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1.1 RESUMEN

Las ciclodextrinas naturales (a-CD/B-CD/y-CD) son moléculas biocompatibles,
no toxicas, capaces de transportar farmacos en su interior e incrementar su
biodisponibilidad. Estas caracteristicas las vuelven moléculas de interés para
transportar y liberar bifosfonatos. Los bifosfonatos son farmacos anti-resortivos
capaces de fijarse al hueso e inhiben la funcion osteoclastica, con el objetivo de
reducir la reabsorcion 0sea excesiva e incrementar la densidad mineral 6sea. Sin
embargo, presentan multiples efectos adversos como ulceras, fracturas atipicas
y osteonecrosis mandibular a largo plazo. Por ello, se debe discontinuar su uso
después de 3 a 5 afos. Ante esta problemética se propone el uso de las
ciclodextrinas como transportadores para mejorar la biodisponibilidad, reducir
efectos adversos, ampliar el tiempo de uso y mejorar los beneficios terapéuticos
del farmaco. Se propone el uso de simulaciones por dinamica molecular (SDM)
como estrategia para determinar la asociacion estructural y energética mas
estable entre las ciclodextrinas con el alendronato (ALN) a través de
experimentacion in silico. Se utilizaron distintas herramientas computacionales
para generar modelos atomicos de las ciclodextrinas y el ALN; y se generaron
las topologias a estudiar mediante SMD. Las SDM de los tres sistemas (a-CD-
ALN/B-CD-ALN/y-CD-ALN) nos permiti6 comparar su proceso de
acomplejamiento. Para cada sistema se estudio la distancia entre las moléculas,
formacion de puentes de hidrogeno y se cuantifico la energia de interaccion
molecular. De estos estudios se concluyd que el sistema B-CD-ALN presenta
una asociacién estructural mas estable y mejor energia de asociacion, en
comparacion con los otros dos sistemas, para su posterior experimentacion in

vitro.




1.2 INTRODUCCION

La osteoporosis es una enfermedad sistémica del tejido esquelético con
la caracteristica de la pérdida de masa ésea, el deterioro de la microestructura
de los tejidos mineralizados y por consiguiente la fortaleza de estos tejidos se ve

comprometida al incrementar el riesgo de fractura (1).

Esta patologia es una de las enfermedades metabdlicas mas comunes
que contribuyen a la morbilidad y mortalidad de las personas de la tercera edad

).

Wang et al. (2022) menciona que la evidencia actual sugiere una
correlacion entre la osteoporosis y el desarrollo de la periodontitis. Se ha
observado en pacientes con osteoporosis, la pérdida de la densidad mineral del
hueso alveolar maxilar y mandibular e incluso un aumento en la pérdida de los

tejidos periodontales (3).

Los bifosfonatos (BFs) son medicamentos frecuentemente prescritos para
la osteoporosis, asi como también para las enfermedades como: de Paget,
mieloma multiple, neoplasias asociadas al tejido 6seo y otras patologias
metabdlicas ligadas a los tejidos mineralizados (5); y en los ultimos 15 afios su

uso se ha incrementado en distintos trastornos esqueléticos (6).

Khanarian et al. (2014) a través de distintos estudios ha establecido que
los BFs ofrecen un beneficio clinico sustancial en condiciones de un desequilibrio
entre la formacion del tejido 6seo, mediado por las células osteoblasticas y se
favorece la destruccién del tejido 6seo o resorcién ésea mediada por las células
osteoclasticas (6, 8). El proceso mediante el cual se controla la formacién y
resorcion del tejido 6seo, en condiciones fisioldgicas, es llamado remodelado

0seo (8).

Los principales bifosfonatos usados en la practica clinica son el
alendronato, ibandronato, risendronato y el acido zolendrénico (10). Ellos
constituyen la primera linea de agentes terapéuticos en enfermedades como la
osteoporosis en mujeres, como ha sido bien documentado (11), tienen una alta
eficacia en evitar fracturas 0seas hasta en un 65% comparado con los grupos
placebo. Sin embargo, los BFs no son retenidos en el hueso y presentan una

baja biodisponibilidad y se estima que solo el 1% de la dosis administrada




oralmente tiene efecto sobre las funciones biolégicas. Esto debido
principalmente a que es excretado rapidamente por via renal, su reducida
absorcion intestinal y que su absorcion depende de un alto contenido de calcio
en la dieta (9-11). Lo anterior se debe a su naturaleza quimica electronegativa,
a ser fuertemente hidrofilico y a su baja permeabilidad en la membrana (16).

Los BFs presentan otros efectos adversos, desde malestares
gastrointestinales moderados, lesiones en cavidad oral, Ulceras esofagicas o
esofagitis por farmacos. Ademas, pueden desarrollar problemas complejos como
fibrilacion atrial, osteonecrosis mandibular y fracturas atipicas asociadas a los

tratamientos a largo término y las altas dosis efectivas de uso (5).

Debido a lo anterior, Mignot et. al (2017) (17) ha propuesto la
descontinuacion del tratamiento después de un periodo de tiempo no mayor de
5 afos, para tratar de evitar los problemas relacionados al uso de los BFs. Sin
embargo, es innegable que el uso de los BFs incrementa la densidad mineral
O0sea en pacientes con osteoporosis. Por ello, se han tratado de desarrollar
meétodos inteligentes para transportar a los BFs para obtener una liberacion
controlada, aumentar su biodisponibilidad, reducir los efectos colaterales,
toxicidad, y reducir la dosis efectiva de uso para conseguir sus efectos benéficos
(12, 18, 24).

Distintos transportadores han sido utilizados como liposomas, micelas o
nanoparticulas (12). Para cumplir todas las condiciones anteriores se propone el

uso de oligosacéaridos macrociclicos, conocidos como ciclodextrinas [CDs] (28).

Las ciclodextrinas pertenecen a la familia de los oligosacaridos y
contienen al menos 6 unidades D-glucopiranosa unidas por enlaces a (1-4) de
glucosido (17). Las tres CDs mas representativas son las a, B, y y, constituidas

de 6, 7 y 8 unidades de glucosa respectivamente (12, 27).

Las CDs son biocompatibles, no son toxicas, tienen una gran habilidad
para formar complejos, proceso gque consiste en introducir y mantener elementos
o particulas dentro de su estructura conica, este proceso es efectivo en la
liberacion de medicamentos y mejora la solubilidad, estabilidad quimica y
biodisponibilidad de ciertos compuestos (28).




Las CDs también son sustancias versatiles con propiedades de
organizacion supramolecular con aplicaciones en distintas industrias como:

alimenticia, cosmeética, textil, agroquimica y farmacéutica (31, 32).

Recientemente se han utilizado las CDs en la ingenieria de tejidos, pues
se ha demostrado que altas concentraciones de CDs y aplicandolas mediante la
técnica de electrohilado se pueden formar nanofibras de CDs estables, asi como
también se han utilizado las CDs para desarrollar geles e hidrogeles (33).

La siguiente propuesta de investigacion se basa en caracterizar la
asociacion estructural entre el alendronato de sodio con las CDs naturales como
son la 3-CD, la a-CD y la y-CD.

Debido a que el mecanismo de inclusion de los BFs a la cavidad
estructural de las CDs no sigue ningun patrén comun dadas las diferentes
contribuciones de las interacciones no covalentes y que se pueden presentar
distintos perfiles energéticos, se propone investigar mediante simulaciones de
dindmica molecular (SDM) las energias de interaccion entre el alendronato con
la B-CD, la a-CD y la y-CD.

Se considera que al encontrar los perfiles energéticos adecuados para la
formacion de los complejos BFs-CDs se desarrollaran las condiciones para las
sintesis eficientes de complejos, lo cual posiblemente incremente la

biodisponibilidad de los BFs y disminuya sus efectos adversos.




1.3 ANTECEDENTES

1.3.1 Generalidades del tejido 6seo

El cuerpo humano se compone de multiples tejidos, con caracteristicas
particulares y funciones especificas. Los tejidos mineralizados estdn compuestos
por una fase inorganica y una fase organica, las cuales de manera conjunta
otorgan propiedades mecanicas especificas de dureza y resistencia. La fase
inorganica del tejido 0seo y los o6rganos dentarios estan compuestos
principalmente por cristales de hidroxiapatita, mientras la fase organica esta
compuesta principalmente de fibras de colagena y otras proteinas, otorgando un

nivel de resistencia comparable al del hierro fundido (1).

