual queda de la siguiente manera:

AH

[F]=[F],———1-[CD], @.10)
0 AI_ITotaI 0

La ecuaciones (3.8) y (3.10), son las ecuaciones del modelo del TAM que se ajustan a los
resultados obtenidos del potenciograma. Estos datos se suministran en el programa del
equipo para determinar los valores de AH°tom Y la Keq, y dar paso al calculo de los

siguientes parametros termodinamicos.
Para el modelo del TAM se consideran las siguientes estequiometrias:

F+CD——=F-CD

Kl:l (3.11)
F+2CD———F —CD2
Kl: 5 (3.12)

2F +CD<:>F2—CD

Ky.q (3.13)
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3.2 Ecuaciones empleadas en la formacion de enlaces en la

microcalorimetria de titulaciéon isotérmica.

3.2.1. Consideraciones generales.

e La concentracion inicial de la macromolécula (M) en la celda es M (mol L™
antes de la primera inyeccion vy la concentracion del ligante (X), que se va a
inyectar, es cero dentro de la celda.

e El volumen activo de la celda es V, y el tamafio de la i-ésima inyeccion es AV;.

e El liquido total que ha sido inyectado durante el experimento, AV, es la suma de los
AV de todas las inyecciones.

e Aliniciar el experimento la celda y el tubo que contiene el ligante (a inyectar) estan
llenos con una solucion de macromolécula en un volumen V.

e La concentracion de la macromolécula en V, cambia una pequefia cantidad con
cada inyeccion, el volumen después de una distribucion es V,+ AV.

e EI promedio de la concentracion de la macromolécula en AV es la media de la
concentracion inicial M% y la concentracion presente M; en el volumen de trabajo,

por lo que se expresara la conservacion de masa:

0 1 0
M Vo =M Vo + (M + M)AV (3.14)

AV

ol 2V,

3.15

. (315)
2O

1+—V
V,
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Realizando un razonamiento que muestre facilmente que la concentracion del ligante X (en
Vo), Xy, €s definida por la concentracion X% (asumiendo que todo el ligante inyectado esta

contenido en V,) como:

0 1. o
= - 3.16
X (Vo= X Vo + 2 X AV (3.16)

of AV
X, =X, [1— v J (3.17)

0

Las ecuaciones anteriores para M; y X; sirven para corregir en los programas de
procesamiento de datos los efectos del volumen desplazado que ocurren con cada

inyeccion.

3.2.2. Modelo SSIS (Single Set of Identical Sites).

El uso de este modelo nos permite calcular la entalpia de formacion, AH%, en funcion de
los sitios ocupados por la molécula complejada por el ligante, la constante de equilibrio y la

estequiometria del complejo formado.
Para determinar estos parametros emplearemos las siguientes variables y ecuaciones:

K = Constante de equilibrio.

n = NUmero de sitios ocupados.

V, = Volumen activo de la celda.

Mt y [M] = Fraccion mol y concentracion de la ciclodextrina en la celda
Xty [X] = Fraccion mol y concentracion del farmaco en la celda

O = Fraccion de los sitios de la ciclodextrina ocupados por el farmaco.

®
K :(lT)[X] (3.18)
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Xt=[X]+nOMt  (3.19)

Combinando las ecuaciones (18) y (19) se obtiene

X X
®2—®[1+ t . L ]+ t _o0 (3.20)
nM

El calor total asociado a la titulacion de una solucion de volumen V, en funcién de la

fraccion de saturacion © es:

Q=nOMtAHV_ (3.21)

Donde AH es el calor molar de formacion del complejo. Resolviendo la ecuacion cuadratica

para ® (3.20) y sustituyendo en la ec. (3.21) se obtiene:

Q

MtAHVo| . Xt 1 Xt 1 V2 axt
= 1 1 - (3.22)

+ + — + +
2 nMt nKMt nMt nKMt nMit

El valor de Q puede ser determinado (por la asignacion de valores de n, Ky AH) al finalizar
la i-ésima inyeccion y calcular Q (. La ecuacion (3.22) la emplearemos para determinar los
valores de AH® ny K.

El parametro experimental que nos interesa es el cambio en el calor acumulado que
representamos en el modelo como Q #-Q i-).

El volumen después de cada inyeccion es corregido ya que no sera V, después de la
inyeccion, este efecto de volumen puede contribuir hasta un 50% en un volumen

equivalente a V,; la expresion correcta para el calor acumulado AQ ) es:

25



Capitulo 3. Fundamento Termodinamico.

AV, [ Q) +Q(-1)

AQ(i)=Q(i) + v | >

}—Q(i ~1)  (3.23)

Para el modelo del SSIS se considera la siguiente reaccion:

F+nCD——=F -CD,
(3.24)

3.2.3 Modelo SB (Sequential Binding Sites).

Para los enlaces secuenciales, las constantes de equilibrio Ki, K,..., K, son definidas

relativamente en el progreso de saturacion como:

D 105 I ) IR LY IO

I 2T IMKIXT R T, |x]

En este modelo no existe distincion sobre qué sitios estan saturados, sélo proporciona el
namero total de sitios que se encuentran saturados. Entonces, se puede distinguir entre las
constantes obligatorias fenomenolégicas K; y las constantes obligatorias intrinsecas K;
ddnde se toma en cuenta el efecto de la degeneracion para los sitios idénticos.

La relacion entre las dos constantes esta dada por:

K, = ”‘i”lKi" (3.26)

Las concentraciones de todas las especies complejadas, [MX], es expresada en términos de
la especie no ligada, [M], entonces la fraccion de M; teniendo i-ligandos, F;, es:

1
== 3.27
F. P ( )
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X
E=E%;l (3.28)
gz&Kﬂx] (3.29)

Donde:

P=1+K,[X]+ KK, [X] +..+ KK, K, [X] (3.30)
X, =[X]+M, 2R (331)

Una vez que se asignan los pardmetros n y Ki...Kn las ecuaciones (3.25) y (3.26) pueden
ser resueltas por métodos numéricos.
Una vez que se conoce X todas las Fi pueden ser calculadas y el contenido de calor después

de la i-ésima inyeccion se determina por:
Q=MV.(FAH, +F,[AH, +AH, |+..+F,[AH, +AH, +AH, +..+AH,])  (3.32)

De tal forma que la ecuacion correcta para determinar el calor acumulado AQ ¢ es la ec.
(3.23).

