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Resumen

La niclosamida ha surgido como un candidato prometedor en la busqueda de farmacos de
reposicionamiento, especialmente en aplicaciones antivirales, antibacterianas vy
anticancerigenas. Sin embargo, su aplicacidon se ve obstaculizada por su baja solubilidad, lo que
limita su biodisponibilidad y, por lo tanto, su potencial terapéutico. En este contexto, se ha
explorado la formacion de complejos de inclusidn como una estrategia para mejorar la
solubilidad de la niclosamida.

En particular, la formacién de complejos de inclusién con ciclodextrinas permite aumentar la
solubilidad acuosa de farmacos insolubles, debido a su estructura molecular Unica, es decir su
superficie hidrofilica y su cavidad hidrofdbica. Esta estructura confiere a las ciclodextrinas la
capacidad de encapsular moléculas hidrofébicas en su interior, creando un entorno mas
hidrofilico para el fdrmaco. Asimismo, se ha estudiado que agregar un tercer componente en los
complejos de inclusién, da lugar a complejos de inclusidén ternarios, que a comparacién de las
formulaciones CD/farmaco, aumentan la solubilidad y estabilidad de los complejos. Entre los
compuestos que se han utilizado como agentes ternarios se encuentran los polimeros, acidos
carboxilicos, aminoacidos, metales o bases orgdnicas.

En ese contexto, en el presente trabajo se estudio la formacion de complejos de inclusidon entre
B-ciclodextrina y niclosamida para mejorar la solubilidad acuosa del farmaco. Se encontré que
ocurre la formacién del complejo de inclusién B-ciclodextrina/niclosamida, sin embargo, la
cantidad de niclosamida complejada fue baja. Debido a la ineficiencia del complejo formado, se
explord la formacion de un complejo de inclusion ternario en el que se agregd polietilenglicol
como tercer componente. Para el complejo ternario se exploraron distintas estequiometrias
para elegir aquella en la que se observara el mayor cambio en la solubilidad de niclosamida. De
igual forma se explord orden de adicién de los componentes en la preparacién del complejo
ternario y se estudio el efecto del pH considerando la influencia de la ionizacion del fdrmaco en
su solubilidad. Para el complejo ternario se encontré que, el orden de adicion con el que se logré
recuperar la mayor de niclosamida fue PB-ciclodextrina, luego niclosamida y por ultimo
polietilenglicol. Se encontré que al aumento de pH ocasiond un mayor aumento de solubilidad.

Este trabajo proporciona una comprension mas profunda de cémo la formacién de complejos de
inclusién y complejos de inclusion ternarios puede mejorar la solubilidad de la niclosamida, lo
gue tiene importantes implicaciones para su aplicacidn clinica. Estos hallazgos podrian allanar el
camino para el desarrollo de nuevas formulaciones de niclosamida con una mayor eficacia
terapéutica y una mejor biodisponibilidad, lo que podria beneficiar a pacientes en una amplia
gama de condiciones médicas.
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1. Marco tedrico

1.1.  Laniclosamida

La niclosamida (NCL) cuyo nombre por la IUPAC es 5-cloro-N-(2-cloro-4-nitrofenil)-2-
hidroxibenzamida (Figura 1), surgié como un farmaco para tratar la teniasis humana en 1961 bajo
el nombre comercial de Yomesan en Alemania Occidental (Pearson, 1985). Su uso como farmaco
antihelmintico fue aprobado en los Estados Unidos por la FDA en 1982 (Chen et al., 2018a).

HO
Cl

2T

Cl

o

Figura 1. Estructura quimica de NCL.

La NCL un farmaco de clase Il segun el Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica (BCS, por sus
siglas en inglés), lo cual significa que NCL presenta una baja solubilidad y alta permeabilidad
(Dahan et al., 2009). En cuanto a la solubilidad, la NCL presenta dificultades para disolverse de
una forma eficiente en los fluidos bioldgicos. Se han reportado valores de solubilidad acuosa en
el rango de 6-13 pg/mL (Pardhi, 2017; Van Tonder, 2004). Su solubilidad en otros disolventes es
de 6 mg/mL en EtOH y de 14 mg/mL en DMSO (Al-Hadiya, 2005). Por otro lado, una alta
permeabilidad implicaria que podria atravesar facilmente membranas biolégicas, sin embargo, la
absorciéon de NCL se ve limitada por su baja solubilidad, lo cual resulta en su actividad
antiparasitaria en el intestino (Barbosa et al., 2019).

La solubilidad acuosa de NCL se describe mediante el siguiente equilibrio quimico (Figura 2.), en

el que las formas protonadas y disociadas de NCL corresponden a las concentraciones molares
en equilibrio de ambas especies.

HO 0
el Cl
H Ka H
N +
N + H0 — + H30
— Cl
Cl
o (o]
O,N O,N

NCL (4cido protonado) NCL (sal desprotonada)

Figura 2. Equilibrio de la solubilidad de NCL en agua.
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De acuerdo con la ecuacion de Henderson-Hasselbach se llega a la relacién, en la que el valor
donde existen cantidades equimolares de ambas especies corresponde al valor de la constante

de acidez (Ka) de la NCL, el cual es de 7.58 x10”” mol/L, el valor de pKa de NCL es de 7.12 (Needham,
2022).

1.1.1. Reposicionamiento de la niclosamida

El reposicionamiento de farmacos, es el proceso de identificar y desarrollar nuevas aplicaciones
terapéuticas para farmacos aprobados existentes para su uso en otras condiciones médicas. En
lugar de desarrollar un nuevo farmaco, el reposicionamiento busca aprovechar el conocimiento
existente sobre la seguridad, la farmacocinética y, en algunos casos, el mecanismo de accién de
los farmacos ya aprobados para tratar una enfermedad diferente (Pushpakom et al., 2018).

Dentro del contexto del reposicionamiento de fdrmacos, la NCL ha vuelto a ser objeto de estudio,
de manera que se han investigado aplicaciones potenciales distintas a su actividad
antiparasitaria, y ha mostrado respuesta preventiva, inhibitoria y anti proliferativa en lineas
celulares relacionadas a infecciones virales, enfermedades microbianas y cancerigenas,
respectivamente (MacDonald et al., 2006).

1.1.1.1.  NCL como potencial agente antiviral

La NCL ha demostrado una amplia actividad antiviral contra diversas categorias de virus. Se ha
investigado la actividad de NCL en los coronavirus, como el Coronavirus del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV), el Coronavirus del Sindrome Respiratorio de Medio
Oriente (MERS-CoV) y el Coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2),
virus responsable de la enfermedad COVID-19. Se encontrd que la actividad antiviral de NCL en
SARS-CoV-2 es mediante la inhibicion de la proliferacién del virus al inducir su autofagia (Jin et
al., 2022).

La NCL también ha presentado actividad antiviral en los preflavivirus transmitidos por mosquitos
como el Virus del ZIKA, el Virus del Dengue (DENV) o el Virus de la Fiebre Amarilla (YFV). Con ZIKA
se mostro que la NCL inhibid la activacion de la caspasa-3 inducida por el ZIKA y ocasiond la
muerte de las células huésped infectadas a concentraciones submicromolares (Shamim et al.,
2021).

Otros virus en los que NCL ha presentado actividad antiviral son el virus de la hepatitis C (HCV),
el virus del Ebola (EBOV) y el adenovirus humano (HAdV). Se ha estudiado la actividad de NCL en
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el HCV y se observo que el farmaco inhibe la replicacion del HCV mediante la modulacion del
proceso celular del huésped (Xu et al., 2020).

1.1.1.2.  Niclosamida como potencial agente antimicrobiano

La NCL ha mostrado una actividad antimicrobiana significativa contra una amplia variedad de
bacterias patégenas como Mycobacterium tuberculosis, Bacillus anthracis y Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM), asi como Helicobacter pylor
(Tharmalingam, 2018). Lo que sugiere su potencial utilidad como tratamiento para infecciones
resistentes a los antibidticos convencionales . En el caso de la tuberculosis, la NCL ha demostrado
inhibir el crecimiento el Mycobacterium tuberculosis, 1a bacteria responsable de esta enfermedad
(Chen et al., 2018b). La NCL también ha mostrado proteger las células expuestas a la toxina letal
del dntrax, producida por la bacteria Bacillus anthracis. Uno de los posibles mecanismos de accion
de la NCL podria ser la acidificacion de los endosomas (Zhu et al., 2009).

En el caso del SARM, la NCL ha presentado actividad bacteriostatica, es decir, inhibe el
crecimiento de esta bacteria. Estudios han demostrado que la NCL prolonga la supervivencia de
nematodos infectados con SARM vy también inhibe el crecimiento de otras bacterias
grampositivas, como Enterococcus faecium (Kadri et al., 2018).

1.1.1.3. Niclosamida como potencial agente anticancerigeno

Se ha reportado que la NCL exhibe efectos inhibitorios sobre diversas vias de sefializacidon
intracelular, muchas de las cuales estan asociadas con el desarrollo del cadncer. Esta caracteristica
la convierte en un potencial agente anticancerigeno, (Y. Li et al., 2014). Por ejemplo, la NCL inhibe
la proliferacion celular y la transicion epitelial-mesenquimal en el caso del carcinoma
adrenocortical. La NCL inhibe la via de sefializacién Wnt/B-catenina sobreexpresada en cancer de
colon y de mama (Chen et al., 2018b). En el caso del cancer de mama, ademas, suprime la
sefializacion mTORC1. En el cdncer de ovario y osteosarcoma, asi como en el cancer de préstata,
la NCL también inhibe la viabilidad celular (Naqvi et al., 2017).

La capacidad de NCL para inhibir multiples vias de sefializacion intracelular relacionadas con el
cancer, la hacen un potencial candidato anticancerigeno. En contraste con los
guimioterapéuticos comerciales, que al ser agentes citotdxicos afectan tanto a células cancerosas
como a células sanas, la NCL actua sobre vias especificas, lo que podria reducir los efectos
adversos.
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Ademds, al ser un farmaco existente, su reposicionamiento podria ofrecer un tratamiento mas
econdmico y accesible que el desarrollo de nuevos quimioterapéuticos.

A pesar de la actividad de la NCL, es primordial tener en cuenta que su insolubilidad es el principal
obstaculo por vencer para reposicionar al fdrmaco como posible agente antiviral, antimicrobiano
o anticancerigeno. De manera que incrementar su solubilidad acuosa, potencialmente mejoraria
su perfil farmacocinético.

1.1.2. Caracteristicas estructurales de niclosamida

La NCL presenta una estructura molecular que favorece una conformacion casi plana y rigida
debido a una serie de interacciones intermoleculares e intramoleculares. En primer lugar, la
conformacidn casi plana del farmaco se debe a que la molécula se encuentra bloqueada a través
de un puente de hidrégeno intramolecular entre el oxigeno del grupo hidroxilo (-OH) y el
hidrégeno del grupo amida (-NH) (Figura 3. — A) (Sanphui et al., 2012).

Entre las moléculas de NCL se forman puentes de hidrégeno intermoleculares entre el oxigeno
del carbonilo (=0) de la amida y el hidrégeno del grupo hidroxilo (-OH), de manera que las
moléculas de NCL se conectan a lo largo de un eje (Figura 3. — B). Ademads, las moléculas de NCL
se estabilizan mediante interacciones dipolo-dipolo entre los grupos Cly NO,, como consecuencia
de la carga negativa del cloro y la ligera carga positiva del nitro por la polaridad del enlace N-O.