Los tejidos mineralizados cumplen mdultiples funciones como; proteccién,
soporte, movimiento, carga, masticacion, regulacion de iones de calcio o fosfatos

y reservorio de las células hematopoyéticas (2, 3).

Las células 6seas mas abundantes son los osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos. Estas células se encargan de la regulacion del remodelado, es la
degradacion del hueso viejo siendo reemplazado por hueso nuevo. Este proceso
es conocido como remodelacién Osea, es un estado de reestructuracion
permanente del tejido 6seo afectado por factores ambientales, mecanicos,

genéticos y cronologicos; y determina la densidad 6sea de los pacientes (3).

1.3.1.1 Osteoporosis

La homeostasis es el conjunto de fendmenos de autorregulacion, que
conducen al mantenimiento de la constancia en la composicion y propiedades
del medio interno de un organismo. Cuando se pierde la homeostasis, surgen las
enfermedades cronico-degenerativas, que son padecimientos de larga duracién
con progresion lenta (4). Una de las principales afecciones del sistema éseo es
la osteoporosis, enfermedad esquelética, cronica y progresiva, caracterizada por
el deterioro y pérdida de la estructura del tejido 6seo, disminuyendo la densidad

0sea, generando un estado de fragilidad y un riesgo de fracturas (5, 6).

Los factores coadyuvantes de la enfermedad son el envejecimiento,
antecedentes hereditarios, fracturas previas, bajos consumos de calcio o de
vitamina D, tabaquismo, bajo peso 0 menopausia, son predisponentes

importantes ante esta enfermedad, ademas de comorbilidades como diabetes




mellitus, depresién y enfermedad cardiovascular o cerebrovascular (7). La
osteoporosis es considerada una enfermedad silenciosa, sin manifestacion

clinica, al menos hasta que se ha perdido mas del 30% de la masa 6sea (6).

Se considera un problema de salud publica, se estima que en México 1
de cada 3 mujeres y 1 de cada 5 hombres mayores de 50 afios, presenta
osteoporosis y riesgos de fracturas de columna lumbar o cadera (4, 6). Esto
genera efectos negativos a largo plazo, deteriorando la calidad de vida del
paciente, disminuyendo la independencia del paciente y aumentando la
mortalidad (7).

1.3.2 Bifosfonatos (BFs)

Los bifosfonatos, son farmacos compuestos, analogos del pirofosfato,
resistentes a la hidrolisis, con una estructura P-O-P que es modificada por P-C-
P, esto para permitir que las 2 valencias libres del atomo C puedan unirse a los
radicales R1, que presenta una molécula de -OH que incrementa la union del
farmaco a la hidroxiapatita y una cadena R2 -HzN que se encarga de determinar

la potencia del farmaco. [Figura 1] (8).

OH R1 OH

O=P — C — P

I
O

OH R2 OH

Figura 1. Estructura quimica de los bifosfonatos. La
estructura muestra un arreglo central P-C-P con uniones a
los grupos o cadenas radicales R1 y R2.




La estructura P-C-P tiene una alta afinidad por la hidroxiapatita,
convirtiendo a los bifosfonatos en moléculas altamente selectiva en su captacion

y retencion a nivel esquelético (9).

El R1 junto con los atomos P forman un “tridente” que permite la unién de
los bifosfonatos a los cristales de hidroxiapatita, mientras el R2 se encarga de

determinar la potencia farmacoldgica [Figura 2] (8).

H,N

Figura 2 Representacion 3D de Figura 3 Representacion 2D del
alendronato. Muestra las moléculas P en alendronato. La cadena R1 es
color naranja, el O en color rojo, H en manifestada por el -HO mientras la
color blanco, C en color amarillo, N en cadena R2 presenta una cadena -H2N.
color azul.

Las distintas formulaciones en las cadenas R1 y R2 de la estructura
principal generan diferentes caracteristicas para cada molécula, siendo la
cadena R1 determinante para la potencia en la prevencion del crecimiento y
disolucién de cristales de hidroxiapatita, mientras la cadena R2 es capaz de

determinar la potencia de resorcion 0sea que poseera el BF [Figura 3] (9).

Los BFs son potentes inhibidores de la actividad osteoclastica, que se
unen a los minerales del hueso como la hidroxiapatita, especialmente en zonas
de resorcion 0sea, concentrandose y acumulandose con el tiempo, pudiendo

mantenerse por afos en el organismo (8, 10).




Al iniciar el proceso de resorcion 0sea, los osteoclastos absorben la
molécula y se deposita en la mitocondria, donde es inhibida su funcion celular y

se induce el proceso de apoptosis, generando un efecto anti-resortivos (8, 11).

Ademas, presenta efectos antitumorales, induciendo la apoptosis de
células cancerigenas e inhibiendo la adhesion de células tumorales a la matriz

extracelular, asi como propiedades anti-angiogénicas (11).

Estas caracteristicas permiten clasificar a los BFs en dos categorias por su
estructura quimica, el grupo 1 son BFs sin N (nitrdgeno) en su secuencia, como
el clodronato o el etidronato, con las caracteristicas de ser metabolizados en el
interior del osteoclasto, generando y acumulando metabolitos que se encargan
de frenar la funcidn osteoclastica y ocasionar apoptosis. Mientras el grupo 2
contiene BFs con N en su cadena R2, los cuales no son metabolizados e
interfieren con vias metabdlicas, inhibiendo la actividad osteoclastica y la
resorcion osea (9).

Los BFs también pueden ser clasificados por su via de administracion,
oral o intravenosa, con propiedades distintivas; medicamentos como el
alendronato (Fosamax) se administra por VO bajo ciertas especificaciones; en
ayuno, 30-60 minutos antes de cualquier alimento, ya que esto puede disminuir
su absorcion, la cual es de aproximadamente 0.7% a 2.5%, mientras que por VI,
podemos encontrar pamindronato o clodronato, regularmente prescritos para
pacientes oncoldgicos, ante padecimientos como hipercalcemias tumorales, se
une entre un 60-70% a proteinas plasmaticas (8, 12). El 50% es eliminado por
via renal sin modificaciones, mientras el remanente se deposita el hueso,

cumpliendo con las propiedades anti-resortivas (8, 9, 10, 12).

Uno de los BFs méas administrados es el alendronato, siendo prescrito a
3.5 millones de pacientes en el mundo. La principal propiedad del alendronato
es disminuir la funcion osteoclastica en zonas de alta actividad, inactivando los
osteoclastos, ademas puede disminuir el ciclo de vida y la formacion de células

osteoclasticas (13).




1.3.2.1 Aplicaciones

Por sus propiedades, este medicamento es usado en el campo de algunas
enfermedades metabdlicas Oseas, como tratamiento para trastornos
esqueléticos como la osteoporosis, enfermedad de Paget, mieloma multiple,
carcinoma metastdsico de hueso, hipercalcemia maligna y osteogénesis

imperfecta en pacientes pediatricos (8, 9, 10, 12).

1.3.2.2 Efectos adversos a largo plazo.

Los BFs se presentan como la mejor opcion clinica en la pérdida de la
densidad 6sea dentro de un periodo no mayor a 5 afos, ya que a largo plazo los
BFs presentan efectos no deseados en el paciente, como dolor abdominal,
nauseas, regurgitacion &acida, riesgo de esofagitis o Ulceras gastricas,
osteonecrosis maxilar o mandibula, retardo en la formacion de callos 6seos,
estado de hueso hipodinamico, con disminuciéon de actividad mecanica o una
posible condicion de "hueso congelado”, en la que la resorcion 6sea esté inhibida
totalmente, haciendo imposible cualquier renovacion del tejido 0seo,
acumulando de lesiones Oseas por fatiga, conllevando a posibles fracturas;
incluso se reportan casos de osteopetrosis en pacientes pediatricos tratados con
BFs por osteogénesis imperfecta, con estructuras 6seas mas gruesas y densas

de lo normal ademas de mayor fragilidad (8, 11, 12, 13).

1.3.2.3 Osteonecrosis Maxilar por Bifosfonatos (OMB)

En la odontologia, la anamnesis y la exploracién clinica permiten detectar
posibles contraindicaciones sistémicas que descarten opciones terapéuticas por
las condiciones de salud general en cada paciente, como es el caso de los
pacientes que reciben tratamiento farmacolégico con corticoesteroides

sistémicos, inmunosupresores, quimioterapicos o bifosfonatos (10).