Para el modelo del SB se consideran las siguientes estequiometrias:

CD+F——=CD-F
(3.33)

F+CD-Fz—CD-F,
(3.34)
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CD+CD-F—=CD,-F
(3.35)

Los ajustes de los modelos SSIS y SB se realizaron mediante los programas
computacionales SSISAcum.exe y SB3SPEC.exe elaborados por el Dr. Angel Pifieiro
(Laboratorio de Termofisica, Facultad de Quimica, UNAM)

3.3 Calculos para determinar los valores de la energia libre de Gibbs y de

la entropia

Una vez obtenidos los valores para el AH® y de la Kgq, €l calculo de AG® y AS® se realiza a

partir de las siguientes ecuaciones: !
AGO = _RTInKeq (3.36)

Donde:
R = constante universal de los gases

T = temperatura.

En un cambio espontaneo a temperatura y presion constantes, implica que AG® debe ser
siempre negativo:

AG° =AH°-TAS ° (3.37)
En esta ecuacion es posible distinguir dos contribuciones al valor de AG®: una entélpica
(AH®) y la otra entropica (TAS®). Para la ecuacién (3.37), es claro que para hacer AG°
negativo, es necesario que AH° sea negativo (transformacidn exotérmica) y que AS° sea
positivo.

Para determinar TAS® se despeja de la ec. (3.37):

TAS® = AH° - AG®  (3.38)
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4.1 Introduccion.

La microcalorimetria de titulacion isotérmica es una técnica analitica usada ampliamente en
areas de investigacion como la quimica, la bioquimica, fisica, biofisica, biomédica,
farmacologia, en la industria cosmética y alimenticia, etc. Mide directamente el calor
liberado o absorbido en una reaccién. El efecto térmico neto de las interacciones puede ser
suficientemente grande como para determinar la estequiometria, la entalpia de formacién y
la constante de equilibrio de los complejos formados (usando un modelo matematico).

El éxito de esta técnica se debe a que cualquier interaccion libera o absorbe calor. Este
calor se mide directamente a presion constante de tal forma que se obtiene el valor de la
entalpia de reaccion. En esta técnica existe una base metodoldgica y tedrica bien

establecida para analizar los datos experimentales de sistemas relativamente complejos. **!

4.2 Descripcion del calorimetro TAM.

Es un equipo altamente sensible, en el que se monitorean reacciones exotérmicas y/o
endotérmicas, cuantificando diferencias de temperatura de 10™ °C. Tiene un bafio de agua
de 25 L que actia como un termostato, manteniendo la temperatura constante en un

intervalo de + 2.0¥10™ °C (Fig. 4.1). En este bafio de agua, se encuentran sumergidos 4
cilindros de medicion. **

El calorimetro corresponde a un disefio que utiliza la configuracion diferencial, conocida
entre los especialistas de microcalorimetria como el principio de celdas gemelas, en el cual
una de las celdas actia como celda de reaccion y la otra como celda de referencia.

En esta investigacion el experimento se realizd usando dos jeringas idénticas que contenian
a las CD en disolucién acuosa (Fig. 4.2) La agitacién permanecia constante y la adicion de
la ciclodextrina se realizaba simultaneamente en ambas celdas. La celda de reaccion
contenia la especie a complejar en disolucion acuosa, mientras que la celda de referencia
contenia agua. De esta manera el calor de dilucion de la ciclodextrina es restado al calor
total del proceso (ec. 3.10, Cap. 3). Los resultados de la microtitulacion isotérmica
obtenidos en el TAM, se almacenan en el programa del equipo en forma de potenciograma
(potencia vs. tiempo). De alli se procede a determinar de forma manual las areas
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correspondientes bajo cada curva (Fig.4.4), cada una de las cuales proviene de una adicion.
Posteriormente los resultados se suministran en una de las herramientas del mismo
programa junto con las condiciones experimentales, para determinar el AH® y la constante

de equilibrio (K) involucradas en el proceso de complejacién CD-F. [

Voltine tro
digital
. - Cubierta con hisgras
\, ,,»
. Empula re rovible
=
5
Unidad
© L calorimétrica
) q“' — Termostato
| de agua
I
{
- Y |. |
|
|
H . Pombade
| agu
et
#y Unidad
Conexiones de teguladors
agua circulante de
fernpe rabara

Fig. 4.1. Microcalorimetro de titulacion isotérmica

Los efectos térmicos que se producen en cada una de las celdas se detectan a través de unas
termopilas conectadas en oposicion, de tal forma que los efectos comunes accidentales o0 no
deseados que se produzcan con la misma amplitud y velocidad en ambas celdas se cancelen
en gran parte. Las termopilas de semiconductor que utiliza el microcalorimetro son
elementos Peltier (Fig. 4.3) que generan una fuerza electromotriz proporcional a la
diferencia de temperaturas de sus superficies opuestas, capaz de medir gradientes de
temperatura inferiores a una millonésima de grado Celsius. Este detector convierte el flujo
de calor liberado en sefiales de voltaje, las cuales son captadas por un amplificador y

después al detector.
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Fig. 4.2. Arreglo experimenta.

Fig. 4.3. Termopilas Peltier.

32



Capitulo 4. Metodologia experimental

Wit)

Fig. 4.4. Determinacion del calor de adicién.