Las moléculas de NCL también se estabilizan mediante las interacciones entre anillos aromaticos
atribuidas a un apilamiento n-i, lo que favorece la formacion de cadenas moleculares en capas
(Figura 3. —C) (Vuai et al., 2021).
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Figura 3. Interacciones de NCL. A) intramoleculares. B, C) intermoleculares.

La insolubilidad de la NCL en agua se atribuye a su estructura molecular. A pesar de que las
moléculas de agua pueden establecer interacciones con los grupos funcionales presentes en la
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NCL, como los grupos OH y NO,, las interacciones inter e intramoleculares entre las propias
moléculas de NCL son mas fuertes y estables, lo que favorece la formacién de una estructura
molecular compacta y ordenada (Barbosa et al., 2019).

Se han desarrollado diversas técnicas que han marcado una diferencia significativa para hacer
frente al desafio planteado por la insolubilidad de los farmacos (Jatwani et al., 2012). Las técnicas
utilizadas para superar la baja solubilidad de los farmacos se dividen en dos grupos; el primero
corresponde a las técnicas de modificacion en el pH del medio, formacion de sales, cosolvencia 'y
cocristalizacidn; el segundo engloba las técnicas de modificacion fisica, como lo es la reduccion
del tamafio de particula, la formacidon de complejos de inclusién con ciclodextrinas, el uso de
agentes tensoactivos, u otros enfoques mds avanzados, como la utilizacién de micelas,
nanoparticulas o nanoparticulas lipidicas, que amplian ain mas las posibilidades para abordar la
baja solubilidad de los farmacos (Kolhe & Chipade, 2012). Estas técnicas han demostrado ser
eficaces en mejorar la solubilidad y biodisponibilidad de un gran numero de farmacos, lo que da
lugar a nuevas posibilidades en el campo de la investigacion farmacéutica (Vemula et al., 2010).

No es la excepcidn, ya que se han explorado diversas técnicas para aumentar su solubilidad. Por
ejemplo, la encapsulacion de NCL en nanoparticulas poliméricas (Misra et al., 2015), el uso de
acarreadores de silica mesoporosa cargados con NCL (Pardhi et al., 2017), la preparacién de una
dispersidn sélida amorfa de NCL con un copolimero PVP-co-VA (Jara et al., 2021), la preparacién
de nanoparticulas lipidicas sdlidas cargadas con NCL (Rehman et al., 2018), la formacion de
cocristales de NCL (Sanphui et al., 2012), la formaciéon de complejos de inclusién de NCL con
hidroxipropil-B-ciclodextrina (Lodagekar et al., 2019), entre otros. La formacién de complejos de
inclusidon con ciclodextrinas resulta una estrategia viable, relativamente simple, econdmica,
ampliamente descrita y cuyo potencial sigue siendo necesario estudiar.

1.2. Lasciclodextrinas y los complejos de inclusion

1.2.1. Las ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CDs) son una familia de oligosacaridos ciclicos compuestos por unidades de
glucopiranosa unidas de forma covalente por enlaces glucosidicos a-1,4. Estos compuestos
moleculares adoptan una forma de cono truncado debido a que sus unidades glucopiranosa
tienen una conformacidn de silla *C1 (Szejtli, 1998), lo que ocasiona que los grupos hidroxilos (OH)
primarios y secundarios se posicionen en bordes opuestos de la molécula. El borde en el que se
ubican los grupos -OH secundarios es ligeramente mas amplio, lo que resulta en la forma de cono
truncado (Parmar et al., 2018). La presencia de los grupos -OH confiere a la superficie de las CDs
un caracter hidrofilico a diferencia de su cavidad cuyo microambiente es hidrofébico (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de una CD y su disposicion espacial en forma de cono truncado.

Las CDs varian en tamafio dependiendo del nimero de unidades de glucopiranosa que las
componen. El nimero de glucopiranosas en el ciclo puede ser 6, 7 u 8, y se clasifican en aCD, BCD
y YCD, respectivamente. El diametro de la cavidad de aCD es 5.0 A, el de BCD es de 6.5 Ay el de
YCD es 8.0 A. Como resultado de la naturaleza de su cavidad, estas moléculas pueden fungir como
contenedores moleculares ya que tienen la capacidad de formar complejos de inclusién (Cls), los
cuales son compuestos que se caracterizan por favorecer interacciones de tipo huésped-anfitrion
(Davis & Brewster, 2004).

La cavidad de la CD a emplear debe ser afin a la molécula huésped. Es necesario considerar
aspectos como su forma y tamano para que la CD pueda albergar a la entidad, de manera que la
interaccion no esté impedida y que la molécula huésped pueda entrar sin limitaciones estéricas.
La BCD tiene una cavidad de tamaiio intermedio, lo que la hace mas versatil para formar Cls con
una amplia gama de farmacos de diferentes tamafios y formas (Szente et al., 2018). En la Figura
5 se representa la conformacion y disposicion espacial de la BCD con sus dimensiones.
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6.0 A
Figura 5. Representacion de la molécula de BCD.

1.2.2. Los complejos de inclusién

Los CIs CD/farmaco son asociaciones moleculares formadas entre la CD (molécula anfitriona) y el
farmaco (molécula huésped) con un equilibrio dado por la constante de estabilidad aparente
(kq.1). Para que ocurra la formacion del complejo, el farmaco se debe alojar en el interior de la
cavidad de la CD (Figura 6). La formacién de estos complejos es resultado de interacciones no
covalentes, como enlaces de hidréogeno, fuerzas de van der Waals, interacciones hidrofébicas y
fuerzas electrostaticas (Loftsson et al., 2007).

Farmaco Ciclodextrina

Complejo de
(Huésped) (Anfitridn) Inclusién

Figura 6. Formacion de Cls mediante interacciones supramoleculares de tipo huésped-anfitrién.
El valor de esta constante k4.1 indica la afinidad del fdrmaco por la cavidad de la CD. Mientras
mayor sea su valor, mayor sera la estabilidad del Cl (Cheirsilp & Rakmai, 2017a). La k.1 se puede

obtener al medir una propiedad particular del complejo en funcién de las concentraciones de
farmaco y CD (Davis & Brewster, 2004).
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1.2.2.1.  Estudio de solubilidad de fases

Para determinar el tipo de Cl formado y el valor de su kq.1, se lleva a cabo un estudio de
solubilidad de fases. Con el cual, a partir del valor de la pendiente del perfil de solubilidad del CI
CD/farmaco, en conjunto con el valor de la solubilidad intrinseca del farmaco (Sy), la constante
se puede determinar con la siguiente ecuacién:

pendiente

ki1 = (1)

So(1—pendiente)

El estudio de solubilidad de fases desarrollado por Higuchi y Connors en 1965 es el enfoque mas
empleado para explorar el fenémeno de complejacién (Challa et al., 2005). El estudio indica la
dependencia de las fases de la concentracidn del farmaco disuelto en funcién a la concentracién
de la CD. Esto quiere decir que, dependiendo del tipo de Cl, la concentracién del farmaco disuelto
variara conforme aumente la concentracion de CD en la disolucién (Figura 7).

Los Cls formados pueden clasificarse de acuerdo con el tipo de curva que se obtenga en este
estudio. Es posible obtener dos grupos de curvas: las curvas de tipo A indican la formacién de Cls
solubles, y las curvas de tipo B indican la formacién de complejos insolubles (Higuchi & Connors,
1965).

Concentracion del farmaco disuelto (M)

B

Concentracidn ciclodextrina (M)

Figura 7. Clasificacién de perfiles de solubilidad de fases para Cls CD/farmaco.
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Los grupos de curvas A y B a su vez se clasifican en los siguientes escenarios:

e Una curva de tipo AL indica un aumento lineal en la concentracién del farmaco respecto al
aumento en la concentracidn de CD, corresponde a la formacion de un Cl CD/farmaco con
estequiometria de primer orden, es decir 1:1.

e Una curva de tipo Ap exhibe una desviacidn positiva de la linealidad. Resulta de la formacién
de un ClI CD/farmaco con estequiometria 2:1, 3:1, o mayor.

e Una curva de tipo An exhibe una desviacion negativa de la linealidad. Podria resultar de la
asociacion del propio Cl CD/farmaco o de una alteracion en el disolvente al aumentar la
concentracion de CD.

e La obtencién de una curva de tipo Bs resulta de la formacién de un Cl parcialmente soluble.

Una curva de tipo By, indica la formacién de un Cl insoluble.

A pesar de ofrecer multiples beneficios, las CDs pueden tener una capacidad limitada para formar
Cls (Loftsson & Brewster, 2012). Es en este contexto que se hace necesario buscar alternativas
para mejorar la capacidad de complejacidn de las CDs. Una de estas alternativas es el desarrollo
de complejos de inclusién ternarios.

1.2.3. Los complejos de inclusidn ternarios

Los complejos de inclusidn ternarios (CITs) son sistemas supramoleculares formados por tres
componentes, es decir, que un tercer componente se agrega a los Cls CD/farmaco. Entre los
compuestos que se han utilizado como agentes ternarios se encuentran los polimeros, acidos
carboxilicos, aminoacidos, metales o bases orgdnicas (Suvarna et al., 2022a).

Los tipos de interacciones que ocurren entre los agentes ternarios con las moléculas de farmaco
y CDs para dar lugar a la formacién de CITs dependen especificamente del agente ternario
empleado y los componentes de los Cls. Estas interacciones pueden ser fuerzas como las de van
der Waals, dipolo-dipolo, idon-dipolo, formacidon de quelatos, interacciones hidrofdbicas,
interacciones electrostaticas o puentes de hidrégeno (Ribeiro et al., 2003). En la Figura 8 se
presenta un esquema de la formacién de CITs empleando un polimero como agente ternario. Los
polimeros desempefian un papel crucial como agentes ternarios en la formacion de CITs. Se ha
reportado que interactdan con las CDs y mejoran sus capacidades de complejacién, lo que
permite disminuir la cantidad de CD necesaria para la formacién de Cls (Suvarna et al., 2022a). A
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su vez, dan lugar a la formacién de complejos polimero/farmaco, lo que también incrementa la
solubilidad del farmaco en el medio (Loftsson et al., 1998). Las interacciones intermoleculares
presentes en estos complejos son variadas y dependen de los grupos funcionales presentes en
las entidades participantes, pudiendo incluir interacciones electrostaticas, como ién-ién (en el
caso de la carboximetilcelulosa), idn-dipolo, dipolo-dipolo, asi como fuerzas de van der Waals o

Farmaco
libre

D

‘ Cl CD-farmaco

puentes de hidrégeno (Racz, 1989).

Polimero

Figura 8. Representacion de la formacidn de CITs entre farmacos, CDs y polimeros.