La Osteonecrosis Maxilar/Mandibular por Bifosfonatos (OMB), es una de
las complicaciones orales mas comunes en este tipo de pacientes a nivel
odontolégico. La Sociedad Americana de Investigacion Osea y Mineral (ASBMR)
define la OMB como: “El area de hueso expuesta, persistente durante mas de 2
meses, en un paciente tratado con bifosfonatos, en ausencia de radiaciéon previa
y/o metastasis en la mandibula” (14). Esta exposicion ¢sea necroética puede ser

espontanea por tratamientos farmacolégicos prolongados o posterior a un
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procedimiento dental invasivo, como suelen ser tratamientos periodontales,
extracciones dentales o por lesiones ocasionadas por prétesis dentales mal
ajustadas; es de inicio asintomatico, con alto riesgo de infeccion, provocando

dolor, dificultad al hablar o comer y presencia de halitosis (11,14).

Clinicamente se aprecia como ulceraciones persistentes de la mucosa
oral con exposicion de hueso, con presencia de olores fétidos por la presencia
de tejido necrdtico en el ambiente bucal, el hueso expuesto se puede apreciar
de un color desde grisaceo hasta marrdn; este tipo de lesiones suele tratarse con
desbridamientos, antibioticoterapia o tratamientos con oxigenacion hiperbarica

(OHB), sin embargo, el prondstico es reservado (10, 12).

La ASBMR establecio una clasificacion de 4 estadios (Tabla 1) basado en
las caracteristicas clinicas, determinando el estadio O como inicial y el estadio 4

como el mas avanzado o de mayores complicaciones (14).

Tabla 1 Estadios de la osteonecrosis inducida por bifosfonatos (14).
Estadio Caracteristicas
0 No hay hueso expuesto
Aparicién de sintomas sin explicacion aparente (dolor,
inflamacion).
Cambios radiogréficos (esclerosis)
1 Asintomético
Exposicion de hueso necrético

Sin evidencia clinica de infeccion
2 Exposicion de hueso necrético

Dolor

Signos de infeccion (Rubor, calor, inflamacién)
3 Exposicion de hueso necrético

Dolor

Signos de infeccion (Rubor, calor, inflamacion)

Riesgo de fractura patolégica

Posible presencia de fistula o exudado purulento.
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La prevalencia registrada es 60% de los casos reportados se manifiestan
en mandibula, un 30% en la maxila y el 10% restante se presenta en ambas
arcadas Oseas. Estos casos pueden presentarse en los primeros 4 meses de
iniciado el tratamiento, aumentando la posibilidad de presentar OMB a lo largo
de la terapia con BFs (11, 14).

1.3.3 Ciclodextrinas naturales (CD)

Las ciclodextrinas naturales (CDs), también conocidas como
cicloamilosas o ciclomaltosas, son producto de la degradacién enzimatica del
almidon, uno de los carbohidratos mas consumidos, el cual podemos encontrar
en algunos alimentos como arroz, maiz o papas (15, 16). Quimicamente las CD
son oligosacaridos ciclicos, resistentes a la degradacion enziméatica y la hidrolisis
no enzimatica, bastante flexibles. Son sustancias homogéneas y cristalinas
[Figura 4] (15, 17).

wusgLo

Figura 4. Tamano de alfa ciclodextrina, beta ciclodextrina y
gamma ciclodexirina.
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Se consideran capsulas cilindricas vacias, con moléculas en
conformacion de silla, con forma de cono truncado, abierta por ambos lados,
conformadas por unidades de D-glucopiranosa, unida por enlaces glicosidicos
de tipo a-1,4y a-1,6 (16, 18).

Las CDs estan constituidas por unidades de glucopiranosa, que son una
forma ciclica hexagonal de glucosa (19). Las CDs se pueden nombrar con base
al numero de unidades que la conforman; a-CD se compone de 6 unidades, B-
CD contiene 7 unidades y y-CD presenta 8 unidades de glucopiranosa, siendo
estas 3 las principales CDs naturales (15- 17). Existen CDs mas grandes, hasta
de 13 unidades de forma natural, sin embargo, se ha demostrado que CDs con
mas de 8 unidades presentan propiedades pobres durante el proceso de
acomplejamiento como cavidades mas pequefias, colapso interno, ademas de

ser mas costosas desde el punto de vista farmacéutico (15).

Estructuralmente, las CD tienen una forma de cono truncado que presenta
dos caras, una externa, de caracter hidrofilo con grupos hidroxilo primarios en el
lado mas estrecho y grupos hidroxilo secundarios en el lado mas ancho, la cara
interna es apolar, permitiendo la inclusion de moléculas apolares o fragmentos
moleculares en su interior, otorgando caracteristicas fisicoquimicas que
incrementen las propiedades de la molécula, tales como su solubilidad o
biodisponibilidad (17, 18).

1.3.3.1 Complejo de Inclusion

Las CDs tienen la capacidad de formar mezclas o complejos de gran
estabilidad quimica y fisica con mayor solubilidad en medios acuosos, que, por
su morfologia, la cavidad de la CD tiene la propiedad de poder ser llenada u
ocupada con la molécula de otra sustancia, esto se denomina complejo de
inclusion, que es un proceso entre dos 0 mas moléculas en las que una molécula
“huésped” se incluye total o parcialmente, que por fuerza fisica covalente a una
molécula “hospedera”. Se ha identificado a las CDs como transportadores
moleculares y pueden crear complejos de inclusion con una gran variedad

molecular de huéspedes (16, 17).
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Existen factores que estan involucrados para determinar la correcta
formacion de un complejo de inclusion; las fuerzas de Van deer Waals, los
enlaces de hidrégeno, las interacciones hidrofébicas y la constante de asociacion
como resultado ante este tipo de interacciones moleculares, sin embargo, el
factor decisivo es que la molécula pueda ser apta para alojarse en la cavidad
interna de la CD (20).

El encapsulamiento molecular de las CDs se puede dar al contener una
molécula de sustrato dentro de su cavidad, formando un complejo 1:1, aunque
en ciertos casos, estas moléculas pueden contener hasta dos moléculas del

sustrato, formando un complejo 2:1 (20).

Existen dos tipos principales de Complejo de Inclusion que se pueden

observar,
A: Corresponde a la formacion de un complejo soluble
B: Corresponde a la formacién de un complejo con solubilidad limitada en agua.

La cavidad central de las CDs, dada su composicion de residuos de
glucosa, tiene un comportamiento lipofilico en soluciones acuosas, permitiendo
resguardar de manera reversible moléculas apolares o fragmentos moleculares,

generando un complejo de inclusién (15).

El complejo de inclusion es el resultado de la reaccion de equilibrio entre
moléculas libres y supramoléculas de inclusién, se puede definir como la
encapsulacién molecular de un compuesto, con la posibilidad de otorgar nuevas
propiedades a esta como mayor solubilidad, biodisponibilidad, estabilidad (16,
17).

La capacidad de acomplejamiento de las CD depende de dos factores

principales:

1) El tamafio de la cavidad de la CD y de la molécula huésped, ademas de
algunos grupos funcionales que puedan encontrarse en la periferia con el fin de
gue la molécula pueda ajustarse adecuadamente en la cavidad de la CD, ya que
algunas moléculas de bajo peso molecular pueden insertarse varias en una
misma cavidad, mientras que las de alto peso molecular solo podria insertarse

una o incluso no introducirse.
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2) Formacion de interacciones no covalentes entre los componentes del sistema,
para que el complejo puede generarse deben existir fuerzas energéticamente

favorables que permita mantener la molécula dentro de la cavidad de la CD (21).

En términos generales, hay cuatro aspectos que ayudan a dirigir el

equilibrio en la formacion de complejos de inclusion.

a) El desplazamiento de las moléculas de agua desde la cavidad de la CD.
b) El aumento de puentes de hidrogeno formados respecto al agua desplazada

hacia afuera de la cavidad de la CD.

¢) Una reduccién de las interacciones repulsivas entre la molécula hidréfoba y el
entorno acuoso.

d) Un aumento de las interacciones hidrofébicas entre la molécula huésped y la
cavidad de la CD (22).

Ademas, el tipo de solvente en el que estaran inmersas las moléculas
durante el acomplejamiento es otro factor, ya que la solubilidad de las CDs puede
aumentar o disminuir la disponibilidad para el proceso de acomplejamiento. Los
compuestos que se incluyen regularmente en las CDs tienen baja solubilidad en
disolventes acuosos, lo cual implica que la formaciéon del complejo pudiera

llevarse a cabo lentamente o inclusive no formarse (21, 22).