Para estos experimentos se determino el calor de dilucion del F, que resulté ser

practicamente cero (Fig. 4.5) y por lo tanto:

AH cpp = AHq (4.1)
P, uW
[ __J R R ——
3 s =] 12 Time, hour

Fig. 4.5. Potenciograma de la titulacién isotérmica del calor de dilucién de Bromfeniramina ().
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4.3 Material y equipo.

e Matraces Erlenmayer de 50 y 125 mL

e Agitadores magnéticos

e Espatula cromo/niquel

e Jeringas de plasticode 1y 5 mL

e Piseta con agua destilada

e Piseta con acetona

e Tanque de nitrégeno (INFRA)

e Balanza analitica METTLER Mod. AT250 con una precision de 1x10™ g
e Balanza analitica METTLER Mod. PM400 con una precision de 1x10° g
e Parrilla de agitacion magnética Thermolyne Type 1000 Stir Plate

e Sonicador Cole-Parmer Modelo 8853

e Desionizador de agua Nanopure Infinity Mod. D8961

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

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

4.4 Reactivos.

e Agua destilada y desionizada

e Maleato de Bromfeniramina mezcla racémica (Bromz)
e Maleato de Bromfeniramina mezcla racémica (Brom+)
e Alfa Ciclodextrina (a.-CD)

e Hidroxipropil Alfa Ciclodextrina MS =0.6 (HPa-CD)

Los farmacos utilizados son de la marca Sigma, las ciclodextrinas son reactivos Aldrich de
la méxima pureza disponible (al menos del 98% en masa), los cuales se utilizaron sin

ninguna purificacién adicional. %!
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4.5 Condiciones experimentales.

e [CD]: 15,20y 25 mM

e [F]:250,2.30y2.16 mM

e Sensibilidad: 30 6 100 uW

e Volumen de agua en celda de referencia: 2.000 mL
e Volumen de F en celda de muestra: 2.000 mL

e Volumen de adicién: 24y 14 uL

Todas las disoluciones se prepararon con agua destilada y desionizada. Bajo estas
condiciones se obtienen los potenciogramas, de cada sistema, calculando el calor y la
constante de formacion asociados a la formacion del complejo CD-F empleando los tres

programas computacionales de los modelos matematicos TAM, SSIS y SB.
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5.1 Bromfeniramina (+) con a—CD a 298.15K

La Fig. 5.1 muestra el potenciograma de Brom (+) con a-CD a 298.15K. En esta figura

cada pico representa una titulaciéon y su area el cambio de entalpia asociado (Fig. 5.2).

B, nW
SO+
al
20+
oF
L—""
5 10 15 20 Time, hour

Fig. 5.1. Potenciograma de la titulacion isotérmica del sistema Bromfeniramina (+) 2.48mM con o-CD
14.98mM a 298.15K
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Fig. 5.2 Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (+) 2.48mM con a-CD 14.98mM.
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Puesto que la sefial del calorimetro se debe a la diferencia entre el proceso que se realiza en
la celda de muestra y la celda de referencia, el area de los picos representa el calor debido
justamente a la formacién del complejo. La primera y la ultima sefial corresponden a
calibraciones exotérmicas del equipo. Se observa a demas que las sefiales de las
titulaciones corresponden a procesos exotérmicos, es decir, AH° de formacion del complejo
Bromfeniramina (+)-a—CD es negativo. Los tres modelos (TAM, SSIS y SB) fueron
ajustados a los datos experimentales. Las tablas 5.1a, 5.1b, 5.1c y 5.1d muestran los
pardmetros termodindmicos obtenidos con cada uno de ellos. El experimento se realizé a

tres diferentes concentraciones iniciales de ciclodextrina.

Tabla 5.1a Parametros Termodinamicos modelo TAM 1:1

[a-CD]/ | [Brom(+)]/ AH°1;1/1 Km*}oﬁ AG°1;1/1 TAS 1y
(mM) (MM) (kJ mol™) (M™) (kJ mol™) (kJ mol™)
14.98 2.48 -34.16+0.59 | 1.89+0.14 | -18.71+0.18 | -15.45+0.41
20.09 2.30 -34.20+0.36 | 1.17+0.04 | -17.52+0.09 | -16.68+0.27
24.90 2.16 -32.24+0.51 | 1.29+0.07 | -17.77+0.13 | -14.47+0.37

El ajuste del modelo TAM 1:1 hecho individualmente para cada uno de los experimentos a
diferentes concentraciones arroja un valor de Kj.; diferente en cada caso, lo cual induce a
pensar en la posibilidad de que existan otras estequiometrias. Para probar esta hipétesis se
hizo el ajuste del modelo SSIS a los resultados de los tres experimentos simultdneamente,
obteniéndose una n= 0.98 que indica la posible presencia de la estequiometria CD-F; (tabla
5.1b).

Tabla 5.1b Parametros termodinamicos Modelo SSIS

n AH°/ | Keq*10%| AG°/ TAS®/
(kImol® | (MY | (kImol™) | (kJ mol™)
0.98 | -32.57 1.83 -18.62 -13.95
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Los modelos TAM y SB (1:1 y 2:1) para ambos casos divergieron, por lo cual fueron
descartados, esto significa que el complejo CD,-F no se forma. Posteriormente se ajustaron
los modelos TAM (1:1 y 1:2), cuyos resultados se muestran en la tabla 5.1c. Con este
modelo se obtiene un AH®;.; negativo y muy parecido, lo cual es de esperarse porque se
refieren a la misma reaccion, pero el AH®;-, (correspondiente a la formacion del complejo
CD-F,) obtenido es totalmente diferente para cada modelo, esto es comprensible debido a
que la segunda etapa de la reaccion es definida de manera diferente en cada uno de ellos
(Cap.3, pag. 22 y 26).