La carboximetilcelulosa (CMC), se ha utilizado en formulaciones ternarias con HPBCD y farmacos
como econazol y oxazepam. La solubilidad del econazol en la formulacion binaria fue de 5.03
mg/mL y se encontrd que bajo la adicion de CMC, la solubilidad del farmaco incrementé a 7.41
mg/mL, lo que representd un incremento de 1.47 veces. En el caso de oxazepam con la
formulacion binaria se alcanzé una solubilidad de 0.9 mg/mL y con la formulacién ternaria la
solubilidad resultd ser 1.42 mg/mL, el aumento de solubilidad al agregar CMC fue de 1.57 veces
(Loftsson et al., 1994). De igual manera, esta investigacion reporto el uso de polivinilpirrolidona
(PVP) como agente ternario en formulaciones de HPBCD con etoxizolamida y trimetoprima. Para
el caso de la etoxizolamida, con la formulacién binaria se obtuvo una solubilidad de 1.36 mg/mL
y con la formulacién ternaria la solubilidad aumenté a 2.72 mg/mL, el incremento fue del doble.
El segundo caso fue el de trimetoprima, en el que la solubilidad alcanzada con la formulacidn
binaria fue 2.83 mg/mLy con la adicidn de PVP la solubilidad aumenté a 6.47 mg/mL. El cambio
en la solubilidad de oxazepam representé un aumento de 2.29 veces.
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Por otro lado, el polietilenglicol (PEG) es un poliéter sintético compuesto por unidades repetitivas
de 6xido de etileno [-(CH2CH,0).] y es caracteristico por su estructura lineal, solubilidad en agua,
biocompatibilidad, y no inmunogenicidad (D’souza & Shegokar, 2016). Es un polimero
ampliamente utilizado en formulaciones farmacéuticas, abarcando tanto PEG de bajo peso
molecular en un rango de 200 a 2000 g/mol, y de peso molecular medio en el rango de 2000 a
20000 g/mol (Harris, 1992). El peso molecular del PEG influye en sus propiedades fisicoquimicas.
Por ejemplo, los PEGs con peso molécular por debajo de 1000 g/mol son liquidos a temperatura
ambiente, en el rango de 1000 a 2000 g/mol son sélidos blandos, y cuando su peso molecular es
superior a 2000 g/mol son sélidos cristalinos duros (Thomas et al., 2014). El PEG es un polimero
que se considera hidrofilico, no obstante, cuando su peso molecular es mayor a 4700 g/mol,
adquiere un cardcter anfifilico (Wu et al., 2014a), resultado de la hidrofobicidad de los grupos
metileno (-CH) y la hidrofilicidad debida a la formacién de puentes de hidrogeno entre los grupos
-O-y -CH, presentes en la cadena y las moléculas de H,0 del medio (Rincén-Lépez et al., 2022).

El PEG se puede utilizar como excipiente en formulaciones farmacuéuticas. Por ejemplo, los PEG
con peso molecular inferior a 1000 g/mol se han utilizado como agentes para suspender
moléculas insolubles en medio acuoso o tambien se ha empleado en soluciones oftdlmicas, por
ejemplo como lubricante en gotas para los ojos (Nayak & Panigrahi, 2012).

La PEGilacién es un proceso mediante el cual el PEG se conjuga a una entidad distinta, ya sea otra
molécula como un fdrmaco o una proteina, o incluso a nanoestructuras, como nanoparticulas,
micelas, liposomas, entre otras (Knop et al., 2010). La versatilidad del PEG ha permitido que el
polimero se utilice en el desarrollo de sistemas de liberacién avanzados con varias
funcionalidades, por ejemplo, para conjugar moléculas como ligandos de reconocimiento a
acarreadores de farmacos (Almdsy, 2022; Shi et al., 2021), en la formacién de micelas poliméricas
con conjugados PEGilados lipido/polimero/farmaco/proteina, en la formacién de liposomas con
fosfolipidos PEGilados que encapsulen farmacos, o en la sintesis de hidrogeles de PEG conjugado
al fdrmaco (D’souza & Shegokar, 2016).

También se ha estudiado el uso de PEG como componente ternario en la formacién de CITs y se

ha reportado que PEG en CITs mejora la solubilidad del compuesto activo en comparacién con
las formulaciones binarias CD/farmaco correspondientes (Tabla 1).
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Tabla 1. Formulaciones de CITs en las que se utilizdo PEG como agente ternario

Compuesto activo CcD PEG Cambio solubilidad compuesto activo
Fenofibrato (FEN) BCD PEG 4000, Laformulacion binaria BCD/FEN aumentd
Uso: hipolipemiante PEG 6000 la solubilidad de FEN 7.2 veces. El
(Patel & Vavia, 2006) aumento en la solubilidad de FEN con el
complejo ternario formulado con PEG
4000 fue de 10.9 veces, mientras que el
incremento alcanzado con el CIT con PEG
6000 fue de 11.2 veces.
Meloxicam (MEL) BCD PEG 6000 Elaumento alcanzado en la solubilidad de
Uso: antiinflamatorio MEL con el complejo binario fue de 7
(Radia et al., 2012) veces. Con el sistema ternario se logré
aumentar la solubilidad de MEL 13.4
veces.
Diosmina (DSM) BCD PEG 6000 Con el complejo BCD/DSM se logré un
Uso: antioxidante aumento de 3.7 veces en la solubilidad de
(Anwer et al., 2014) la DSM. Con la formulacién ternaria, se
alcanzé un aumento de 5.4 veces en la
solubilidad de la DSM.
Silimarina (SIL) BCD PEG 6000 Con la formulacion binaria BCD/SIL, se
Uso: varios logroé incrementar la solubilidad de SIL 7.1
(Ansari, 2015) veces, mientras que, con el CIT Ia
solubilidad de SIL aumentd 7.9 veces.
Enzalutamida (ENZ) HPBCD PEG 6000 Al utilizar el sistema binario HPBCD/ENZ,

Uso: antiandrégenos
(Volkova et al., 2021)

la solubilidad de ENZ aumentd 4.3 veces.
Con la formulacién ternaria, el aumento
alcanzado fue de 6.6 veces.

Bajo este contexto, en esta tesis se investigd la formacidn de Cls de NCL con BCD como estrategia
para aumentar la solubilidad de NCL. Durante la formacién de los Cls se determind cual es el
medio de trabajo en el que se recupera mayor cantidad de NCL en el Cl, por lo que se evalua la
formacion del Cl en una mezcla EtOH/H20, y en un medio con pH basico.
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Se utilizé PEG 5000 como agente ternario para explorar la formacion de CITs con BCD y NCL. En
esta etapa se investigaron cuales son las condiciones experimentales adecuadas que conducen a
la formacion del CIT, por lo que, se evalud la influencia del medio de trabajo y el orden de adicién
de los componentes que resulta en el CIT con mayor cantidad de NCL.

En una etapa posterior, se investigd cudl es el sistema con el que se logra modificar mas la
solubilidad de NCL. Se realizaron mezclas con excesos estequiométricos de BCD y PEG para
formular los sistemas BCD/NCL y BCD/NCL/PEG. En esta serie de experimentos se evalué la
influencia del pH del medio en el cambio de solubilidad de NCL.

Asimismo, se investigd la relacion entre los cambios en la tensidn superficial del disolvente y los
cambios en la solubilidad de NCL al utilizar los sistemas BCD/NCL y BCD/NCL/PEG, como una
estrategia para determinar el posible mecanismo de solubilizacion de NCL.

2. Hipotesis

La formacién de complejos de inclusién B-ciclodextrina/niclosamida aumentara la solubilidad de
la NCL, debido a la inclusién de las moléculas de NCL en las cavidades de BCD.

La adicion de PEG como agente ternario en un CIT BCD/NCL/PEG, podria incrementar la

solubilidad acuosa del farmaco hidrofébico NCL, resaltando asi el potencial del uso del polimero
en la formulacidn ternaria en comparacion con Cls BCD/NCL.

3. Objetivos

3.1. General

Preparar complejos de inclusién binarios (CIBs) BCD/NCL y complejos de inclusién ternarios (CITs)
BCD/NCL/PEG para determinar las condiciones experimentales 6ptimas en los que se favorece la
formacidon de los complejos con mayor cantidad de NCL y conduzcan al aumento de su
solubilidad.
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3.2.

Especificos

Para el CIB:

Identificar el impacto de BCD en la solubilidad de NCL por medio de diagrama de
solubilidad de fases de BCD/NCL.

Preparar los CIBs de NCL con BCD por medio de técnicas de cosolvencia para mejorar la
solubilidad acuosa de NCL.

Explorar la variable de ionizacién de NCL en la preparacion del CIB al formar el complejo
en un medio con pH 8.7.

Determinar la estequiometria de formacion de los CIBs por medio del método de
variaciones continuas.

Caracterizar los CIBs mediante técnicas espectroscépicas y analisis térmicos como UV,
FTIR, DRX, DSCy TGA.

Evaluar el cambio en la solubilidad de NCL en CIB al utilizar mezclas con exceso
estequiométrico de BCD y evaluar el efecto del pH del medio en los cambios de solubilidad
del farmaco.

Para el CIT:

Identificar el impacto de PEG en la solubilidad de NCL por medio de diagrama de
solubilidad de fases de BCD/NCL/PEG.

Preparar los CITs de BCD, NCL y PEG en H,O y en la mezcla EtOH/H,0 e investigar la
influencia del orden de adicion de los componentes en la formulacién de los CITs para
mejorar la solubilidad acuosa de NCL.

Caracterizar los CITs mediante técnicas espectroscépicas y analisis térmicos como UV,
FTIR, DRX, DSCy TGA.

Evaluar el cambio en la solubilidad de NCL en CIT al utilizar mezclas con excesos
estequiométricos de BCD y PEG, y evaluar el efecto del pH del medio en los cambios de
solubilidad del farmaco.

Explorar los cambios la tensién superficial del medio al utilizar el sistema BCD/NCL/PEG
como estrategia para determinar el mecanismo de solubilizacion de NCL.
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4. Desarrollo experimental

4.1. Reactivos

La B-Ciclodextrina (BCD), la niclosamida (NCL), el polietilenglicol con peso molecular promedio
de 5000 g/mol (PEG), los amortiguadores fosfato salino (PBS) y Tris-Borato-EDTA (TBE) se
adquirieron de Sigma-Aldrich.

4.2. Métodos generales

4.2.1. Preparacion de las disoluciones amortiguadoras

La disolucién amortiguadora de PBS se realizé disolviendo una pastilla del amortiguador en 200
mL de H,O. El potencial de hidrégeno medido para esta disolucién fue de 7.4.

A su vez, la disolucién amortiguadora de TBE se preparé disolviendo el contenido de un sobre de
amortiguador TBE en 500 mL de H»O. El potencial de hidrogeno medido para esta disolucion fue
de 8.6.

4.2.2. Método analitico para la cuantificacién de niclosamida

4.2.2.1.  Preparacion de la curva de calibracion

Se implementd un método cuantitativo por espectroscopia Ultravioleta (UV) para determinar
la concentracién de NCL en solucion. Los espectros se obtuvieron empleando un UV-2600 de
Shimadzu® en el rango 400-250 nm.

Primeramente, se realizd una disolucion estandar de NCL a una concentracion de 50 pg/mL
en una mezcla EtOH/H20 con relacion 70:30. La curva de calibracion de NCL se preparé a
partir de la disolucién estandar de NCL en un rango de concentraciones de 1 a 50 pg/mL (3-
152.8 uM). Se identificé su longitud de onda (A) de absorcion maxima, una vez identificado,
se empled esta A para la elaboracién de la curva de calibracion.

4.2.2.2.  Cuantificacion de niclosamida por espectroscopia UV
En los experimentos llevados a cabo, la concentracidn de NCL se cuantifico con relacién a la

curva de calibracién. Previo a la lectura por UV a todas las muestras se les adiciond EtOH, en
una la relacién 70:30 con H;O0.
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Para los experimentos efectuados en las disoluciones amortiguadoras de PBS y TBE, a las
muestras se les agregd EtOH, en relacién 70:30 con el medio amortiguador. La medicién de
las absorbancias se realizd con disoluciones blanco, compuestas por EtOH y el amortiguador
correspondiente en la misma relacion v/v.

Aquellas muestras cuyas absorbancias sobrepasaron el limite maximo de cuantificacién, se
diluyeron segun el caso, siempre en la relacién 70:30 EtOH y H,O, PBS o TBE.