1.3.3.2 Aplicaciones

Las CDs han sido utilizadas como agentes encapsulantes, con el fin de
transportar principios activos para mejorar la solubilidad de moléculas
generalmente insolubles, mejorando las propiedades de proteccidn contra la
oxidacion, la luz visible o ultravioleta y al calor, control de la volatilidad y
separaciones cromatograficas. Los CDs se han usado en la industria alimentaria
en el enmascaramiento de sabores o en la eliminacion de olores desagradables
(20, 23).

Hay muchas aplicaciones nuevas de las CDs en diferentes campos como
son el alimenticio, cosmético, en proteccion ambiental, biotecnologia, biologia

celular, biosensores o farmacéutico (18, 35).

En medicina, sus usos son diversos, como vehiculo para la formacion y

mejora de farmacos, las CDs como excipientes mejora las propiedades como

15

——
| —



aumento de la biodisponibilidad, aumento de la solubilidad y velocidad de
disolucién en medios acuosos de algunos compuestos, hasta usos terapéuticos
directos como son dialisis intraperitoneal, tratamiento de choque hipovolémico,
o de diagnostico (15, 16).

En la farmacologia, el “disefio de medicamentos de alto rendimiento” se
busca mediante la investigacion de posibles portadores compatibles de los
principios activos con la propiedad de enmascarar efectos no deseables del
farmaco, buscando desarrollar biomateriales y vehiculos de alta eficacia que se
logren mezclar con el farmaco, buscando asi menores dosificaciones con mayor

eficacia y liberacion selectiva en el sitio de accion de forma controlada (20).

16

——
| —



1.3.3.3 Propiedades de a-ciclodextrina

La cavidad de la a-CD es mas la pequefia de las tres CDs naturales, al
contar con 6 unidades en su estructura [Figura 5]. El diametro de la cavidad se
muestra mas estrecho, presenta mayor resistencia a la hidrolisis enzimatica,
siendo altamente Util en la industria alimenticia, presenta la propiedad para
formar puentes de hidrogeno, sin embargo, estos son insuficientes al menos para

otorgar un estado de alta rigidez a la molécula (20, 24).

La a-CD es relativamente irritante al administrarse por via intramuscular
(VIM), y por via oral (VO). Tiene una absorcion del 2-3% por VO en ratas, sin
metabolismo en el tracto intestinal superior, fragmentacion por la flora intestinal
en el ciego y el colon. Estudios en ratas han mostrado que el farmaco se excreta
hasta 60% como COz2, 26-33% se incorpora como metabolitos y 7-14% como

metabolitos por heces y orina, excretados sin cambios por orina principalmente

(23).
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Figura 5 La a-CD presenta é unidades de
glucopiranosa, mostrando un didmetro de
cavidad estrecho.
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1.3.3.4 Propiedades de B-ciclodextrina

La cavidad de la B-CD es mas estrecha en comparacion a la cavidad de
la y-CD, aunque es mas resistente a la hidrdlisis por saliva y amilasas
pancreéticas, es térmicamente estable, ademas de ser estable en medios
altamente alcalinos (menor a pH 14) asi como en medios acidos (mayor a pH 3)
puede llegar a formar enlaces por puentes de hidrégeno, otorgando una mayor

rigidez a la molécula (20, 24).

La cavidad de la B-CD se considera apta para formar complejos con
moléculas aromaticas o heterociclicas, por su capacidad interna, al presentar 7
unidades en su estructura, [Figura 6] el diametro de la cavidad es de

aproximadamente 44% mayor en comparacion a la cavidad de a-CD (20).

Presenta menor irritabilidad en comparacion con a-CD, por VIM, se une a
moléculas de colesterol, tiene una absorcibn de 1-2% por el tracto
gastrointestinal por VO, sin metabolismo en el tracto intestinal superior,
metabolizado por bacterias en el ciego y el colon. Su administracion en altas
dosis puede tener efectos perjudiciales, la degradacion bacteriana vy

fermentacion en el colon pueden provocar malestares estomacales (23).
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Figura é La B-CD es una estructura con 7
unidades de glucopiranosa, aumentando el
tamano de la cavidad.

18

——
| —



1.3.3.5 Propiedades de y-ciclodextrina

La cavidad de la y-CD es la que se muestra mas amplia, al contar con 8
unidades en su composicién, cuenta con una estructura no coplanar, otorgando
mayor flexibilidad a la molécula en comparacion a otras CDs, siendo mas soluble
(24).

La irritacién por VIM se considera nula, con rpida degradacion y completa
en el tracto intestinal superior por enzimas intestinales aun en dosis elevadas.
Absorcion aproximada del 0.1% por VO, metabolismo nulo después de la
administracion por VI, considerandose con menores propiedades tdxicas en

comparacion con a-CD y 3-CD (23).

Figura 7 La y-CD es una estructura con 8
vnidades de glucopiranosa, siendo mas flexible
en comparacion a las 2 CD anteriores.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de las ciclodextrinas (23).

Caracteristicas aCD BCD yCD
Unidades de glucopiranosa 6 7 8
Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297

20 °C 90 16.4 185
Sgtgbégcl’f)d en  250c 127 18.8 256

35°C 204 28.3 390
Diametro exterior (A) 14.6 154 17.5
Diametro de la cavidad (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Altura del cono (A) 7.9 7.9 7.9
Volumen de la cavidad (A?3) 174 262 427
AHP° solucion (kd/mol) 32.1 34.7 32.2
AS° solucién (J/kmol) 57.7 48.9 61.4
Agua (porcentaje en peso) 10.2 13.2-14.5 8.13-17.7
Sstae r(]i?éﬁétfg; 12.33 12.20 12.08

1.3.3.6 Toxicologia

Las CD administradas por VO muestran un comportamiento similar al
almidén (15, 17).

Mientras por VIM, la 3-CD ha demostrado mayor actividad hemolitica en
comparacion con la a-CD o la y-CD. La B-CD a altas concentraciones y debido a

su baja solubilidad podria generar formacion de cristales en los rifiones (17).

Las CDs administradas por VO han demostrado baja toxicidad, estudios
demuestran que un porcentaje del 2-4% se adsorbe en el intestino delgado,
mientras el resto se degrada por los microorganismos de la flora del colon,
degradando y absorbiendo como glucosa. Sin embargo, se han considerado no

adecuadas para la administracionn parenteral (23).
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1.3.4 Simulaciones por Dinamica Molecular (SDM)

En 1956 se celebr6 en Bruselas el congreso "The International
Symposium on Transport Processes in Statistical Mechanics". Entre los trabajos
presentados se destacd uno en particular llamado" Dindmica molecular por
computadoras electrénicas”, escrito por Livermore Berni Alder y Tom Wainwright.
Este trabajo contenia nuevos conocimientos con lo que con el tiempo sentaria
las bases para que hoy se conoce como Dinamica Molecular (DM) y por primera
vez se demostro que se podian estudiar la evolucion temporal de los sistemas a

nivel atbmico por computacién (25).

Este método tiene como objetivo resolver las ecuaciones de movimiento

de Newton para un conjunto de moléculas en un sistema virtual.

La simulacion DM es un método para estudiar la evolucion temporal de un
conjunto de moléculas o atomos dentro de una caja virtual. Las simulaciones DM
se utilizan para evaluar distintas propiedades de las moléculas en sistemas in
silico. Con las simulaciones de dinamica molecular, es posible evaluar las
geometrias moleculares y las energias del sistema a temperaturas finitas,
investigar la naturaleza de los estados estructurales y de transicion de energia
en el espacio, obtener un paisaje atdbmico dinamico que por métodos
experimentales no es posible obtener y muchas otras propiedades. El éxito de
este método se debe a dos puntos principales: primero, los sistemas virtuales
pueden probarse y compararse en sus propiedades con resultados
experimentales. En segundo lugar, las simulaciones dan una vision general de
los mecanismos o procesos en un sistema dado que no son accesibles para el

experimento (25).

El principio basico detrds de las simulaciones de MD es la resolucion
numerica de las ecuaciones de movimiento de Newton para un sistema de
atomos que interactian. Las cuales se representan por la ecuacion 1 o por el

sistema de ecuaciones 2.

dZT'l' Fl'
dt> m; 1)

21

——
| —



&

2
dv; F
a  m

Recordando que la fuerza puede ser expresada en funcion de la energia

potencial como:

©)

La resolucion del sistema de ecuaciones implica el uso de métodos de
integracion numeérica, ecuacion 3. El software de eleccion para realizar las
simulaciones de MD es GROMACS (26).