Tabla 5.1c Parametros Termodinamicos modelo TAM 1:1y 1: 2

[(X.-CD]/ [Brom(+)]/ AH°1;1/1 K11 *}03/ AG°1;1/1 TAS°1;1{

(mM) (MM) (kJ mol™) (M™) (kd mol™) | (kJmol™)
14.98 2.48 -35.16+£0.38 | 2.18+0.01 | -19.05+0.01 | -16.10+0.37
20.09 2.30 -35.01+0.24 | 1.65+0.05 | -18.36+0.07 | -16.65+0.16
24.90 2.16 -33.75+£0.38 | 1.46+0.08 | -18.07+0.13 | -15.67+0.24
[a-CDY/ | [Brom(H)J/ | AH®1 | Kio *2105/ AG®1a] TAS®1/

(mM) (MM) (kJ mol™) (M™) (kJmol™) | (kJmol™)
14.98 2.48 -28.28+0.91 | 7.49+1.64 | -33.53+0.55 | 5.24+0.36
20.09 2.30 -15.61+0.55 | 4.82+0.73 | -32.44+0.38 | 16.82+0.17
24.90 2.16 -22.07+£1.06 | 4.87+1.18 | -32.46+0.61 | 10.38+0.45

La Fig. 5.3 muestra los parametros termodinamicos obtenidos del modelo TAM (1:1 y1:2).
Se observa que mientras la formacion del complejo 1:1 esta dirigida por la entalpia, la del
complejo 1:2 contribuye tanto la entalpia como la entropia.
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Fig. 5.3. Variacion de AH°, AG° y TAS® del sistema Bromfeniramina (+) con a—CD a 298.15K

Es de notar que para la formacion del complejo 1:2, AH° y TAS® varian al cambiar la
concentracion inicial de la CD, la cual podria interpretarse en que la formacion del

complejo 1:2 no sigue la ruta propuesta por el modelo TAM.
CD+F——CD-F

CD+2F ——CD-F,

El modelo SB fue ajustado simultdneamente a los resultados de los 3 experimentos,

arrojando los resultados que se presentan en la tabla 5.1d.

Tabla 5.1d Parametros termodinamicos Modelo SB

Modelo | AH°py/ | Kia*10% | AGe1a/ | TAS®:a/
11 |(kImol™y | (MY | (kImol™) | (kJ mol™)
CD-F | -35.98 1.27 -17.72 -18.26

Modelo | AH°;./ Ko/ AG°1:o/ TAS®1.2/
1:2 | (kImol | (M? | (kJmol™) | (kI mol™)
CD-F, | 22.23 33 -8.66 30.90
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Las figuras 5.4, 5.5, 5.6, 5.7 y 5.8 con los diferentes modelos probados presentan con

lineas continuas los valores tedricos usando los parametros termodinamicos obtenidos de

los ajustes y con simbolos los datos experimentales. Es de notar que con todos los modelos,

el mejor ajuste se obtiene al considerar la formacion del complejo 1:1y 1:2.
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Fig. 5.4. Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (+) 2.48mM con a.-CD 14.98mM
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Fig. 5.5. Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (+) 2.30mM con a.-CD 20.09mM
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Fig. 5.6. Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (+) 2.16mM con a.-CD 24.90mM

Modelo SSIS Bromfeniramina(+) con a-CD 298.15K
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Fig. 5.7 Ajuste modelo SSIS del sistema Bromfeniramina (+) con oo CD a 298.15K
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Fig. 5.8 Ajuste modelo SB del sistema Bromfeniramina (+)-o. CD a 298.15K
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5.2 Bromfeniramina () con a—CD a 298.15K

Para el sistema Bromfeniramina (x) con o-CD a 298.15K la Fig. 5.9 representa la energia

asociada a la formacion del complejo.
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Fig. 5.9 Entalpograma de la titulacién de Bromfeniramina () 2.50mM con a-CD 14.67mM

La formacién del complejo Bromfeniramina (z)-a. CD es un proceso exotérmico, es decir

AH:° es negativo. Los tres modelos (TAM, SSIS y SB) fueron ajustados a esta serie de

datos experimentales. Las tablas 5.2a, 5.2b, 5.2c y 5.2d muestran los parametros
termodinamicos obtenidos con cada uno de ellos. El experimento se realizé a tres diferentes

concentraciones iniciales de ciclodextrina.

Tabla 5.2a Parametros Termodinamicos modelo TAM 1:1

[OL-CD]/ [Brom(i)]/ AHol:lll Kl:l * ]:-I.O3/ AGolzlll TASol;lé
k I M k I k I
(mM) (MM) (kJ mol™) (M™) (kJ mol™) (kJ mol™)
14.67 2.50 -30.83+0.32 | 1.51+0.06 | -18.15+0.10 | -12.68+0.22
19.75 231 -29.48+0.34 | 1.31+0.05 | -17.80+0.10 | -11.67+0.24
24.90 2.13 -33.04+0.58 | 0.99+0.05 | -17.09+0.13 | -15.94+0.44
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El ajuste del modelo TAM 1:1 efectuado individualmente para cada uno de los
experimentos a diferentes concentraciones arroja un valor de Kj.; diferente en cada caso, lo
mismo ocurre con AH° que es afectada apreciablemente por la concentracién de
ciclodextrina, lo cual induce a pensar en la posibilidad de que existan otras estequiometrias.
Para probar esta hipotesis se hizo el ajuste del modelo SSIS tomando los 3 experimentos
simultdneamente y se obtuvo una n= 0.67 que indica la posible presencia de la
estequiometria CD-F; (tabla 5.2b).

Tabla 5.2b Parametros termodinamicos Modelo SSIS

n AH®/ Keq/ AG®/ TAS®/
(kJ mol™) | (M™) | (kd mol™®) | (kJ mol™?)
0.67| -52.18 | 591 | -15.82 -36.36

Los modelos TAM y SB (1:1 y 2:1) divergieron, por lo cual fueron descartados. Se
ajustaron los modelos TAM y SB (1:1y 1:2), cuyos resultados se muestran en la tabla 5.2¢c

y 5.2d respectivamente.