4.3. Determinacion de la solubilidad intrinseca de niclosamida

La determinacion de la solubilidad intrinseca (Sg) de la NCL se realizé en 3 medios distintos, los
cuales fueron H,0 y las disoluciones amortiguadoras de PBS y TBE. El experimento consistio en
disolver 6.5 mg (0.02 mmol) de NCL, en un volumen de 4 mL de cada medio. Posteriormente, las
muestras se sonicaron durante 10 min a 37 °C. Después, se pusieron en un bafio maria con
agitacién controlada CVP-110X de Scientific® a una velocidad de 100 rpm, a una presion de 776
hPay temperatura controlada de 37 °C por un periodo de 72 horas. Posteriormente, las muestras
se dejaron sedimentar durante 48 horas. Transcurrido el tiempo de sedimentacién, el
sobrenadante se recuperd y se tomd una alicuota de 0.9 mL, a la cual se le afiadié un volumen
de 2.1 mL de EtOH. La absorbancia de las muestras se midid por espectroscopia UV, y se
cuantificd la NCL. El experimento se llevd a cabo por duplicado para cada uno de los 3 medios.

4.4. Estudio de solubilidad de fases

El estudio de solubilidad de fases se Ilevé a cabo segun la metodologia reportada por Higuchiy
Connors (Higuchi & Connors, 1965). Se prepararon disoluciones de BCD en un rango de
concentraciones de 0.5 a 2.5 mM en un volumen de 4 mL. Posteriormente, a cada una de estas
disoluciones se le afadié un exceso de NCL 2 veces respecto a la concentracion mas alta de BCD,
dando lugar a una concentracién de 5 mM de NCL. Las suspensiones resultantes se sonicaron por
10 min a una temperatura de 37 °C, y posteriormente se pusieron en un bafio maria con agitacién
y temperatura controlada a 100 rpmy 37 °C por un periodo de 96 horas.

Al término de las 96 horas, se tomaron alicuotas de 0.9 mL de las suspensiones realizadas en H;0,
y se afiadieron 2.1 mL de EtOH. Las mezclas resultantes se filtraron a través de una membrana
de nylon de 0.45 um. Posteriormente la absorbancia de las muestras se midid por espectroscopia
UV. Las mezclas filtradas se diluyeron con una relacién 1:10 v/v.

El estudio de solubilidad de fases también se llevé a cabo en PBS. En este caso, se siguid el mismo
procedimiento, solamente que, en vez de H>0, se utilizé la disolucion amortiguadora de PBS a pH
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7.4. Aligual que en el experimento realizado en H,0, una vez filtradas las muestras, fue necesario
diluir la serie en una relacién 1:10 v/v previo a la cuantificacién de NCL.

Este procedimiento igualmente se realizd para una serie elaborada en la disolucidn
amortiguadora de TBE a pH 8.6. Para esta serie, las muestras se diluyeron con una relacién 1:100
v/v.

Una vez obtenidas las absorbancias de NCL en las 3 series, se construyeron los diagramas de
solubilidad de fases al graficar la solubilidad de NCL en funcién de las concentraciones de BCD
correspondientes (Challa et al., 2005). Cada experimento se realizé por duplicado.

4.5. Estudio de solubilidad de fases bajo la adicion de polietilenglicol

También se llevo a cabo un estudio de solubilidad de fases adicionando PEG al sistema BCD/NCL.
Aligual que se describe en la Seccidn 4.4, se realizdé una serie de disoluciones de BCD en un rango
de concentraciones de 0.5 a 2.5 mM en un volumen de 4mL de H;O. A cada disolucién se le
afiadieron 6.5 mg (0.02 mmol) de NCL, lo que representa un exceso de 2 veces la concentraciéon
mas alta de BCD en la serie, para asi, dar lugar a una concentracién de 5 mM de NCL en cada vial.

El siguiente paso consistid en la adicion de PEG a cada vial de la serie. La cantidad de PEG anadida
se calculd considerando un exceso de 3.5 veces respecto a la concentracion molar de BCD en
cada muestra de la serie. En la Tabla 2 se presentan las cantidades de PEG empleadas para cada
muestra.

Tabla 2. Concentraciones molares de PEG con respecto a BCD

[BCD] (mM) [PEG] (mM)
0.5 1.75
1.0 3.50
1.5 5.25
2.0 7.00
2.5 8.75

Las muestras resultantes se sonicaron por 10 min a una temperatura de 37 °C. Después, las
suspensiones se agitaron en bafio maria con agitacién controlada a 100 rpm y 37 °C por un
periodo de 96 horas.

Una vez finalizado el proceso de agitacién, de cada suspension se tomd una alicuota de 0.9 mL, y
a cada una se le afadieron 2.1 mL de EtOH. Las mezclas resultantes se filtraron a través de una
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membrana de nylon de 0.45 um y después se leyd su absorbancia por espectroscopia UV. Fue
necesario diluir las mezclas en una relacién 1:10 v/v.

En este experimento, también se utilizaron los dos medios amortiguadores PBS y TBE siguiendo
el mismo procedimiento descrito en la Seccidn 1.4. Fue necesario diluir la serie realizada en PBS
en una relacién 1:10 v/v. Para el caso de la serie donde se empled TBE, la relacién de dilucion fue
1:100 v/v.

Posterior a haber leido las absorbancias de NCL en las 3 series, se construyeron los diagramas de
solubilidad de fases al graficar la solubilidad de NCL en funcién de las concentraciones de BCD
correspondientes. Cada experimento se realizé por duplicado.

4.6. Complejo de inclusion binario B-ciclodextrina/niclosamida

4.6.1. Determinacién estequiométrica del complejo de inclusion binario

Con el fin de obtener informacién sobre la estequiometria de formacion del CIB BCD/NCL, se
empled el método de Job, también conocido como método de variaciones continuas (VC) (Gil &
Oliveira, 1990). Esta técnica consiste en realizar una serie de disoluciones en las que se varia
gradualmente la cantidad de los componentes, de forma que la suma de la concentracion molar
de ambos es constante a lo largo de la serie.

En el ensayo, primero se prepararon dos disoluciones de BCD y NCL con concentraciones
equimolares (0.1 mM). Al realizar las disoluciones se utiliz6 como medio una mezcla EtOH/H,0
con una relacion 70:30 v/v. Para el caso de la disolucidon de NCL, primero se afiadio al farmaco en
EtOH con la finalidad de disolverlo. Una vez preparadas las disoluciones, el experimento consistié
en realizar una serie de mezclas variando los volumenes de ambas disoluciones de manera que
la fraccion molar (x) de NCL aumentara de 0.0 a 1.0 de acuerdo con lo establecido en la Tabla 3.
De esta manera, la suma de la concentracién molar de ambos componentes es igual a 0.1 mM en
toda la serie.
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Tabla 3. Cantidades empleadas de cada disolucidon para el ensayo de VC.
xde NCL Volumen BCD (mL) [BCD] (mM) Volumen NCL (mL) [NCL] (mM)

0 4.0 0.10 0.0 0.00
0.1 3.6 0.09 0.4 0.01
0.2 3.2 0.08 0.8 0.02
0.3 2.8 0.07 1.4 0.03
0.4 2.4 0.06 1.6 0.04
0.5 2.0 0.05 2.0 0.05
0.6 1.6 0.04 2.4 0.06
0.7 1.4 0.03 2.8 0.07
0.8 0.8 0.02 3.2 0.08
0.9 0.4 0.01 3.6 0.09
1.0 0.0 0.00 4.0 0.10

Las muestras de la serie se sonicaron por 10 minutos, y se midié su absorbancia por
espectroscopia UV. Para la formacion del grafico de VC, primero se calculd la diferencia de
absorbancias entre la medicion correspondiente a la formulacion con x de NCLigual a 1.0, menos
la de cada medicidn a lo largo de la serie. Los A de absorbancia calculados se multiplicaron por
su x de NCL correspondiente, y el producto obtenido se graficéd con respecto a la misma (Gil &
Oliveira, 1990).

El estudio de VC también se realizd en las disoluciones amortiguadoras de PBS y TBE con
proposito de obtener informacion sobre la estequiometria de formacién del CIB BCD/NCL a pH
7.4y 8.6, respectivamente. La serie de disoluciones también se realizo utilizando los volumenes
detallados en la Tabla 3. Después de sonicar y de leer la absorbancia de las muestras, se construyd
el grafico de VC.

4.6.2. Obtencion de los complejos de inclusidn binarios

Se prepararon 2 diferentes CIBs, en los cuales se modifico el pH del medio en el que se formé el
Cl (Tabla 4).

Tabla 4. CIBs formulados.

Nombre CIB Complejo Medio de formacion
CiB1 BCD/NCL 1:2 EtOH/H,0
CIB 2 BCD/NCL 1:2 Disolucién amortiguadora TBE
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En la preparaciéon del CIB 1, primero se disolvieron 32.6 mg (0.1 mmol) de NCL en 10.5 mL de
EtOH, y se prepard una segunda disolucion en la cual se agregaron 56.1 mg (0.05 mmol) de BCD
en 4.5 mL de H,0. Posteriormente, se afadidé gota a gota la disolucién de NCL a la disolucién de
BCD bajo agitacion magnética. La mezcla resultante se puso bajo agitacién magnética durante 24
horas a temperatura ambiente. La proporcién final de disolventes una vez mezcladas las
soluciones fue de 70:30 EtOH/H-0.

La elaboracién del CIB 2 consistio en mezclar 32.6 mg (0.1 mmol) de NCL en 10.5 mL de la
disolucién TBE y separadamente se disolvieron 56.1 mg (0.05 mmol) de BCD en 4.5 mL de la
misma disolucidn. La suspensién de NCL se afiadio gota a gota a la solucién de BCD bajo agitacion
magnética. Esta mezcla se dejé en agitacion magnética constante por 24 horas a temperatura
ambiente.

Una vez transcurrido el tiempo de agitacion, los CIBs se filtraron al vacio. El sélido remanente en
el papel filtro se asume que fue NCL sin complejar. Los CIBs en sélido se recuperaron de las

disoluciones resultantes por liofilizacion, las condiciones de presién y temperatura fueron 0.036
torr y -46 °C, respectivamente. El proceso tuvo una duracion de 20 horas.

4.6.3. Preparacién de la mezcla fisica binaria
La mezcla fisica binaria (MFB) se realizd mezclando BCD y NCL en la relacién molar 1:2 de forma

manual. Se afiadieron 16.3 mg (0.05 mmol) de NCLy 28 mg (0.025 mmol) de BCD en un mortero
y se triturd con un pistilo aplastando los componentes hasta obtener una mezcla homogénea.

4.6.4. Caracterizaciones por espectroscopia UV
4.6.4.1.  Caracterizacion en solucion de los complejos de inclusidon binarios

Con la finalidad de inferir la formacidn de los CIBs, primero se identificé el espectro de
absorcién UV de NCL. Este procedimiento se realizé en la Seccion 1.2.1.

Por otro lado, se disolvieron 15 mg de los dos CIBs formados en 4 mL de la mezcla EtOH/H20

y se midié su absorbancia. Se investigd la A de absorcién mdaxima y se comparé a la del
espectro de NCL.
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4.6.4.2.  Cuantificacion de niclosamida en los complejos de inclusion binarios

Se utilizé la técnica de espectroscopia UV para obtener el espectro de absorcidon de NCL en
los CIBs y cuantificar la cantidad de NCL presente. Para ello, se disolvieron por separado 15
mg de cada Cl en 4 mL de la mezcla EtOH/H,0 y se midid su absorbancia.

4.6.5. Caracterizacién en estado sdélido de los complejos de inclusién binarios y la mezcla
fisica binaria

Se llevd a cabo la caracterizacion en estado sdlido de los CIBs por medio de espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), calorimetria diferencial de barrido (DSC), andlisis
termogravimétrico (TGA) y difraccidn de rayos X de polvos (DRXP). Adicionalmente se caracterizo
la MFB por las mismas técnicas con la finalidad de compararla con los CIBs.