Una expresion (conjunto de ecuaciones) tipica de un campo de fuerza

biomolecular se muestra a continuacion en la ecuacion 4y 5 (26).

U(T‘) = Uenlaces + Utorsi()n + Udiedro + ULennard—]ones + UCoulomb ( 4)

U(T) = Uenlace + Uinteraccionesnoenlazantes

(6)

Existen algunos métodos para simular sistemas, cada uno con ventajas y
desventajas, con caracteristicas y requisitos especificos; la caracterizacion
estructural son técnicas aplicables a la determinacion de una estructura

molecular para el estudio de su composicion interna y externa (27).

La caracterizacion estructural tiene por objetivo el estudio y el andlisis de

uno o mas compuestos con el fin de encontrar los vinculos que presentan entre
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las propiedades fisicas y quimicas a distintas escalas, desde macroscépicas

hasta atdbmicas, esto permite su uso ante un enfoque tecnolégico (28).

Una de las técnicas de caracterizacion estructural, son las SDM que
destacan por considerarse altamente eficaz por la capacidad de reproduccion
MAas cercana a la experimentacion en laboratorio, esto en relacion a los requisitos

computacionales requeridos (27).

La SDM es un método sistematizado que permite generar trayectorias
atomicas de sistemas por computadora, para predecir y analizar el
comportamiento de los sistemas de manera fisicoquimica por un lapso
determinado de tiempo (29, 30). Las SDM son modelos computacionales
deterministas, en los cuales se conocen las condiciones de energia y posiciones
iniciales, las cuales son determinantes en la evolucion completa del sistema y

dan como resultado la trayectoria de cada atomo durante la dindmica (30).

1.3.4.1 Aplicaciones de las SDM

La aplicaciéon que se tiene de la SDM es amplia para describir, estudiar y

predecir patrones o comportamientos de los sistemas a nivel atémico.

Nos ayuda a comprender sistemas complejos y proporciona evaluaciones
preliminares sobre el comportamiento molecular del sistema en un mejor tiempo

en comparaciéon a las metodologias experimentales.

La SDM se utiliza especialmente, en situaciones donde la

experimentacion a nivel atbmico requiere de equipos sofisticados (31, 32).

Por ello, la SDM ha permitido la obtencién de mdltiples calculos y analisis,
como energia cinética, energia libre, entropia, solubilidad, viscosidad, presion,
temperatura, fuerza de interaccion entre ligandos y receptores, cambios
conformacionales o estructurales de las moléculas bajo ciertas condiciones
fisicoquimicas. Todo esto permite una considerable disminucion en los costos

experimentales, al requerir menor capital humano y reactivos (28, 32).
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1.3.4.2 Creacién de una SDM

El desarrollo de una SDM se da mediante una serie de pasos ordenados
y sistematizados que inicia con la obtencion de archivos de los componentes que
seran analizados (farmacos, portadores, membranas, disolventes), las cuales se
pueden obtener o construir a través de bancos de datos en linea [Protein Data
Bank (PDB), The Cambridge Structural Database (CSD)] (32).

Cada archivo debe llevar una preparacion especifica de acuerdo a la
dinamica a realizar, se crean recipientes virtuales para las muestras, definiendo
las dimensiones y forma, donde se llevara a cabo el proceso de experimentacion

en una caja virtual.

Los archivos llevan las estructuras iniciales en forma de lista de los &tomos
y su localizacién espacial 3D; ademas contiene el solvente y los iones en un

ambiente controlado real.

Las estructuras iniciales pueden generar repulsion entre los &tomos y por
ende inestabilidad en el proceso, por lo que se deben realizar procesos de
minimizacion de energia que limiten la interaccion molecular. Posteriormente, se
realiza un equilibrio en el sistema mediante el uso de un termostato y un
barGstato para mantener la temperatura y la presion en las condiciones de
estudio. Al terminar de minimizar y equilibrar, se puede proceder a realizar la
SDM propiamente y permitira observar el comportamiento del sistema disefiado
(27, 32, 37).

1.3.4.3 GROMACS

Las simulaciones de dinamica molecular han ampliado el alcance de la
quimica por su capacidad de resolucién espacial y temporal que no es posible
disponer con otros experimentos. Las SDM requieren paquetes de software de
uso especifico como GROMACS, AMBER, NAMD, CHARMM, LAMMPS o
Desmond (9, 13, 38).

GROMACS (Maquina Groningen para simulaciones quimicas) es una
paqueteria de programas para realizar y analizar dinamicas moleculares. El
coédigo de GROMACS es un cédigo abierto escrito en lenguaje de programacion
C++ y de uso libre (14, 20, 25).
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Esta paqueteria es una de las mas utilizados para SDM debido a su
velocidad de resolucion de los célculos. Esto es Gtil ante la limitacion de recursos
informaticos, buscando maximizar el rendimiento los equipos de computo en las

simulaciones (39).

GROMACS puede establecer multiples patrones como plegado de
proteinas, union de proteinas y transporte de membranas celulares, identificando
el comportamiento de estas biomoléculas cuando estan expuestas a cambios de
temperatura, presion y otras condiciones que se encuentran en un entorno real,

siendo util para la investigacion y optimizacion de farmacos (20).
1.3.4.4 PyMOL

Es un programa de visualizaciéon escrito en lenguaje de Python para
generar graficos moleculares e imagenes 3D de alta calidad de moléculas y
sistemas, asi como la generacion de animaciones de alta calidad de los sistemas
de estudio. La interfaz dispone al usuario diferentes representaciones visuales
para las estructuras moleculares, a partir de archivos PDB (Protein Data Bank)
0 GRO (GROMACS). Ademas, permite cargar las trayectorias obtenidas de las
SMD para su visualizacion y estudio mediante una secuencia de imagenes de

sistema (33).
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2.1 Diseio experimental
2.1.1 Planteamiento del problema

El alendronato es un farmaco anti-resortivos que aumenta la densidad

mineral ésea en pacientes con osteoporosis. Sin embargo, presentan multiples
efectos adversos como Ulceras, fracturas atipicas y osteonecrosis mandibular.
Por ello, se debe discontinuar su uso después de 3 a 5 afios (34).
El alendronato presenta una baja biodisponibilidad y se estima que solo el 1%
de la dosis administrada por VO tiene efecto sobre las funciones biolégicas,
mientras el remanente es rapidamente excretado por via renal. Por ello, la
dosificacion de ALN es alta y se presentan efectos adversos. Actualmente,
existen grandes proyectos de investigacion para desarrollar nuevos farmacos
que permitan reemplazar a los BFs y evitar los efectos secundarios. Sin
embargo, los BFs tiene un bajo costo y son de facil acceso para la mayor parte
de la poblacion.

Las ciclodextrinas tienen la capacidad de formar complejos de inclusion,
es decir actian como un vehiculo para incrementar la solubilidad vy
biodisponibilidad de algunas moléculas.

Por lo tanto, nosotros proponemos el uso de las CDs como
transportadores del ALN con el fin dltimo de ampliar los tiempos de uso de los
BFs, reducir los efectos secundarios, y mejor biodisponibilidad del farmaco. En
esta tesis desarrollaremos los experimentos de SDM para determinar a la CD

con mejores propiedades para servir como transportador del ALN.
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2.1.2 Justificacion

Las herramientas computacionales actualmente, nos permiten crear nuevos
métodos de experimentacion y generar resultados previos al trabajo de
laboratorio. Las simulaciones nos permiten obtener una perspectiva del sistema
a investigar y nos ofrece también una mayor probabilidad de generar lineas de
investigacion exitosas.

Nuestro trabajo pretende aportar una nueva linea de investigacion para el
desarrollo de transportadores para los BFs y otorgar mayores beneficios clinicos
a los pacientes.

El desarrollo de nuevos farmacos no es un proceso de bajo costo ni breve, por
ello, las simulaciones nos permiten disminuir la cantidad de tiempo invertido, el
capital humano, capital econémico y reactivos de laboratorio, beneficiando en un
principio a los laboratorios, al obtener una primera experimentacion in silico que
permita manejar escenarios experimentales y obtener algunas de las
posibilidades mas adecuadas para su posterior experimentacion in vitro que en
caso de ser exitosa, pueda ser un factor para desarrollar nuevos procesos de
elaboracién en bifosfonatos, beneficiando posteriormente al sector poblacional
al que se administran este tipo de medicamentos, pudiendo disminuir los efectos

adversos al ser ministrados, asi como mejorar los procesos de farmacodinamica.