La Fig. 5.10 muestra los pardmetros termodinamicos obtenidos del modelo TAM (1:1 y1:2)
con dependencia de la concentracion de CD. Se observa que la formacion del complejo 1:1
estd dirigida por la entalpia, la del complejo 1:2 contribuye tanto la entalpia como la

entropia.
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Fig. 5.10. Variacion de AH°, AG°y TAS® del sistema Bromfeniramina (+) con oo CD a 298.15K

Tabla 5.2c Parametros Termodinamicos modelo TAM 1:1y 1: 2

[a-CDY/ | [Brom@)}/ | AHwi/ Ky *1103/ AG®11/ TAS®14/

k I M k I k I

(mM) (MM) (kJ mol™) (M™) (kJ mol™) (kJ mol™)
14.67 2.50 -31.48+0.19 2.01+0.05 -18.26+0.12 -12.06+0.18
19.75 2.31 -30.33+0.31 1.58+0.08 -17.80+0.10 -11.67+0.24
24.90 2.13 -35.35+0.58 1.58+0.05 -18.25+0.09 -17.10+0.25
[a-CD]/ [Brom(i)]/ AH°1;2/1 K1 *:2|.05/ AG°1;2/1 TAS°1;2{
(mM) (MM) (kJ mol™) (M™) (kJ mol™) (kJ mol™)
14.67 2.50 -15.84+0.52 4.70£0.74 -32.37+0.39 16.53+0.12
19.75 2.31 -18.19+0.81 4.05+£1.03 -32.01+0.64 13.82+0.08
24.90 2.13 -15.52+0.33 11.34+1.39 -34.56+0.30 19.03+0.02

46



Capitulo 5. Resultados y analisis.

En la formacion del complejo 1:2 AH® y TAS® varian al cambiar la concentraciéon inicial de
la CD, la cual podria interpretarse diciendo que la formacion del complejo 1:2 no sigue la

ruta propuesta por el modelo TAM.
CD+F——CD-F
CD+2F——CD-F,

El modelo SB fue ajustado simultdneamente a los resultados de los 3 experimentos,

arrojando los resultados que se presentan en la tabla 5.2d.

Tabla 5.2d Parametros termodinamicos Modelo SB

Modelo AHol;]_/ Kl:l/ AGol:ll TASOlill
11 | (kImol) | (M?) | (kI mol™) | (kd mol?)
CD-F | -26.049 |1392| -17.94 -8.10

Modelo AH°1;2/ I<1:2/ AGol:Z/ TASOI:Z/
1:2 | (kImol?) | (M?) | (kI mol™) | (kd mol?)
CD-F, -11.232 85 -11.012 -0.219

Las figuras 5.11, 5.12, 5.13, 5.14 y 5.15 presentan los resultados experimentales y los
valores tedricos usando los pardmetros termodindmicos obtenidos de los ajustes con

simbolos y lineas continuas respectivamente.

Nuevamente los resultados obtenidos mediante los modelos TA M, SSIS y SB concuerdan

en que los complejos formados tienen la estequiometria 1:1y 1:2.
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Fig. 5.11. Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (x) 2.50mM con a-CD 14.67mM
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Fig. 5.12. Entalpograma de la titulacién de Bromfeniramina (+) 2.31mM con a-CD 19.75mM
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Fig. 5.13. Entalpograma de la titulacién de Bromfeniramina (+) 2.13mM con a-CD 24.90mM

Modelo SSIS Bromfeniramina(f) con a-CD 298.15K
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Fig. 5.14 Ajuste modelo SSIS del sistema Bromfeniramina (x) con oo CD a 298.15K
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1 B = Qil5mM
0.00 K,=1392.71 . QT15mM
le K _.=85.73 .
002 % 12 e Qi20mM
’ ] AHll: -26049.17 L QTZOmM
-0.04 4 AH ,=-11232.50 Qi25mM
: Desviacion Estandar= 2.82e-05 QT25mM
-0.06
_ &,
2 -0.08
(0
-0.10 ol
-0.12 .""“\
-0.14
-0.16 T LI LI LI LI LI LI LI LI 1
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.009
[aCD] (M)

Fig. 5.15 Ajuste modelo SB del sistema Bromfeniramina (x) con oo CD a 298.15K

Los pardmetros obtenidos mediante el ajuste a los resultados experimentales para la mezcla
racémica Bromfeniramina (x) a diferentes concentraciones de a-CD varian mas con la
concentracion que los obtenidos para el enantiomero Bromfeniramina (+), lo cual es un
indicio de que el proceso de formacion del complejo CD-F es adecuadamente descrito por
el modelo TAM. La comparacion de los resultados Bromfeniramina (+) y Bromfeniramina
(x) indica claramente que se presenta el fendmeno de discriminacion quiral que es
detectado por calorimetria. En la Fig. 5.16 se puede distinguir claramente la diferencia en
los parametros termodindmicos AH°, AG°® y TAS® que existe en la complejacion de
Bromfeniramina (+) y de Bromfeniramina () con a- CD. La presencia del enantidmero
negativo de la Bromfeniramina provoca una diferencia en las energias que forman al

complejo ciclodextrina-farmaco.
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Comparacion de parametros termodinamicos modelo TAM
de Brom(+) y Brom(+-) con o-CD a 298.15K, estequiometria 1:1
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Fig. 5.16 Valores termodinamicos en la complejacion de Bromfeniramina (+) y Bromfeniramina () con a-CD
con la estequiometria 1:1 a 298.15K
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5.3 Bromfeniramina (+) con HP-g—CD a 298.15K

Para el sistema Brom (+) con HP-a—CD la Fig. 5.17 representa la energia asociada a la

formacion del complejo.
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Fig. 5.17 Entalpograma de la titulacién de Bromfeniramina (+) 2.50mM con HP-a-CD 15.29mM

El AH¢° de formacién del complejo Bromfeniramina (+) con HP-a CD es negativo, por lo
que también se trata de un proceso exotérmico. En las tablas 5.3a, 5.3b, 5.3c y 5.3d muestra

los parametros termodinamicos obtenidos con cada uno de los modelos.

Tabla 5.3a Parametros Termodinamicos modelo TAM 1:1

[HP-a-CDY/ | [Brom(+)J/ | AHw1/ Klzl*}os‘/ AG®11/ TAS 1/
(mM) (MM) (kJ mol™) (M™) (kJ mol™) (kJ mol™)
15.29 2.50 -36.91+1.26 0.52+45 -18.15+0.10 -12.68+0.22
20.02 2.30 -33.42+0.56 0.66x30 -17.80+0.10 -11.67+0.24
24.86 2.20 -33.59+0.56 0.79+38 -17.10+0.13 -15.94+0.44
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El ajuste del modelo TAM 1:1 hecho individualmente para cada uno de los experimentos a
diferentes concentraciones arroja un valor de K., diferente en cada caso, lo mismo ocurre
con AH° que es afectada apreciablemente por la concentracion de HP-a-CD, lo cual induce
a pensar en la posibilidad de que existan otras estequiometrias. Se hizo el ajuste del modelo
SSIS obteniéndose una n= 1.42 que indica la posible presencia de la estequiometria CD,-F
(tabla 5.3b).