4.6.5.1.  Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier

Los espectros infrarrojo de BCD, NCL, los CIBs y de la MFB se obtuvieron empleando un
espectrometro de medio infrarrojo por Transformada de Fourier Nicolet 6700 de Thermo
Fisher Scientific®, se realizaron 32 barridos por muestra en un rango de 4000 a 500 cm™. Las
muestras no requirieron de preparacion previo al andlisis.

4.6.5.2.  Calorimetria diferencial de barrido
Para los termogramas de flujo de calor de BCD, NCL, los CIBs y de la MFB se empled un equipo

DSC 2910 de TA Instruments®. Las muestras se calentaron a una tasa de 10°C/min bajo una
purga de Nz en un intervalo de temperatura desde la temperatura ambiente hasta 450°C.

4.6.5.3.  Andlisis termogravimétrico

Los termogramas de pérdida de peso en funcidon al cambio de temperatura de BCD, NCL, los
CIBs y de la MFB se obtuvieron por un analisis termogravimétrico, empleando un equipo
Q5000 de TA instruments®. Las muestras se calentaron a una velocidad de 10 °C/min bajo
una purga de N; en un intervalo de temperatura de 25 a 450 °C.
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4.6.5.4.  Difraccion de rayos X de polvos

Los difractogramas de BCD, NCL, los CIBs y de la MFB se obtuvieron bajo un rango de
operacién 26 de 5° a 40° a una velocidad de barrido de 4°/min. El equipo empleado para la
obtencién de los patrones de difraccién fue un difractdmetro de polvos Siemens® modelo
D5000, con anodo de cobalto, monocromador secundario de grafito y detector de centelleo.

4.7. Complejo de inclusién ternario B-ciclodextrina/niclosamida/polietilenglicol
4.7.1. Obtencion de los complejos de inclusién ternarios

Los CITs consistieron en sistemas formulados por tres componentes: BCD, NCL y PEG. Para su
preparacion, se emplearon 28 mg (0.025 mmol) de BCD, 8.2 mg (0.025 mmol) de NCLy 875 mg
(0.175 mmol) de PEG, equivalente a 7 veces la cantidad molar de BCD. Se realizaron cuatro
formulaciones en las que se varié el orden de adicion del farmaco y el polimero, asi como el
medio de trabajo para la elaboracidn del complejo. Los medios de trabajo empleados fueron H,O
y una mezcla EtOH/H,0 con proporcidn 70:30 v/v para la preparacion de los complejos por
método de cosolvencia.

Siguiendo dicho procedimiento, las formulaciones se realizaron de acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla 5. CITs formulados.

Nombre CIT Orden de adicidn de componentes Medio de
1° 2° 3° trabajo
CIT1 BCD PEG NCL EtOH/H,0
CIT 2 BCD PEG NCL H,O
CIT3 BCD NCL PEG EtOH/H20
CiT4 BCD NCL PEG H,O

Para el caso de las formulaciones en las cuales se empled el método de cosolvencia, es decir, los
CIT 1y CIT 3 primero se disolvio la NCL en el un volumen de 5 mL de EtOH. De forma paralela la
BCD se disolvié en 5 mL de H,0 y el PEG se disolvié en 5 mL H20.

En laformacion del CIT 1 las disoluciones de BCD y de PEG se mezclaron en un vaso de precipitado

de 50 mL y la mezcla resultante se puso bajo agitacion magnética. Posteriormente se afiadié la
disolucién de NCL de forma gradual bajo agitacién a la mezcla BCD/PEG.
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En la formacién del CIT 3 se agregé la disolucidn de NCL en goteo bajo agitacion a la disolucién
de BCD. Posteriormente se aiadié la disolucién de PEG.

La elaboracién de las formulaciones CIT 2 y CIT 4 consistio en la preparacion de una suspension
de NCL en 5 mL de H20 y en la disolucién de BCD en 5 mL de H,O y de PEG en 5 mL H,0.

Para la formacién del CIT 2 primero se mezclaron bajo agitacion magnética las disoluciones de
BCD y PEG. Posteriormente bajo la misma agitacion, se afiadié la suspension de NCL por goteo.

La formacidn del CIT 4 consistié en afiadir gota a gota la suspension de NCL a la disolucion de BCD
bajo agitacién magnética y posteriormente se afiadid al sistema la disolucién de PEG.

Las 4 mezclas resultantes se agitaron magnéticamente por un periodo de 96 horas a temperatura
ambiente.

Después de la agitacion de las mezclas, se obtuvieron suspensiones que se filtraron al vacio a
través de un filtro con tamafio de poro de 11 um. Los CITs en sélido se recuperaron de las
disoluciones resultantes por liofilizacién, proceso que tuvo una duracién de 20 horas.

Para los CITs se estimd de forma tedrica la NCL complejada. La determinacion se realizé por
balance de masas como la resta de la masa de NCL afiadida a cada formulacion (NCL reactante)
menos la retenida en el filtro:

NCL complejada = NCL reactante — NCL retenida en el papel filtro (2)

Para determinar el porcentaje de NCL complejada se establecid la relacidn de la ecuacion 3:

NCL complejada x 100
NCL reactante

% NCL complejada = (3)

Con base en la masa de NCL complejada calculada de manera tedrica se estimod la cantidad de
farmaco en los CITs siguiendo la ecuacion 4:

(niclosmida en el CIT)
(masa total CIT)

(4)

Farmaco en complejo =
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4.7.2. Preparacién de la mezcla fisica ternaria

La mezcla fisica ternaria (MFT) se realizé mezclando BCD, NCLy PEG en la relacion molar 1:1:7 de
forma manual. Se afiadieron 8.2 mg (0.025 mmol) de NCL, 28 mg (0.025 mmol) de BCD y 875 mg
(0.175 mmol) de PEG en un mortero y se triturd con un pistilo aplastando los componentes hasta
obtener una mezcla homogénea.

4.7.3. Caracterizacion en solucidn

4.7.3.1.  Espectroscopia de absorcion UV

Se cuantificé la NCL presente en cada Cl por espectroscopia UV. Para realizar la
cuantificacién, se realizaron disoluciones de los 4 CITs formados disolviendo 50 mg de cada
CIT en 4 mL de la mezcla EtOH/H;0. La absorbancia de los CITs se investigd en el rango de
400-250 nm.

El CIT 3 se eligid para la caracterizacion en soélido al ser en el que se determind la mayor
cantidad de NCL.

4.7.4. Caracterizacion en estado sdlido

Con el propdsito de respaldar la formacion del CIT, se llevé a cabo la caracterizacién del CIT 3
empleando las técnicas de caracterizacién FTIR, DSC, TGA y DRXP. Se utilizaron las condiciones
de operacidn descritas en la Seccion 4.6.5. Adicionalmente se caracterizo la MFT por las mismas
técnicas con la finalidad de compararla con el CIT.

4.8. Determinacion del cambio de solubilidad de niclosamida en sistemas con
exceso de B-ciclodextrina y polietilenglicol

4.8.1. Mezcla B-ciclodextrina/niclosamida

El estudio del cambio de la solubilidad de NCL consistié en disolver una cantidad fija de NCL en
una serie de disoluciones de BCD, en distintas relaciones estequiométricas. Para esto se
consideraron cinco relaciones estequiométricas del CIB BCD/NCL: 1:1, 2:1, 3:1, 8:1, y 15:1. En las
gue la BCD se encuentra en exceso con respecto a NCL.

Primeramente, se realizaron las disoluciones de BCD de forma que, en cada vial de la serie

existiera un exceso distinto a NCL. Las cantidades de BCD que se aifadieron a la serie se presentan
en la Tabla 6.
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Tabla 6. Cantidad de BCD empleada para la mezcla BCD/NCL

Relacion molar CIB  ngcp (mmol) mgco (mMg)
1:1 0.02 22.7
2:1 0.04 45.4
3:1 0.06 68.1
8:1 0.16 181.6
15:1 0.3 340.5

El volumen de H,0 en el que se realizaron las disoluciones de BCD fue de 4 mL de Hx0, sin
embargo, en el experimento se considero la solubilidad de 18.5 mg/mL de BCD, por lo que, con
la finalidad de disolver BCD, las formulaciones donde el exceso es de 8:1 y 15:1 se utilizd un
volumen de 10 mL. La BCD se agregd de forma gradual al volumen de H,O acompafiado de
agitacion en el vortex, posteriormente la serie de disoluciones de BCD se sonicé por 10 minutos
a una temperatura de 37 °C para promover la solubilizacién de BCD.

Después de preparar las disoluciones de BCD, a cada vial se afiadieron 6.5 mg (0.02 mmol) de NCL
y las tres mezclas resultantes se pusieron en un baflo maria con agitacién y temperatura
controlada a 100 rpm y 37 °C durante 48 horas. Dicho experimento se realizé por duplicado. Al
transcurrir el tiempo de agitacidn, las muestras se centrifugaron a una velocidad de 10,000 rpm
durante un periodo de 10 minutos y posteriormente, se tomd una alicuota de 0.9 mL del
sobrenadante de cada muestra y se le afadieron 2.1 mL de EtOH. La absorbancia de las muestras
se midié por espectroscopia UV para determinar el cambio en la solubilidad de NCL.

Este experimento se realizé también en los medios amortiguadores de PBS y TBE. Ambos
experimentos se realizaron por duplicado.

4.8.2. Mezcla B-ciclodextrina/niclosamida/polietilenglicol

Se investigo el cambio en la solubilidad de NCL en los complejos BCD/NCL/PEG. En este estudio,
primero se realizaron las disoluciones de BCD en H,0 empleando los excesos de BCD presentados
en la Tabla 6, posteriormente, se afiadieron 6.5 mg (0.02 mmol) de NCL en cada vial de la serie y
por ultimo se afiadid PEG en un exceso 3.5 veces la cantidad de BCD. Por lo que, las cinco
relaciones estequiométricas del CIT BCD/NCL/PEG investigadas fueron 1:1:3.5, 2:1:7, 3:1:10.5,
8:1:28, y 15:1:52.5. La cantidad de PEG anadida a cada vial de la serie se presenta en la Tabla 7.
La determinacion de solubilidad por cada condicidn estequiométrica se hizo por duplicado.
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Tabla 7. Cantidad de PEG empleada para la mezcla BCD/NCL/PEG

Relacién molar CIT npec (Mmol) Mpeg (Mg)
1:1:3.5 0.07 350
2:1:7 0.14 700
3:1:10.5 0.21 1050
8:1:28 0.56 2800
15:1:52.5 1.05 5250

Una vez obtenidas las disoluciones del sistema BCD/NCL/PEG se sonicaron por 10 minutos a 37
°Cy se agitaron en un bafio maria con agitacion a 100 rpm y 37 °C por un periodo de 48 horas. Al
haber transcurrido el tiempo de agitacion, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por un
lapso de 10 minutos. Después, se tomd una alicuota de 0.9 mL del sobrenadante de cada muestra
y se les afadieron 2.1 mL de EtOH. Finalmente, el aumento de solubilidad de NCL en este sistema
se monitored por medio de la medicion de absorbancia de las muestras por espectroscopia UV.

El cambio de solubilidad de NCL en el CIT BCD/NCL/PEG también se investigd en los medios de
trabajo PBS y TBE por duplicado.

4.8.3. Mezcla polietilenglicol/niclosamida

Para identificar el efecto de la BCD en el aumento de la solubilidad de NCL en el CIT, se preparé
un sistema compuesto Unicamente por PEG y NCL.