Por todo esto, una de las posibles soluciones, es el manejo e investigacion de
nuevos vehiculos para los BFs, los cuales puedan aumentar la biodisponibilidad
de estos medicamentos en el organismo, ayudando a aumentar la formacion de
tejido 6seo en pacientes con afecciones 0seas, a la vez que se evitan algunos
de los efectos adversos que se presentan actualmente no estos medicamentos,
mejorando la calidad de vida de los pecientes; también la posibilidad de
encontrar una aplicacion futura a este tipo de herramientas en areas de
especializacion odontolégica como la cirugia oral y maxilofacial, periodoncia,

implantologia, protesis bucal y maxilofacial.

27

——
| —



2.1.3 Hipotesis

El uso de las simulaciones de dinamica molecular nos ayudara a identificar las
condiciones termodinamicas adecuadas para la formacion de complejos estables
de bifosfonatos con ciclodextrinas naturales y se podra predecir cual es la

ciclodextrina con mayor afinidad con el alendronato.

2.1.4 Objetivo
2.1.4.1 Objetivo general

Determinar la asociacion estructural y energética mas estable entre la a-CD, -
CD y la y-CD y una molécula de alendronato a través de experimentacion in

silico.
2.1.4.2 Objetivos especificos

1.- Construir modelos atdémicos de las ciclodextrinas y el alendronato.

2.- Configurar los sistemas a ser estudiados mediante simulacion de Dinamica

Molecular.
3.- Estabilizar las variables de estados de los sistemas.
4.- Determinar la asociacion estructural entre las ciclodextrinas y el alendronato.

5.- Calcular las interacciones energéticas entre las ciclodextrinas y el

alendronato.

6.- Proponer condiciones de disolucion entre las ciclodextrinas y el alendronato

para la formacién de complejos experimentalmente.
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3.1 Material y método
3.1.1 Tipo de estudio

Se desarrollé un estudio experimental, con un universo de estudio finito,
en el que se realizaron 3 pruebas in silico por medio de SDM para determinar las

interacciones energéticas que se presentan en cada sistema.

El tipo de muestreo fue sistematico, con 3 sistemas disefiados con una molécula
de alendronato y una molécula de CD diferente en cada sistema (alfa, beta,

gamma).

3.1.2 Material

Equipo de cdmputo que se encuentre con un sistema operativo Linux-
Ubuntu, paquete de datos GROMACS 5.2.19, programa de visualizacion
molecular tridimensional Pymol, programa para graficar XMGRACE.

Bases de datos en linea [Protein Data Bank (PDB), The Cambridge Structural
Database (CSD)], archivos de coordenadas tridimensionales (alendronato, alfa-
CD, beta-CD, gamma-CD), modelo de agua SPC216.

3.1.3 Método

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos ubicado
en el Departamento de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia.
Se realizé la busqueda de los archivos con coordenadas tridimensionales de los
atomos de la a-CD, B-CD, y-CD y del alendronato a través de una base de datos
en linea (Protein Data Bank).

Se inici6 el modelado de los sistemas de estudio, a través de una terminal
que permita ejecutar y leer comandos se ejecutd la manipulacion y desarrollo de
los distintos archivos.

Se conjunto las coordenadas de los atomos de cada CD con ALN en un
archivo .gro para su manipulacion. Se desarrollaron tres sistemas, el sistema a-
CD-ALN, el sistema 3-CD-ALN y el sistema y-CD-ALN.

Se utilizé el paquete de programas GROMACS version 5.2.19 para
realizar SDM y el campo de fuerza modificado por GROMOS54a7 obtenido del
directorio de trabajo en GROMACS (opcion 15).
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El modelo de agua utilizado fue el SPC216, generando un archivo .gro
nuevo para su manipulacion en la interfaz de la terminal, se utilizaron condiciones
periodicas en las cajas de simulacibn de una geometria cubica con una
dimension de 2.5.

La caja de simulacién se solvaté con el modelo de agua elegido (SPC216),
para poder ensamblar el sistema con una molécula de CD, una molécula de ALN
y un solvente en cada modelo.

Se realizaron minimizaciones de energia para asegurar que el sistema
tenga una estructura de inicio adecuada en relacién con el solvente.

Se realizd el ensamblaje de conjunto NVT (Numero constante de
particulas, Volumen y Temperatura), un archivo para estabilizar la temperatura
del sistema.

Posteriormente, se debe equilibrar la presion del sistema, por lo que se
genero el ensamblaje de conjunto NPT (NUmero constante de particulas, Presion
y Temperatura) para estabilizar la presion a la que se desarrolle el sistema, este
es similar en parametros al archivo utilizado para el equilibrio NVT.

Después de equilibrar la temperatura y presion del sistema, se realizo la
SDM propiamente por un tiempo de 25 ns o al poder observar la primera
interaccidn concreta de acomplejamiento entre ambas moléculas.

Los datos fueron analizados con las herramientas de GROMACS y se
graficaron con el programa XMGRACE que permitiera obtener esquemas de los
momentos de acercamiento y repulsién entre ambas moléculas asi como los

puente de hidrégeno formados durante las dinAmicas moleculares.
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4.1 Resultados y discusidn

4.1.1 Anéalisis termodinamico
4.1.1.1 Complejo a-CD-ALN

La a-CD es un oligosacarido ciclico conformado de seis unidades de
glucosa. Las ciclodextrinas presentan una forma de cono truncado, presentando
un extremo méas ancho que otro, ademas cuenta con una superficie externa
hidrofilica y una cavidad hidrofobica, debido a las 6 unidades de glucosa,
presenta una cavidad pequefa, que le permite acomplejar moléculas de bajo

peso molecular (40).

Durante las simulaciones de dinamica molecular la a-CD y el alendronato
presentaron un acomplejamiento inestable, mostrando acercamientos Yy
alejamientos de manera aleatoria entre el alendronato y la a-CD, sin embargo,

el alendronato no ingresa completamente en la cavidad de la a-CD (Figura 8).

En las figuras 8 y 9, se observa el momento en que se intenté completar
el proceso de acomplejamiento entre la a-CD y el alendronato, donde la cadena
de nitrogeno (baston azul) se adentra en el cono, mientras los fosfatos se quedan

en la parte externa.

Figura 8 Proceso de inclusion del Figura 9 Vista lateral del proceso de

complejo a-CD-ALN, se aprecia la inclusién del complejo a-CD-ALN, se

deformacién de la a-CD impidiendo el aprecia que la parte nitrogenada del

acomplejamiento completo del ALN. ALN ingresa a la cavidad, sin embargo,
los fosfatos permanecen fuera.
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Figura 10 Distancia entre la a-CD y alendronato
durante 40 ns.

En la figura 10 puede observarse como la a-CD se deforma durante la
SDM y probablemente esa sea la causa de la cual el ALN no entra en la cavidad.

El proceso de acomplejamiento se completé en un tiempo de 35 ns. (Figura 9).

Ademas, estos datos nos arrojan la distancia entre el centro de masa del
alendronato con respecto a la a-CD durante la SDM en un medio acuoso durante
un tiempo de 40 ns (Figura 10). La interaccion inicioé a una distancia aproximada
de 4.5 nm, acercandose en los primeros nanosegundos a una distancia de 2.25
nm, posteriormente, presenté un acercamiento hasta los 0.25 nm en los primeros
10 ns sin que el alendronato lograra introducirse por completo en la cavidad de
la a-CD, mostrando nuevamente un alejamiento entre los compuestos, con
acercamientos irregulares hasta los 35 ns, donde tuvo una mayor estabilidad.
Sin embargo, no logré introducirse por completo en la cavidad, mostrando un
comportamiento de acomplejamiento inestable por la morfologia de la a-CD,

impidiendo completar el proceso.
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Estos datos también permitieron realizar la cuantificacion de la energia de
interaccion de la a-CD y el alendronato mediante la descomposicion de las
energias de corto alcance, es decir, las energias no enlazantes del campo de
fuerza, entre los compuestos. Los valores obtenidos no son idénticos a la energia
libre del proceso del acomplejamiento, sin embargo, es una medicion util para
evaluar la energia de interaccion. La energia de interaccion tuvo un valor de -
1.0979E-06 (kJ/mol).