Tabla 5.3b Parametros termodinamicos Modelo SSIS

n AH°/ | Keq*10% | AG°/ TAS®/
(kImol™ | (MY | (kImol™) | (kJ mol™)
1.42| -19.71 1.61 ~18.31 -1.39

Los modelos TAM y SB (1:1 y 1:2) divergieron, por lo cual fueron descartados, esto
significa que el complejo CD-F; no se forma. Se ajustaron los modelos TAM y SB (1:11y

2:1), cuyos resultados se muestran en la tabla 5.3c y 5.3d respectivamente.

Con el modelo TAM y SB se obtiene un AH®1.; negativo y muy semejantes, lo cual es de
esperarse porque se refieren a la misma reaccién, pero el AH®,.; (correspondiente a la
formacion del complejo CD,-F) obtenido es totalmente diferente para cada modelo, esto es
comprensible debido a que la segunda etapa de la reaccion es definida de manera diferente

en cada uno de ellos (Cap.3, pag. 22 y 26).
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Tabla 5.3c Parametros Termodinamicos modelo TAM 1:1y 2:1

[HP-a-CDJ/ | [Brom(+))/ | AH°u.i/ | Kyt *10% | AG®14/ TAS®1.4/
M) (mM) (kJ mol™) (M™ (kJmol™) | (kJ mol™)
15.29 2.50 -21.56+0.46 | 2.84+0.29 | -19.71+0.25 | -1.84+0.20
20.02 2.30 -22.54+0.55 | 2.20+0.22 | -19.08+0.25 | -3.46+0.30
24.86 2.20 -22.91+0.52 | 2.80+0.30 | -19.68+0.26 | -3.23+0.25

[HP-a-CD]/ | [Brom(+)[/ | AH%:1/ | K21 *10°%7 | AG®2./ TAS®;.4/
(kd mol™) (M?) (kdmol™) | (kJ mol™)

(MmM) (mM)

15.29 2.50 -32.15+1.11 | 9.24+1.95 | -34.05+0.53 | 1.89+0.57
20.02 2.30 -35.72+1.39 | 3.17+0.70 | -31.40+0.55 | -4.32+0.83
24.86 2.20 -43.84+3.22 | 2.32+0.70 | -30.63+£0.77 | -13.21+2.45

El modelo SB fue ajustado simultdneamente a los resultados de los 3 experimentos,

arrojando los resultados que se presentan en la tabla 5.3d.

Tabla 5.3d Parametros termodinamicos Modelo SB

Modelo AH®1.4/ K1:1*103/ AG°1.4/ TAS®.4/
1:1 | (kImol™y| (MY | (kImol®) | (kJ mol™)
CD-F -30.07 291 -19.77 10.30

Modelo AH®%,.1/ K21/ AG®y4/ TAS®:.4/
2:1 | (kImol™y| (M?) | (kImol™?) | (kJ mol™)
CD,F | 2431 981 -17.08 41.39
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La Fig. 5.18 muestra los parametros termodindmicos obtenidos del modelo TAM (1:1 y

2:1). Se observa que la formacién del complejo 1:1 como la del 2:1 estan dirigidas por la

entalpia.
7 — AH 1:1
—e—AG,,
-10 o TAS
—E—AH,
® —o—AG,,
20 _ @ !
o .*77777—7777,-7 = TASl:z
©
E
X -30 -
O
-40 - \\\\\
—g
-50 T T T T T T T T T T T T T
14 16 18 20 22 24 26
[HP-a-CD] (mM)

Fig. 5.18. Variacion de AH°, AG° y TAS® del sistema Bromfeniramina (+)- HP-o. CD a 298.15K

Es de notar que para la formacion del complejo 2:1, AH° y TAS® varian al cambiar la
concentracion inicial de la CD, la cual podria interpretarse diciendo que la formacién del

complejo 2:1 no sigue la ruta propuesta por el modelo TAM.
CD+F——CD-F

2CD+F——>CD,-F

Las figuras 5.19, 5.20, 5.21, 5.22 y 5.23 presentan los resultados experimentales y los
valores tedricos usando los parametros termodinamicos obtenidos de los ajustes, con

simbolos y lineas continuas respectivamente.

Nuevamente los resultados obtenidos mediante los modelos TAM, SSIS y SB concuerdan

en que los complejos formados tienen la estequiometria 1:1y 2:1.
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kJ/mol Calculated <Current> Ignored

30 -

dQ/dAmount

0 1 2 M1/[L],

Fig. 5.19 Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (+) 2.50mM con HP-a-CD 15.29mM

kJd/mol Calculated <Current> Ignored
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Fig. 5.20 Entalpograma de la titulacién de Bromfeniramina (+) 2.30mM con HP-a-CD 20.02mM

56



Capitulo 5. Resultados y analisis.
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Fig. 5.21 Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (+) 2.20mM con HP-a-CD 24.86mM

Modelo SSIS Bromfeniramina(+) con HP-o-CD a 298.15K
0.00 n=1.42 -
& DH= -19714.42 = Qil5mM
002 A K= 1619.36 ——QT15mM
i Desviacion Estandar= 5.39e-05 A Qi20mM
0.04 - *'*QTZOmM
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0.06 QT25mM
g -
0.08 -
0.10
0.12 -
0.14 T T T T T T T T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012
[HP-a-CD] (M)

Fig. 5.22 Ajuste modelo SSIS del sistema Bromfeniramina (+) con HP-a-CD a 298.15K
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Modelo SB Bromfeniramina (+) con HP-a-CD a 298.15K
= Qil5mM
0.00 + K. .= 2916.30 o
1Y 1 -—QT15mM
0024 K,,= 981.50 e Qi20mM
. AH = -30069.13 ——QT20mM
-0.04 AH21= 24311.77 Qi25mM
] Desviaciéon Estandar.= 5.17e-05 QT25mM
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© |
(o4
-0.08 -
-0.10 -
-0.12 -
-0.14 T T T T T T T T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012
[HP-a-CD] (M)

Fig. 5.23 Ajuste modelo SB del sistema Bromfeniramina (+) con HP-o-CD a 298.15K
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5.4 Bromfeniramina (+) con HP-a—CD a 298.15K

Para el sistema Bromfeniramina () con HP-a—CD la Fig. 5.24 representa la energia

asociada a la formacion del complejo.