Primero se realizé una serie de disoluciones de PEG en H,0 empleando las cantidades descritas
en la Tabla 7, y se les afiadieron 6.5 mg (0.02 mmol) de NCL. La serie de disoluciones se realizé
por duplicado. Una vez agregados ambos componentes, las muestras se sonicaron por 10
minutos a 37 °C, posteriormente, se pusieron en un bafio maria con agitacion a una velocidad de
100 rpm y una temperatura de 37 °C por 48 horas.

Las suspensiones resultantes se centrifugaron por 10 minutos a 10,000 rpm y después se tomé
del sobrenadante de cada muestra una alicuota de 0.9 mL, para finalmente afiadir a cada una 2.1
mL de EtOH. Se monitored el aumento de solubilidad de NCL en cada muestra por espectroscopia
UVv.

Por ultimo, el cambio de solubilidad de NCL en el sistema PEG/NCL, también se investigd en las
disoluciones amortiguadoras PBS y TBE.
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4.9. Mediciones de tension superficial

Para las mediciones de tensidn superficial dindmica se utilizé un tensidmetro éptico Theta Lite
Attension®. Se realizaron mediciones de los siguientes sistemas:

a) Sistema PEG: se prepard una disolucidon de PEG 0.105 mM. Se disolvieron 5250 mg (0.525
mmol) de PEG en 10 mL de H0.

b) Sistema BCD/NCL: se prepard la formulacién 15:1 realizada en la Seccién 4.8.1.

c) Sistema PEG/NCL: se prepard la formulacién 52.5:1 realizada en la Seccién 4.8.3.

d) Sistema BCD/NCL/PEG: se prepard la formulacion 15:1:52.5 realizada en la Seccidn 4.8.2.

Cada una de las cuatro muestras también se prepararon en PBS y TBE.

Para determinar el efecto en la tension superficial de cada muestra, se colocd una gota de cada
una de ellas en el tensiometro. Las muestras se analizaron por un tiempo de 6 horas. Durante
todo el experimento se monitored el volumen de la gota para verificar que se mantuviera
constante. Posterior a la medicidn se obtuvieron los perfiles de tensidn superficial de cada
sistema con respecto al tiempo.

5. Resultados y discusion

5.1. Solubilidad intrinseca de niclosamida

En estudios anteriores, se ha investigado el valor de §, de NCL en agua. Es posible encontrar que
se ha reportado un rango amplio de valores de solubilidad, ya que estos varian segun la forma
cristalina en la que se encuentra el fdrmaco. El valor de solubilidad promedio encontrado para
NCL en su forma anhidra es de 9.4 pg/mL, mientras que el valor para NCL en forma de
monohidrato es inferior a 1 pg/mL. La Tabla 8. presenta los valores de solubilidad de NCL
reportados en literatura.

Tabla 8. Valores de solubilidad de NCL reportados.

Forma fisicoquimica NCL Solubilidad (pg/mL) Referencia

Anhidra 13.32 (Van Tonder et al., 2004)
Anhidra 8 (Lodagekar et al., 2019)
Anhidra 6.86 (Pardhi et al., 2017)
Monohidrato 0.61-0.95 (Van Tonder et al., 2004)
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De acuerdo con el estandar de referencia de la Farmacopea Europea, la NCL empleada en la
seccion experimental de este trabajo (CAS: 50-65-7; Producto: N3510) corresponde al farmaco
en su forma anhidra.

En este trabajo se determiné el valor de S de NCL en H;O y en las disoluciones amortiguadoras
PBS y TBE y se encontrd que en H,O la NCL tiene una Sy de 1.64 + 0.13 pg/mL (0.0050 mM). La
S, en las disoluciones amortiguadoras de PBS y TBE fue de 1.71 + 0.28 pug/mL (0.0052 mM) y 1.43
+0.12 pg/mL (0.0043 mM) respectivamente.

Al contrastar los valores de S, obtenidos con los previamente informados para NCL anhidra, es
evidente que los valores de S, obtenidos resultaron inferiores a aquellos previamente
reportados. En la Seccidn 5.3.3.2. se presenta que la NCL exhibe una leve presencia de humedad
en su composicién (Van Tonder et al., 2004). Esta hidratacién posiblemente ocasiona un aumento
de la insolubilidad de NCL, y causa que los valores de §, no se encuentren en el rango de valores
reportados anteriormente.

5.2. Estudio de solubilidad de fases

5.2.1. Sistema B-ciclodextrina y niclosamida o complejo de inclusién binario CIB

Primeramente, se realizo el estudio de solubilidad de fases del sistema compuesto por BCD y NCL.
Este estudio permitié determinar la dependencia de la solubilidad de NCL al aumentar la
concentracion de BCD. Los medios de trabajo en los que se realizé este estudio fueron H,0, PBS
y TBE. En la Tabla 9. se indican los valores de solubilidad de NCL obtenidos en el estudio al variar
la concentracion de BCD.

Tabla 9. Resultados del estudio de solubilidad de fases de BCD y NCL en H,O, PBS y TBE.
[BCD] (mM) [NCL] (mM) en H;0 [NCL] (mM) en PBS [NCL] (mM) en TBE

So 0.0050 0.0052 0.0043

0.5 0.0247 £ 0.0012 0.0342 + 0.0013 0.0245 + 0.0003
1.0 0.0277 £ 0.0039 0.0383 + 0.0012 0.0257 + 0.0002
1.5 0.0375 £ 0.0009 0.0399 + 0.0001 0.0262 + 0.0003
2.0 0.0477 + 0.0001 0.0417 £ 0.0023 0.0273 £ 0.0001
2.5 0.0502 + 0.0023 0.0447 + 0.0008 0.0278 + 0.0001

En la Figura 9. se presentan los diagramas de solubilidad de fases de BCD en presencia del exceso

de NCL en los tres medios de trabajo.
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Figura 9. Diagrama de solubilidad de fases de BCD y NCL en a) H,0, b) PBS, c) TBE.
Las barras de error corresponden a DE con un n=2.

Los diagramas de solubilidad graficados en la Figura 9. corresponden a curvas de tipo ALlo que
indica la formacion de Cls en los que hay un aumento lineal en la solubilidad de NCL en funcion
de la concentracién de BCD. Este tipo de curvas adicionalmente sugieren la formacion de Cls con
estequiometria 1:1.

Es posible observar que, en los tres escenarios la NCL presenté un aumento de solubilidad lineal,
lo cual también indica que los Cls formados presentan una mayor solubilidad con respecto a NCL
sola. El aumento de solubilidad a 2.5 mM de BCD fue distinto en los tres medios de trabajo; En
H,0, se logré un aumento de solubilidad de 10 veces; En PBS, la solubilidad aumentd 8.6 veces;
Y en TBE, el aumento alcanzado fue de 6.5 veces.

A partir de la regresion lineal de los diagramas de la Figura 8. es posible obtener las ecuaciones
de las rectas obtenidas en cada medio. En la Tabla 10. se presentan las ecuaciones, el valor de R?
y de su pendiente correspondiente. R? es el coeficiente de correlacién cuadrado y nos brindara
el nivel de bondad de ajuste, es decir, la variabilidad que explica en el modelo de regresién. El
valor de la pendiente brinda informacion sobre el cambio de la solubilidad a medida que aumenta
la concentracion de CD (Challa et al., 2005).
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Tabla 10. Andlisis de regresion lineal del diagrama de solubilidad de fases.

Medio Ecuacion recta R? Pendiente
H20 Y =0.1421X + 0.0162 0.9391 0.1421
PBS Y =0.0487X + 0.0324 0.9002 0.0487
TBE Y =0.0166X + 0.0238 0.9582 0.0167

Dada esta relacion lineal en la complejacion de una molécula de NCL por una molécula de BCD,
es posible obtener las constantes de estabilidad aparente del CIB. Las k4.; se determinaron
siguiendo la ecuacidn 1 mostrada en la Seccion 2.2. con los valores de las pendientes de la Tabla
10. Los valores de S, empleados son los sefialados para H,O, PBS y TBE en la Seccién 1.1. La Tabla
11. puntualiza los valores de k.1.

Tabla 11. Valores de kq.1.
Medio ki1 (mM) ki1 (M?)

H20 32.12 0.03212
PBS 9.79 0.00979
TBE 3.88 0.00388

Las constantes de estabilidad aparente de los complejos formados son pequefias, esto significa
gue hay una baja afinidad de NCL por la cavidad de BCD. Se han realizado estudios que investigan
el efecto de laionizacion del farmaco en las constantes de estabilidad aparente. En estos estudios
se ha encontrado que las constantes de afinidad son menores conforme aumenta la ionizacién
del farmaco, su forma desionizada puede tener una mayor propension a formar interacciones
hidrofdbicas con la cavidad de la ciclodextrina, lo que puede contribuir a la estabilidad del CI
(Jambhekar & Breen, 2016). Un ejemplo es el de la complejacion entre clorpromazina y BCD, en
este se empled el fdrmaco en su forma desionizada y en su forma catidnicay la k4.1 resulté cuatro
veces mayor en la forma desionizada (Boudeville & Burgot, 1995). Un segundo ejemplo es el de
la complejacién de fenitoina con BCD, se encontré que la k4.4 fue tres veces mayor para el
farmaco en su forma desionizada que en su forma anidénica (Loftsson & Olafsd, 1993).

A pesar de que los valores de k4.; obtenidos indican que no existe una interaccion fuerte entre
NCL y BCD, existe un aumento lineal en la solubilidad de NCL al incrementar la concentracion de

BCD, lo cual evidencia que si existe una interaccién entre el farmaco y la BCD.

Diversos estudios han investigado la complejacién de NCL con 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD), de acuerdo con resultados publicados, el CI HPBCD/NCL ocurre en una estequiometria
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1:1 con una kq.; de 747 M (Lodagekar et al., 2019), de acuerdo con estudios tedricos, la
estequiometria del complejo HPBCD/NCL también podria ser 2:1, de forma que el farmaco se
encuentra incluido en la cavidad de dos moléculas de HPBCD (Gatica et al., 2017). Tal y como se
presenta en la Tabla 11, los valores de k4., obtenidos en esta investigacién son muy pequeios,
esto podria ser resultado de la S, tan baja que presenta NCL (Loftsson et al., 2007). Cabe sefialar
gue esta es la primera vez que se reporta un Cl de NCL con BCD y la diferencia observada con
respecto a los complejos previamente reportados con HPBCD podria deberse también a la
solubilidad de BCD, que es menor a la de HPBCD y a su baja eficiencia de complejacidon en
comparacion también con HPBCD (Saokham et al., 2018).

5.3. Complejo de inclusion binario

5.3.1. Determinacién de la estequiometria del complejo de inclusién binario

En la Figura 10. se presenta el grafico de VC obtenido para los Cls en los tres medios de trabajo.
Aqui, se muestra que el maximo de A Absorbancia*Xx corresponde a fraccidon de 0.5, lo que
significa que la estequiometria del Cl BCD/NCL es 1:1.

Tanto para la serie realizada en la mezcla EtOH/H,0, asi como para las que se realizaron en los
medios amortiguadores PBS y TBE, se obtuvo la misma relacién estequiométrica, mostrando que
en los tres casos la NCL forma Cls en relacién 1:1 con BCD, lo cual es congruente con lo
previamente investigado para el Cl HPBCD/NCL (Lodagekar et al., 2019).
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Figura 10. Gréficos de VC del CIB BCD/NCL en a) H,O/EtOH, b) PBS, c) TBE.
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5.3.2. Caracterizacién por espectroscopia UV

5.3.2.1.  Caracterizacion en solucion de los complejos de inclusion binarios

Al ser un oligosacdrido ciclico compuesto por unidades de glucopiranosa, la BCD no contiene
sistemas de dobles enlaces conjugados en su estructura, por lo que no presenta absorcién en el
rango UV del espectro. Sin embargo, puede afectar la manera en la que los compuestos con los
gue forma Cls absorben la luz y, en consecuencia, se puede detectar un cambio en las transiciones
electronicas del huésped al entrar en un ambiente apolar, lo cual provoca una modificacion en la
estabilidad en su estado excitado (Kiss et al., 2019).