Puentes de Hidrogeno

— Hydrogen bonds

O 1 1 I 1 I 1
0 10 20 30 40

Time (ns)

Figura 11 Se aprecia la formacién de puentes de hidrégeno en el
complejo Alendronato-Alfa CD durante un tiempo de 40 ns.

La figura 11 muestra la formacion de hasta 3 puentes de hidrégeno, la
duracion de estos puentes es de pocos nanosegundos, los lapsos donde se
forman una mayor cantidad de puentes de hidrogeno son al llegar a los 10 ns 'y
en el final de la dindmica, donde tienen lugar los intervalos de mayor

aproximacion entre ambas moléculas durante su proceso de acomplejamiento.
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4.1.1.2 Complejo B-CD-ALN

La B-CD es un oligosacarido ciclico conformado de siete unidades de
glucosa. Su morfologia en forma de cono truncado, presenta un extremo mas
ancho que otro, ademas cuenta con una superficie externa hidrofilica y una
cavidad hidrofobica, debido a las 7 unidades de glucosa, presenta una aumento
en el tamafio de su cavidad interna en comparacion a la a-CD, que le permite
acomplejar moléculas mayor tamafio y peso, incluso algunos compuestos
aromaticos (40).

La B-CD y el alendronato tuvieron un mecanismo de acomplejamiento
similar al de la a-CD, donde la cadena con el nitrégeno se inserta en el cono de
la B-CD. Sin embargo, se aprecia la cavidad de la CD sin deformar, permitiendo
el adecuado ingreso del ALN, este proceso de acomplejamiento tiene lugar en
los primeros 2 ns, de las SDM y se mantiene la interaccion durante todo el tiempo
restante de la SDM. Es decir, el acomplejamiento es rapido y estable durante
toda la SDM, con un acercamiento progresivo e ingresando totalmente en la

cavidad de la 3-CD en poco tiempo (Figura 12 y 13).

Figura 12 Proceso de inclusion del Figura 13 Vista lateral del proceso de
complejo pB-CD-ALN, se aprecia Ila inclusion del complejo B-CD-ALN, se
infroducciéon completa de la molécula aprecia el grupo fosfato ingresando por
de ALN, mientras la B-CD mantiene su la zona mds ancha de la CD.

estructura sin deformacién.
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La figura 14 muestra la distancia entre el centro de masa entre la B-CD y
el ALN, ademas del comportamiento de la SDM entre ambas moleéculas en un
medio acuoso durante un lapso de 10 ns. Al inicio de la SDM la distancia entre
los compuestos es de 2.25 nm, hasta el acomplejamiento durante los primeros 2
ns, y después del acomplejamiento se mantiene la interaccién constante entre
los compuestos, mostrando una mayor estabilidad durante la SDM y completar
un tiempo de 10 ns.

Este sistema es el mas estable, requiere menor tiempo para completar el
proceso de acomplejamiento. La energia de interaccion entre la B-CD y el

alendronato tuvo un valor de -41.0165 (kJ/mol).

Distancia entre Alendronato y B-CD
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Figura 14 Distancia entre B-CD y alendronato durante
10 ns.

La figura 14 nos indica la relacion entre distancia y tiempo durante un
lapso de 10 ns de dinAmica molecular, mientras la figura 15 nos permite observar
la cantidad de puentes de hidrégeno formados en el sistema 3-CD-ALN durante

el tiempo de la SDM.
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Figura 15 Se aprecia la formacién de puentes de hidrégeno en
el complejo Alendronato-Beta CD durante un tiempo de 10 ns.

0

La figura 15 presenta una grafica, donde muestra la cantidad de puentes
de hidrégeno formados durante la simulacién del sistema, mostrando la
formacion de hasta 6 puentes de hidrégeno en el complejo del alendronato con
la B-CD durante la SDM. Sin embargo, los 6 puentes no se presentan de forma
constante, solo 4 puentes de hidrégeno se presentan regularmente durante toda
la simulacién, esto indica una constante en la interaccion de ambas moléculas
durante el tiempo de dindmica molecular, al no presentar una menor cantidad de

puentes durante el tiempo de la dinamica.
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4.1.1.3 Complejo y-CD-BF

La y-CD es un oligosacarido ciclico conformado de ocho unidades de
glucosa, estas unidades se encuentran conectadas por enlaces a-(1-4)
glucosidicos. La y-CD presenta una forma de cono truncado con una superficie
externa hidrofilica y una cavidad con un caracter hidrofobico de una medida de
7.5 a 8.3 A, con una profundidad de 7.9 A, esta morfologia le permite a la
ciclodextrina generar un complejo de inclusién para algunas moléculas de mayor
tamafo en relacién con la a-CD y a 3-CD, como son moléculas macrociclicas o

esteroides (40).

En el complejo y-CD-BF se observé que el alendronato logré introducirse
completamente en la cavidad de la ciclodextrina por acomplejamiento (Figura
16). Lateralmente se observa que la molécula ingresa por completo en la
cavidad, con la zona nitrogenada en la zona mas estrecha del cono (Figura 17).
Sin embargo, la inclusién completa a la cavidad tuvo lugar a 27 ns, presentando

momentos de acercamiento e inestabilidad de la dinAmica durante su inclusion.

Figura 16 Proceso de inclusion del Figura 17 Vista lateral del complejo de

complejo y-CD-ALN, se aprecia la inclusion y-CD-ALN, se aprecia Ila

infroduccién de la molécula de ALN. infroduccion total de la molécula de ALN
dentro de la y-CD.
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La figura 18 muestra el comportamiento de la distancia entre la y-CD y el
alendronato por un lapso de 30 ns, iniciando a una distancia aproximada de 3.25
nm, con un acercamiento a la y-CD en un tiempo aproximado de 2 ns. También
mostrd un distanciamiento en el mismo lapso de tiempo, manteniendo ciclos de
acercamiento y alejamiento durante los primeros 25 ns, y se estabilizé en los
altimos ns, mostrando un proceso de acomplejamiento después de 27 ns, y hasta
el final de la dinamica.

Distancia entre Alendronato y G-CD
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Figura 18 Distancia entre y-CD y alendronato durante 30
ns.

Se cuantific la energia de interaccion del complejo y-CD y el alendronato
mediante la descomposicion de las energias de corto alcance, es decir, las
energia no enlazantes del campo de fuerza, entre los compuestos. La energia
de interaccion tuvo un valor de -0.000534837 (Kj/mol).
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Figura 19 Se aprecia la formaciéon de puentes de hidrégeno
en el complejo Alendronato-Gamma CD durante un tiempo
de 30 ns.

La figura 19 muestra la cantidad de puentes de hidrégeno que se forman
en el complejo del alendronato con la y-CD durante la SDM, en un tiempo de 30
ns, en los primeros 5 ns se aprecia la formacion de un puente de hidrégeno,
debido a la interaccion distante que presentaron los compuestos inicialmente,
posteriormente, esa unién se presenta nuevamente hasta los 25 ns, donde se
presentan de 2 a 4 puentes de hidrégenos de forma constante durante el resto
de la dinamica. La dinamica del sistema y-CD-ALN present6 un acomplejamiento
completo en comparacién a la a-CD-ALN, sin embargo, con relacién al sistema
B-CD-ALN.el tiempo de interaccion hasta que completé el proceso de

acomplejamiento fue mayor ademas que form6 menos puentes de hidrogeno.
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5.1 Discusioén

Las ciclodextrinas naturales son transportadores ampliamente usados en
diversas industrias como la farmacéutica, ya que, por sus caracteristicas
estructurales y quimicas, existe la posibilidad de formar compuestos de alta
eficacia, principalmente por su capacidad para formar complejos de inclusion,
proceso que permite incorporar moléculas huésped en su interior preservando
las propiedades del huésped (20).

Las CDs aumentan la biodisponibilidad de farmacos y a la vez disminuyen
los efectos adversos para el paciente, mejorando la calidad del tratamiento
farmacoldgico (8, 11).

Uno de los BFs méas usados en la terapia anti-resortivas es el alendronato
de sodio, fArmaco que ha demostrado su eficiencia dentro de un rango de 3 a5
afos, con la principal propiedad de disminuir la funcion osteoclastica inactivando
osteoclastos, disminuyendo el ciclo de vida y la formacion de estas células y por
consecuencia, preservando y aumentando la densidad 6sea (13). Sin embargo,
se ha observado que este medicamento presenta efectos secundarios multiples,
como dolor abdominal, vomito, Ulceras esofagicas hasta osteonecrosis (12).