<Current> Ignored

Calculated

kJ/mol

dQ/dAmount

[L1/[v1.

Fig. 5.24. Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (+) 2.52mM con HP-a-CD 14.52mM

El AH¢° del complejo Bromfeniramina (£) con HP-o CD es negativo. En las tablas

5.4a, 5.4b, 5.4c y 5.4d muestra los pardmetros termodinamicos obtenidos con cada uno

de los modelos. De igual forma, los experimentos se realizaron a tres diferentes

concentraciones de ciclodextrina.

Tabla 5.4a Pardmetros Termodinamicos modelo TAM 1:1

[HP-a-CD]/ | [Brom(x)}/ AHC1.1 / K11 *10% AG®y.1 / TAS®1./
M) (mM) (kJ mol™) (M (kJ mol™) (kJ mol™)
14.52 2.52 -31.46+1.02 | 0.75+0.07 | -16.41+0.20 | -15.04+0.78

19.9 2.34 -43.17+0.68 | 0.47+0.01 | -15.18+0.09 | -27.90+0.58
25.37 2.15 -38.60+0.49 | 0.62+0.02 | -15.95+0.08 | -22.65+0.41
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El ajuste del modelo TAM 1:1 para cada uno de los experimentos a diferentes
concentraciones arroja un valor de Kj.; diferente en cada caso, lo mismo ocurre con el AH®
gue es afectada apreciablemente por la concentracién de HP-a-CD, lo cual induce a pensar
en la posibilidad de que existan otras estequiometrias. Para probar esta hipotesis se hizo el
ajuste del modelo SSIS obteniéndose una n= 1.86 que indica la posible presencia de la
estequiometria CD,-F (tabla 5.4b).

Tabla 5.4b Parametros termodinamicos Modelo SSIS

n AH°/ | Keq*10%/ | AG°/ TAS®/
(kImol®y | (MY | (kImol™) | (kd molh)
1.86 | -21.12 0.31 -14.28 -6.84

Los modelos TAM y SB (1:1 y 1:2) divergieron, por lo cual fueron descartados. Se
ajustaron los modelos TAM y SB (1:1 y 2:1), cuyos resultados se muestran en la tabla

5.4c y 5.4d respectivamente.

Con el modelo TAM se obtiene un AH®;.; negativo y parecido, lo cual es de esperarse
porgue se refieren a la misma reaccion, pero el AH®,.; (correspondiente a la formacion del
complejo CD,-F) obtenido es totalmente diferente para cada modelo, esto es comprensible
debido a que la segunda etapa de la reaccion es definida de manera diferente en cada uno de
ellos (Cap.3, pag. 22 y 26).

La Fig. 5.25 muestra los parametros termodinamicos obtenidos del modelo TAM (1:1 y
2:1). Se observa que la formacién del complejo 1:1 como la del 2:1 estan dirigidas por la

entalpia.
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Tabla 5.4c Parametros Termodinamicos modelo TAM 1:1y 2:1

[HP-a-CD]/ | [Brom())/ |  AH°.4/ Ky *10% AG®y.4/ TAS®1./
M) (mM) (kJ mol™) (M™ (kd mol™) (kd mol™)
14.56 2.52 -20.41+0.21 | 3.47+0.20 | -20.21+0.14 | -0.20+0.06
19.99 2.34 -25.74+0.36 | 1.91+0.10 | -18.74+0.13 | -7.000.22
25.37 2.15 -28.61+1.50 | 1.32+0.21 | -17.82+0.40 | -10.78+1.09

[HP-a-CD]/ | Brom(z)V/ AHC,.1/ Kz *10°/ AG®;.4/ TAS®,.1/
(M) (mM) (kd mol™) (M3 (kJ mol™) (kJ mol™)
14.56 2.52 -43.81+4.15 | 2.84+0.72 | -31.13+0.64 | -12.68+0.23
19.99 2.34 -69.74+6.49 | 0.94+0.19 | -28.39+0.50 | -41.35+5.99
25.37 2.15 -58.53+11.67 | 0.51+0.34 | -26.89+1.99 | -31.64+9.68

Tabla 5.4d Parametros termodindmicos Modelo SB

MOdG'O AH°1;1/ K1:1*103/ AG°1;1/ TAS°1;1/
11 | (kImol™y| (MY | (kImol™) | (kJ mol™)
CD-F -46.457 0.49 -15.38 -31.07
Modelo AH®%.4/ K2:1*103/ AG®,4/ TAS®,.4/
2:1 | (kImol™y| (M? | (kImol™) | (kd mol™)
CD,-F 50.67 0.80 -16.57 67.24
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04
T B AHl:l
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1 TAS
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Fig. 5.25. Variacion de AH°, AG° y TAS® del sistema Bromfeniramina () con HP-o CD a 298.15K

Es de notar que para la formacion del complejo 2:1, AH° y TAS® varian al cambiar la
concentracion inicial de la CD, la cual podria interpretarse diciendo que la formacion del

complejo 2:1 no sigue la ruta propuesta por el modelo TAM.
CD+F——CD-F

2CD+F——CD,-F

Las figuras 5.26, 5.27, 5.28, 5.29 y 5.30 presentan los resultados experimentales y los
valores tedricos usando los pardmetros termodinadmicos obtenidos de los ajustes con

simbolos y lineas continuas respectivamente.