Como resultado de la interaccion CD-huésped durante la formacién de Cls, se pueden presentar
cambios espectrales en el huésped, tales como corrimientos hipsocrémicos o batocrémicos en
su A de maxima absorbancia, o cambios hipercrémicos o hipocromicos en la intensidad de su
absorcion (Mura, 2014).

En la Figura 11. se presentan los espectros de absorcion UV de NCL y los CIBs en un rango de 400-
250 nm. La curva a) corresponde al espectro de NCL en la mezcla EtOH/H,0 70:30, la cual tuvo
una absorbancia maxima en A 333 nm, debido a las transiciones electrénicas m = n* (Akash &
Rehman, 2019). Las curvas b) y c) corresponden a CIB formulado en la mezcla EtOH/H,0 y al CIB
formulado en TBE respectivamente. En ambas curvas se puede ver el efecto que tiene la BCD en
el espectro de NCL en la A de maxima absorcion. Asi, es posible observar que la A maxima
presenta un corrimiento batocrémico a 337 nm, acompanado de un ensanchamiento de las
sefiales. Ambos cambios pueden evidenciar una interaccion entre NCLy BCD (Hu et al., 2012).
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Figura 11. Espectros de absorcién de a) NCL, b) CIB 1, ¢) CIB 2
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5.3.2.2.  Cuantificacion niclosamida en los complejos de inclusion binarios

La espectroscopia UV también se utilizé para determinar de la cantidad de NCL en los CIBs
formados. La NCL cuantificada en cada CIB se presenta en la Tabla 12.

Tabla 12. Cantidad de NCL en Cls BCD/NCL
Clave complejo NCL por mg de Cl (mg)

ciB1 0.004
CiB 2 0.0007

De acuerdo con la informacién presentada, el CIB con mayor cantidad de NCL fue el CIB 1,
correspondiente a la formulacidn realizada por el método de cosolvencia en la mezcla EtOH/H0.
Asi, los valores de la Tabla 12. indican que por cada miligramo de complejo hay presencia de 4
ug de NCL.

En la formulacion realizada en TBE, es decir, el CIB 2 evidencié una menor complejacién de NCL
por parte de BCD, en este, por cada miligramo de complejo Unicamente 0.7 pg corresponden al
farmaco. Estos resultados indican que el medio mas favorable para la formacion del CIB es la
mezcla EtOH/H-0.

Emplear EtOH para promover la disolucién de NCL toma un papel clave en la formacidn del CIB,
(Loftsson & Brewster, 2012). La razén de utilizar TBE fue desprotonar al farmaco. Una vez
ionizado, las interacciones ion-dipolo al ser de mayor energia que las interacciones entre las
propias moléculas de NCL promueven su solubilizacién (Needham, 2022). A diferencia de lo
reportado por Boudeville & Burgot y Loftsson & Olafsd, en algunos casos, se ha reportado que
los farmacos en su forma ionizada pueden aumentar su S, aparente lo que resulta en una
complejacién aumentada (Jambhekar & Breen, 2016).

El CIB 1 presento casi seis veces mas NCL que la formulacion realizada en el medio TBE. Por lo
tanto, estos resultados reflejan que la cosolvencia es un fendmeno que favorece la complejacion
de NCL y supera al de la ionizacién de NCL que también pudiera favorecer el proceso de
complejacién (Cheirsilp & Rakmai, 2017b). Ademas, es importante considerar que TBE contienen
EDTA, que pudiera competir con NCL en la interaccidn con BCD, por lo que mas moléculas de NCL
quedarian sin complejar (Ferino-Pérez et al., 2023). En la Figura 12, se representan algunas de las
posibles interacciones de la competencia EDTA-NCL con BCD.
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Figura 12. Posible escenario de competencia EDTA-NCL en la interaccién con BCD.

5.3.3. Caracterizacion en estado sélido

5.3.3.1.  Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier

En la Figura 13. se presentan los espectros infrarrojo obtenidos por FTIR para NCL, BCD, el CIB 1,
el CIB 2y la MFB en el rango de 450 a 4000 cm™™.

El espectro de BCD presenta en 3290 cm™ una banda correspondiente al estiramiento simétrico
de O-H, en 2920 cm™* hay sefial originada por el estiramiento simétrico de C-H. La banda en 1640
corresponde a la vibracidn de flexién entre H-O-H. En el nimero de onda 1160 cm™ se registré
una banda correspondiente a la flexién simétrica entre carbonos (C-C) del esqueleto del
oligosacarido, en 1080 cm™ y 1020 cm™ se presentaron bandas debido a las vibraciones C-O
(Aleem, 2008; Butt, 2023).

En el espectro de NCL, se presenta una banda en 3130 cm™ ocasionada por el estiramiento del
grupo =C-H (Al-Hadiya, 2005). En 1650 cm™ hay una vibracidon correspondiente a la flexion del
carbonilo del grupo amida (Jara et al, 2021). En 1565 cm™ se presenta una banda
correspondiente a las vibraciones de estiramiento entre C-N y a la deformacion entre N-H. En los
nimeros de onda 1520 y 1330 cm™ se presentan dos bandas ocasionadas por el estiramiento del
enlace N=0. La banda en 1490 cm™ es ocasionada por los anillos aromaticos sustituidos por el
grupo cloro. En la region comprendida entre 1270 y 1080 cm™ las bandas corresponden a
vibraciones de deformacion dentro del plano entre C-H, a su vez, la deformacion fuera del plano
se presenta en las bandas en la region entre 950 y 700 cm™. La sefial en 675 cm™ corresponde a
la flexion fuera del plano de los anillos aromaticos (Ma et al., 2017).
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Figura 13. Espectros infrarrojo de a) BCD, b) NCL, c) CIB 1, d) CIB 2, e) MFB.

Al comparar los espectros de NCL y BCD con los de los CIBs, es posible observar que para el caso
del CIB 1, no se observan la bandas de NCL en el rango 4000-1000 cm™ y se presenta una
disminucién en la transmitancia de las bandas entre 1000 y 500 cm, lo cual puede indicar la
formacidn de CIB. Para el caso del CIB 2, en primer lugar, se observa un ensanchamiento de la
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banda asociada al estiramiento simétrico de O-H en 3160 cm™, que corresponde a las moléculas
de trisaminometano, acido bérico y EDTA forman puentes de hidrégeno (Brubach et al., 2005).
En la regidn entre 1400 y 400 cm™ en el espectro de CIB 2 no se presentan sefiales de NCL, sin
embargo, no necesariamente es indicativo de la formacién del CIB. En 1050y en 880 cm™ se
asignan dos bandas como resultado del estiramiento asimétrico y simétrico de C-C-O de Ia
molécula de trisaminometano (Smith, 2018).

Por ultimo, el espectro de la MFB muestra una superposicién de las sefales de los espectros de
NCL y BCD evidenciando que solamente por cosolvencia o la ionizacién del farmaco, en menor
medida, se promueve la formacién de CIB.

5.3.3.2.  Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido se utilizd como una técnica complementaria para
corroborar la presencia de CIBs. En este caso la ausencia del evento endotérmico
correspondiente al punto de fusidn del farmaco en los termogramas de los CIBs serd indicativo
de lainclusién de NCL en la cavidad de BCD (Mura, 2015). En la Figura 14. se presentan las curvas
de DSC.
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Figura 14. Termogramas de a) BCD, b) NCL, c) MFB, d) CIB 1, e) CIB 2.
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La curva a) corresponde a BCD, en la que se muestra un evento endotérmico amplio en el rango
de 75 °C a 150 °C, que corresponde a la pérdida de moléculas de agua (Pralhad, 2004; Sathigari,
2009). Para la NCL, se presenta un pico endotérmico en 230 °C, que corresponde a la temperatura
de fusion del farmaco (Van Tonder, 2004). Aproximadamente a 80 °C la NCL también presenta un
ligero evento endotérmico atribuido a pérdida de moléculas de agua.

EnelcasodelosCIB1yCIB 2, los termogramas de flujo de calor no presentan eventos en el rango
donde se esperaria la transicién endotérmica de fusion de NCL. La desaparicion de este pico en
ambos termogramas es indicativa de la incorporacién de NCL en la cavidad de BCD.

Para el caso de la MFB, correspondiente a la curva c), es posible observar que el evento de fusién
de NCL permanece presente a la temperatura reportada.

5.3.3.3.  Andlisis termogravimétrico

En la Figura 15. se presentan las curvas de pérdida de peso de los compuestos al calentarlos hasta
500 °C.
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Figura 15. Termogramas de pérdida de peso de a) BCD, b) NCL, c¢) MFB, d) CIB 1, e) CIB 2.
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La curva de descomposicion térmica de BCD muestra que en el rango de temperatura entre 75 a
100 °C hubo una pérdida de peso inicial de 15 % atribuida a la pérdida de moléculas de agua (N.
Li & Xu, 2010), este comportamiento térmico de BCD sugiere que el compuesto sufre un proceso
de deshidratacidn por debajo de 100 °C. Una segunda etapa de pérdida de peso tomé lugar de
310 a 330 °C debido a la descomposicion térmica de BCD (Butt et al., 2023), proceso que ocurre
abruptamente, reduciendo la masa remanente en un 75 %.

Para NCL se presentd un comportamiento estable en el intervalo de temperatura ambiente hasta
80 °C, a esta temperatura, hay una disminucién de peso de 1 % atribuido a la evaporacion de
moléculas de agua en la NCL. Posteriormente, al seguir aumentando la temperatura la masa de
NCL se mantuvo contante hasta 230° C. A 250 °C comienza la pérdida de peso del fadrmaco
atribuido al proceso de degradacion (Pardhi, 2017). Este evento de degradacion tuvo lugar hasta
los 350 °C, temperatura a la cual la masa remanente de NCL fue de 10 % del peso inicial.

Los CIBs mostraron un comportamiento distinto en cada formulacion. En primer lugar, el CIB 1
presentd una pérdida de peso inicial de 7 % en el intervalo de temperatura de 25-60 °C atribuido
a un proceso de deshidratacion. El porcentaje de masa de dicho CIB permanecio constante hasta
300 °C, temperatura a la cual, comenzo el proceso de mayor pérdida de peso. A diferencia de
NCL, cuya pérdida de peso comenzd a los 230 °C, esta diferencia en temperatura podria ser
indicativo la inclusién con BCD. Dicho proceso tuvo lugar hasta 370 °Cy la masa restante del CIB
a esa temperatura fue de 35 % con respecto al peso inicial.

Para el caso del CIB 2, este comenzd a descomponerse gradualmente desde los 40 °C hasta los
200 °C, la descomposicidon se atribuye a la degradacién del contenido de TBE en el complejo.
Después presentd una ligera pérdida de peso hasta aproximadamente 260 °C. Posteriormente, a
284.9 °C comenzd un nuevo proceso de pérdida de peso, atribuido a la degradacién de BCD.