Por lo anterior, nosotros deseamos desarrollar un excipiente de transporte
que aumente la biodisponibilidad del farmaco en el paciente a la vez que
disminuya los efectos adversos durante el tratamiento.

Para caracterizar el acomplejamiento entre las ciclodextrinas y el
alendronato de sodio determinamos realizar experimentos in silico de SDM por
permitir un panorama atomico del proceso y poder determinar varias condiciones

antes de realizar la etapa experimental in vitro.

La asociacion entre las CDs y el ALN es un proceso con semejanzas
estructurales, en la que la principal diferencia es el nimero de unidades en cada
ciclodextrina, la a-CD con 6, la 3-CD con 7 y la y-CD con 8, lo cual influye en el
tamafio de la circunferencia y por ende en el tamafo de la cavidad de las CDs

para la integracién de una molécula huésped (23).

La estructura de las CDs como conos permite la entrada del ALN por
ambos lados, sin embargo, se observo que la entrada del ALN se realizé por el
lado mas amplio de las CDs. Aunque, la a-CD presenta una deformacion de la

estructura e impide el adecuado acomplejamiento del alendronato al interior de
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la CD. La B-CD no presenta deformacion en su estructura durante las
simulaciones permitiendo la entrada del ALN. En el caso de la y-CD, tampoco se
observaron deformaciones en su estructura y permitio la entrada de la molécula
huésped en su interior. Este acomplejamiento requirié6 mayor tiempo, en relacion

a los otros sistemas.

El acomplejamiento entre el ALN y la a-CD, inicia con la entrada del grupo
amino por la zona amplia del cono de la CD. Debido a la deformacion de la CD
y al tamafio de la cavidad, los grupos fosfatos no pueden ingresar al interior de
la CD.

En el sistema con la B-CD, el ALN ingresa por la zona mas ancha de la
estructura conica de la CD e inicia con la entrada del grupo amino seguido de la
cadena alifatica, permitiendo a los grupos fosfatos acoplarse en la zona mas

ancha del cono sin presentar deformacion.

El sistema de la y-CD, la molécula ingresa por la zona mas amplia del
cono de la CD, con la zona de” tridente” o fosfatos en primer lugar, e ingresando
posteriormente la cadena alifatica y el grupo amino del ALN, esto muestra una
diferencia en relacion con los sistemas anteriores, donde el ALN ingreso con el

grupo amino a la cavidad de la CD.

El centro de masa media de las moléculas es importante para determinar
la velocidad de unién y la distancia total de las moléculas. La velocidad de
interaccidn durante el proceso de inclusién en el sistema la a-CD-ALN, se mostro
con un comportamiento inestable, se observaron acercamientos de 0.3 nm en
los primeros 10 ns, posteriormente tuvieron ciclos de acercamiento y alejamiento
de hasta 4 nm durante 20 ns, hasta el final de la simulacion a los 35 ns se observo

un acomplejamiento estable.

El sistema B-CD-ALN mostré la mayor velocidad de acomplejamiento
entre los sistemas, con un acercamiento subito en los primeros 2 ns, mostrando

posteriormente ligeros acercamientos y alejamientos en el rango de 3 A.

La velocidad de acomplejamiento en el sistema y-CD-ALN mostro
acercamientos y alejamientos de hasta 2.5 nm, donde los compuestos no se

acercaron a mas de 0.7 nm en los primeros 25 ns. Posteriormente el ALN se
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integra en la cavidad de la CD, aunque este acomplejamiento requiri6 mayor

tiempo, en comparacion al sistema (3-CD-ALN.

Los puentes de hidrogeno son enlaces de baja fuerza formados por un
atomo de hidrégeno junto a dos atomos electronegativos, como el nitrdgeno o el
oxigeno. Estas uniones indican el nivel de interaccion entre un solvente y un

soluto.

El complejo a-CD-ALN no formé puentes de hidrégeno durante los
primeros ns, hasta los 10 ns se forman los primeros puentes de hidrégeno, con
un maximo de 4, pero 3 puentes de forma frecuente. Sin embargo, los puentes
se separan durante 26 ns aproximadamente por el distanciamiento de los
compuestos. Después, de los 36 ns se vuelven a formar puentes de hidrogeno
en el final de la dindmica, con un maximo de 6 puentes de hidrégeno, pero solo

3 puentes de manera estables.

El complejo B-CD-ALN formo puentes de hidrogeno desde el primer ns,
generando hasta 3 en los primeros 2 ns, formando mas puentes durante los
siguientes 8 ns de la SDM, formando mayor cantidad de uniones durante el resto
de la simulacion, llegando a un punto maximo de 6 puentes de hidrégeno, 4
puentes se forman de manera regular, existiendo una mejor interaccion entre los

compuestos.

El sistema y-CD-ALN no mostré formacién de puentes de hidrogeno
durante los primeros 22 ns de la simulacion, a partir de los 23 ns se forman 4

puentes de hidrogeno de manera regular.

Las SDM demuestran que los complejos a-CD-ALN y y-CD-ALN tienen
menor probabilidad de formar complejos, en comparacion al complejo B-CD-
ALN.,

Las fuerzas que mantienen a la molécula de ALN dentro de la cavidad de
la CD son los puentes de hidrogeno, formados por la relacion entre el medio
acuoso, la cavidad hidrofébica de la CD y el ALN. Aunque existe la interaccion
de formar enlaces por la presencia del solvente, la deformacién de la estructura
(Etota) de la a-CD y la cavidad de mayor tamafio de la y-CD-ALN no permiten
mantener los puentes de hidrogeno, impidiendo el proceso de acomplejamiento

completo.
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En el caso del compuesto (-CD-ALN, el tamafio adecuado de la cavidad
de la CD en relacion al tamafio del ALN, permite un sistema mas estable por la

cantidad de enlaces formados.

La interaccion de energia es un calculo que permite la comparacion entre
las fuerzas de interaccion que existe entre los complejos moleculares.
Para cuantificar la energia de interaccion total (Etwta) entre un receptor y un
ligando, se calcula a partir de la suma de las energias de interaccion
electrostéticas (Eelec) Y la suma de las energias de interaccion de Lennard-Jones
(EL) (37).
Etotar = Eetec T EL]

(6)

Para cuantificar la Etwta entre el ALN y las CDs se utilizé la herramienta
“gmx energy”la cual tiene la capacidad de descomponer energias no enlazantes
de corto alcance en grupos definidos (39).

Los valores obtenidos del complejo a-CD-ALN, que presenta energia de
interaccion de 8.87913E° y un valor de -1.0979E°%, un valor alto en
comparacion al sistema (3-CD-ALN. Las energias de interaccion entre el ALN y
la a-CD son el resultado de la deformacion en la estructura de la CD durante la
SDM, la imposibilidad de la formacion de puentes de hidrogeno y la falta de un
buen acomplejamiento estructural.

El complejo B-CD-ALN present6 energia de interaccion de 18.5624 y un valor
Etotal de -41.0165, un valor bajo en comparacién al sistema a-CD-ALN, debido a
la posibilidad de la formaciéon de puentes de hidrogeno, la estabilidad que
presentan ambas estructuras durante la SDM.

El complejo y-CD-ALN presenta un valor interaccion de energia de 0.00620962
y un valor Etwta de -0.000534837. Lo cual es debido a la imposibilidad de formar
puentes de hidrogeno en los primeros ns de la SDM y a la falta de un buen

acomplejamiento estructural entre la CD y el ALN.
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6. Conclusiones

El presente trabajo utilizé la SDM obteniendo datos importantes entre las

ciclodextrinas y su interaccion con el alendronato.

La SDM nos permitié construir modelos atdbmicos entre las ciclodextrinas

y el alendronato.

Se logr6é determinar la asociacion estructural y energética entre las
ciclodextrinas y el alendronato, dando como mas favorable la asociacién 3-CD-
ALN.

El complejo B-CD-ALN present6 los mejores valores en las energias de
interaccién, capacidad de formar puentes de hidrégeno durante el tiempo de
simulacién, donde el tiempo de acomplejamiento entre ambas moléculas es

mayor en comparacion con los otros sistemas estudiados.

Por ello, el presente trabajo sugiere que, la opcidbn mas viable para
continuar con la investigacion y experimentacion con las ciclodextrinas y el

alendronato en etapa in vitro es la asociacion 3-CD-ALN.
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