Nuevamente los resultados obtenidos mediante los modelos TAM, SSIS y SB concuerdan

que los complejos formados tienen la estequiometria 1:1y 2:1.
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Fig. 5.26. Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (+) 2.52mM con HP-a-CD 14.52mM
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Fig. 5.27. Entalpograma de la titulacién de Bromfeniramina (z) 2.34mM con HP-a-CD 19.9mM
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Fig. 5.28. Entalpograma de la titulacion de Bromfeniramina (+) 2.15mM con HP-a-CD 25.37mM

Modelo SSIS Bromfeniramina(+-) con HP-a-CD a 298.15K

. n=1.86 = Qil5mM
0.00 — AH= -21127.69 —-—QT15mM
1% K= 318.17 ° Qi20mM
-0.02+ 7 Desviacion Estandar= 1.49e-05 | QT20mM
-0.04 Qi25mM
| QT25mM
-0.06
© -0.08—-
O -
-0.10 H
-0.12
-0.14
-0.16

T T T T T T T T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012
[HP-a-CD] (M)

Fig. 5.29 Ajuste modelo SSIS del sistema Bromfeniramina () con HP-a-CD a 298.15K
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Modelo SB Bromfeniramina (+-) con HP-a-CD a 298.15K

- K,,= 496.41 = Qi-15mM
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Fig. 5.30. Ajuste modelo SB del sistema Bromfeniramina () con HP-a.-CD a 298.15K

Los parametros obtenidos mediante el ajuste a los resultados experimentales para la mezcla
racemica Bromfeniramina (x) a diferentes concentraciones de HP- a-CD varian mas con la
concentracion que los obtenidos para el enantiomero Bromfeniramina (+), lo cual es un
indicio de que el proceso de formacion del complejo CD-F es adecuadamente descrito por
el modelo TAM. La comparacién de los resultados Brom (+) y Brom (%) indica claramente
que se presenta el fendmeno de discriminacion quiral que es detectado por calorimetria. En
la Fig. 5.31 se puede distinguir claramente la diferencia de los pardmetros termodindmicos
AH°, AG°® 'y TAS° que existe en la complejacion de Bromfeniramina (+) y de
Bromfeniramina () con HP-o-CD. La presencia del enantiomero negativo de la
Bromfeniramina provoca una diferencia en las energias que forman al complejo

ciclodextrina-farmaco.
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Comparacion de parametros termodinamicos modelo TAM
de Brom(+)y Brom(+-) con HP-a-CD a 298.15K, estequiometria 1:1
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Fig. 5.31 Valores termodinamicos en la complejacion de Bromfeniramina (+) y Bromfeniramina ()

con HP-a-CD con la estequiometria 1:1 a 298.15K
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6.1 Conclusiones.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, se logré
determinar la estequiometria de los complejos de inclusion ciclodextrina-farmaco,
caracterizandolos termodinamicamente al obtener el valor de AH®, AG®, TAS® y
Keq.

La CD mas viable como una opcién en la encapsulacion molecular fue la o-CD,
con ella se encapsuld preferentemente el enantiomero activo (Bromfeniramina (z))
en una relacion 1:2 (CD-F,), este resultado se corrobora con el valor de la entalpia
(AH°) de formacion y las constantes de equilibrio (Keq) para las diferentes

estequiometrias en disolucion.

La microcalorimetria de titulacion isotérmica es una técnica que determina y
diferenciar la entalpia (AH°) de formacion y la constante de equilibrio (Keg) de las

especies que se forman en disolucion acuosa.

1) Para el sistema Bromfeniramina (+) con a-CD se encontré que la estequiometria que

presenta en disolucion es la 1:1 y 1:2; las reacciones que los modelos establecen para este

sistema son:

TAM:

e CD+F—>CD-F

e CD+2F -»CD-F,
SB:

e CD+F—>CD-F

e CD-F+F—>CD-F,
SSIS:

e 0.98CD+F —CD,,—F
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2) Para el sistema Bromfeniramina () con a-CD se encontré que la estequiometria que

presenta en disolucion es la 1:1 y 1:2; las reacciones que los modelos establecen para este

sistema son:

TAM:

e CD+F—>CD-F

e CD+2F ->CD-F,
SB:

e CD+F—>CD-F

e CD-F+F—>CD-F,
SSIS:

e 067CD+F —>CD,,, —F

En los sistema Bromfeniramina (+) y Bromfeniramina (£) con o-CD se presenta el
fenémeno de discriminacion quiral, se compleja preferentemente el enantiémero positivo,
el activo, por lo cual la microencapsulacion de este farmaco con a-CD es efectiva.

El modelo que mejor reproduce los resultados experimentales es el modelo TAM debido.

3) Para el sistema Bromfeniramina (+) con HP-a-CD se encontrd que la estequiometria que
presenta en disolucion es la 1:1 y 2:1; las reacciones que los modelos establecen para este

sistema son:

TAM:

e CD+F >CD-F
e 2CD+F—CD,-F

SB:

e CD+F>CD-F
e CD-F+F—CD,-F
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SSIS:

e 142CD+F —CD,,,—F

4) Para el sistema Bromfeniramina (x) con HP-a-CD se encontr6 que la estequiometria que

presenta en disolucion es la 1:1 y 1:2; las reacciones que los modelos establecen para este

sistema son:

TAM:

e CD+F—>CD-F

e 2CD+F—>CD,-F
SB:

e CD+F—>CD-F

e CD-F+F—->CD,-F
SSIS:

1.86CD+F —CD,,, —F

En cuanto a los sistemas Bromfeniramina (+) y Bromfeniramina (x) con HP—a-CD, la
microencapsulacion no resulta efectiva puesto que el enantiomero activo no es favorecido.

El modelo TAM es el que mejor reproduce los resultados experimentales.
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6.2 Recomendaciones para trabajar a futuro.

1.- Realizar una nueva investigacion con las mismas condiciones de experimentacion en

las que este trabajo fue elaborado, variando la temperatura, ciclodextrina(s) y/o farmaco(s).

2.- Evaluar la viabilidad en cuanto a costos, tiempo y aceptacion del paciente, sobre los

antihistaminicos microencapsulados en forma farmacéutica liquida.

3.- Hacer simulacion molecular de los sistemas estudiados para analizar qué porcion de la

molécula se introduce a la cavidad hidrofobica de la ciclodextrina.
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