La MFB presentd una pérdida de masa en el rango de 70 a 100 °C que corresponde a la pérdida
de agua en la BCD. En un segundo proceso, de 200 a 260 °C la muestra presentd pérdida de masa
atribuida a la degradacion de NCL. Una tercer etapa de pérdida de masa tuvo lugar de 300 a 320
°C correspondientes a la descomposicidon de BCD. La presencia de los tres eventos en cuestion en
la MFB muestra que el comportamiento de ambos componentes prevalece. Un caso distinto, es
el de CIB 1, este solamente se presentd la degradacion de BCD. El comportamiento del CIB 2, por
otro lado, fue mas similar al de la MFB.
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5.3.3.4.  Difraccion de rayos X de polvos

La difraccion de rayos X de polvos es otra herramienta que permite identificar la formacién de
Cls. En la Figura 16. se presentan los patrones de difraccion de BCD, NCL, los CIBs y la MFB.

Intensidad (U.A.)
1)

| | |
5 10 15 20 25 30 35 40

26 (°)
Figura 16. Difractogramas de rayos X de a) NCL, b) BCD, c) MFB, d) CIB 1, e) CIB 2.

El difractograma correspondiente a NCL muestra los picos de difraccién en el rango de 5 a 30°, se
presentaron picos de alta intensidad en 13.1, 13.84, 19.92, 23.5, 25.7, 26.6 y 26.8° mostrando la
fase cristalina del farmaco (Al-Hadiya, 2005). La cristalinidad del farmaco es consecuencia del
apilamiento paralelo de moléculas de NCL estabilizado por puentes de hidrégeno
intermoleculares entre el hidrégeno donado por el grupo hidroxilo y aceptado por el oxigeno del
grupo carbonilo (Sanphui, 2012; Van Tonder, 2004).

La BCD presentd un patrén de difraccidn cristalino tipico (Aleem, 2008; Sathigari, 2009). La MFB
mostrd una superposicion de los picos de difraccién de BCD y NCL. Para el caso de los CIBs, es
posible observar la amorfizacién de NCL, como resultado de su inclusién en la cavidad de BCD
(Mura, 2015).

Debido a las bajas constantes de estabilidad aparente, y el aumento de solubilidad en tan baja
proporcién, se buscaron otras estrategias para favorecer la complejacién de NCL. Para esto se
formuld un complejo ternario, en el que, a la formulacién BCD/NCL se agregé PEG como tercer
componente.
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5.4. Complejos de inclusidn ternarios B-ciclodextrina/niclosamida/polietilenglicol

5.4.1. Estudio de solubilidad de fases en presencia de polietilenglicol

Se llevd a cabo un segundo estudio de solubilidad de fases del sistema compuesto por CD y NCL
para investigar el efecto de PEG en la solubilidad de BCD/NCL. Para tal fin, se adicioné un exceso
de 3.5 veces de PEG respecto a la concentracion molar de BCD en cada muestra de la serie. En la
Figura 17. se presentan los diagramas de solubilidad de fases de BCD/NCL obtenidos al emplear
PEG como componente ternario. En la Tabla 13. se indican los valores de solubilidad de NCL
obtenidos en el estudio al variar la concentracién de BCD y PEG.
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Figura 17. Diagrama de solubilidad de fases de BCD y NCL bajo la adicién de PEG
en a) H,0, b) PBS, c) TBE. Las barras de error corresponden a DE con un n=2.

Tabla 13. Resultados del estudio de solubilidad de fases de BCD y NCL en presencia de PEG.

[BCD] (mM) [NCL] (mM) en H,0 [NCL] (mM) en PBS [NCL] (mM) en TBE
0.5 0.0447 +0.0050 0.0197 +0.0022 0.0235 + 0.0004
1.0 0.0479 +0.0016 0.0274 +0.0023 0.0249 + 0.0005
1.5 0.0531 + 0.0003 0.0374 +0.0012 0.0268 + 0.0002
2.0 0.0548 + 0.0007 0.0423 + 0.0009 0.0302 + 0.0009
2.5 0.0622 + 0.0005 0.0485 + 0.0031 0.0321 + 0.0005

La Figura 17 indica que los diagramas de solubilidad obtenidos bajo la presencia de PEG son de

tipo AL, correspondiente a la formacion de Cls solubles y con estequiometria 1:1. A partir de estas
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curvas y su ecuacion de la recta se determiné la pendiente para, a su vez, calcular las constantes
de estabilidad aparente del CIT (Tabla 14), de la misma manera en que se hizo para CIB (Seccion
6.2.1).

Tabla 14. Andlisis de regresion lineal del diagrama de solubilidad de fases y valores de k 1:1.

Medio Ecuacion recta R? Pendiente ki1 (mMm1)
H.0 Y =0.0837*X + 0.0400 0.8957 0.0837 18.22
PBS Y =0.1451*X + 0.0132 0.9663 0.1451 32.46
TBE Y =0.0452*X + 0.0207 0.9661 0.0452 10.83

Las pendientes de las curvas de solubilidad presentadas en la Tabla 14. muestran que se tuvo un
comportamiento distinto, en cuanto al aumento de solubilidad, entre los tres medios. De los tres
escenarios, la pendiente de mayor valor es la que se obtuvo en el medio PBS, la cual fue 0.1451,
seguida de la pendiente en H;0, la cual fue 0.0837 y finalmente, el valor de 0.0452,
correspondiente al medio TBE. Este comportamiento indica que en PBS la razén de cambio de la
solubilidad es de mayor magnitud que la presentada en los medios H,O y TBE.

Tal y como se presenta en la Figura 17., a la maxima concentracién de BCD (2.5 mM), el medio
en el que se alcanza la mayor solubilidad de NCL es H,O, en el que se logré una solubilidad de
62.2 uM. En segundo lugar, con el medio PBS se registré una solubilidad de 48.5 uM vy, en tercer
lugar, con el medio TBE se alcanzé la menor solubilidad, la cual fue 32.1 uM.

Si bien con PBS no se obtuvo la mayor solubilidad a la mdxima concentracién de BCD, este
escenario representa el mayor aumento en la solubilidad de acuerdo con su razén de cambio
entre concentraciones de BCD. Esto quiere decir que, a medida que aumenta la concentracion de
BCD, el cambio en la solubilidad sera mayor y se esperaria que a una concentracién determinada
de BCD el valor de solubilidad iguale a la solubilidad observada en H.O y que al seguir
aumentando la concentracién de BCD, la solubilidad supere, en algin punto a la que se alcanzaria
en H20 a concentraciones mayores de 2.5 mM.

Cuando el medio corresponde a TBE, se observa el menor cambio en la solubilidad de NCL en
todo el rango de concentracién de BCD estudiado en este experimento. Este comportamiento
sugiere que TBE es el medio menos favorable para la formacidn del CI. Este resultado es distinto
al esperado, ya que, como consecuencia del aumento de pH en el medio, se promueve la
ionizacion de especies de NCL, lo que aumentaria las interacciones del propio farmaco con el
medio, con BCD y PEG (Needham, 2022). Por otro lado, en el medio basico TBE, aumenta la
concentracion de iones hidroxilo (OH"), lo cual podria inducir un aumento en las interacciones
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por puentes de hidrégeno entre PEG y los iones del medio (Rincén-Ldpez et al., 2022). Si esto
ocurre, la interaccién de PEG con moléculas de NCL se veria reducida, lo cual podria explicar el
hecho de que el cambio en la solubilidad de NCL sea el mas bajo.

Tal y como ha sido mencionado, con el medio PBS se logré el mayor cambio en solubilidad de
NCL entre las distintas concentraciones de BCD. De acuerdo con el diagrama de predominio de
especies de NCL (Figura S1), a un pH neutro de 7.4, aproximadamente el 70 % de las moléculas
de NCL se encuentran en su forma ionizada, lo que favoreceria las interacciones ion-dipolo con
las moléculas de H,0. Al valor de pH 7.4 mencionado, los grupos donadores (-CH>) y aceptores (-
0-) de puentes de hidrégeno de PEG quedan disponibles para interaccionar con los grupos (-OH
y -NH) en las moléculas ionizadas de NCL, lo que daria lugar al aumento de solubilidad observado
en el estudio. La contribucion de estos dos aspectos dara como resultado el incremento en la
solubilidad de NCL en este medio.

Los resultados presentados sugieren que, en el rango de concentracion de BCD estudiado, el
medio mas conveniente para la formacién del CIT seria H,0, ya que en este medio se alcanza la
mayor solubilidad de NCL. Debido a su peso molecular de 5000 g/mol, el PEG presenta un
comportamiento anfifilico (Wu et al., 2014b). De esta manera, PEG es capaz de interaccionar por
puentes de hidrégeno con las moléculas de H,0 por medio de sus grupos (-O-), y, por otro lado,
podria interactuar por medio de sus grupos (-CH) en las cadenas y los anillos aromaticos de NCL.

54.1.1.  Constantes de estabilidad aparente

La k4.1 es un parametro que nos da una estimacion de la afinidad entre el huésped y el anfitridn
en un Cl. En la Tabla 14 se presentan los valores de k4.; obtenidos. En todos los casos, los valores
de k son mayores que los observados en CIB. El aumento en la afinidad entre NCL y BCD, con
respecto a CIB, podria ser el resultado de la interaccidn de tipo huésped-anfitrién entre NCLy la
cavidad de BCD cuando PEG esta presente. El polimero podria actuar como facilitador para que
NCL entre en el interior de la cavidad de BCD, al evitar que las moléculas de NCL interaccionen
entre si, esto es posible por interacciones como puentes de hidrégeno, o fuerzas de van der Waals
entre PEG y NCL. En PBS el valor de ky.; fue el mayor de los 3 sistemas, es decir 32.5 mM™. La
mayor afinidad en PBS es esperada debido a que el valor de k4.4 depende de la pendiente
obtenida en el estudio y, al ser la pendiente de mayor valor, también se estima que en PBS Ia
afinidad entre NCL y la cavidad de BCD sea mayor. Es debido a esta mayor afinidad que el
aumento de solubilidad en los intervalos de concentraciones de BCD seria el mayor en los tres
sistemas, si hablamos solamente de la interaccidon de NCL con la cavidad de BCD.
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Para el diagrama obtenido en TBE, bajo la adicién del polimero se presentdé el mismo
comportamiento de aumento en el valor de k4.1 que en PBS. En este escenario, la k4.4 pasé de
3.88 mM1a 10.83 mMY, lo que también indicaria una mayor afinidad de NCL y BCD. En este caso,
el incremento se puede deber a que un 90% de NCL se encuentra ionizada y es justamente la
especie ionizada la que formaria el Cl con la cavidad de BCD.

Resulta interesante observar que la k4.1 de CIT en agua fue de 18.22 mM?, mientras que en CIB
fue de 32.12 mM. Esta disminucién de la afinidad de NCL a la cavidad de BCD podria ser
resultado de la posible formacion de Cls entre BCD y PEG o bien de la interaccion entre PEG y NCL
que evitaria la interaccién entre NCL y la cavidad de BCD. Cabe mencionar que, aunque la k4.1 de
CIT en agua es menor a la de CIB, la solubilidad alcanzada a la maxima concentracién de BCD en
CIT fue de 62.2 uM y la de CIB fue 50.2 uM, lo cual podria sugerir que PEG interactia con NCLy
favorece su solubilidad. Es decir, que el aumento de solubilidad no es necesariamente el
resultado de la formacion de un complejo de inclusion BCD/NCL.

5.4.1.2.  Solubilidad B-ciclodextrina/niclosamida en presencia de polietilenglicol

Con relacién al aumento de la solubilidad de NCL en los CITs, en el diagrama de solubilidad de
fases en presencia de PEG realizado en H;0 se observa un aumento en la solubilidad de NCL de
12.4 veces, cuando la concentracion de BCD es de 2.5 mM, respecto a §,, mientras que, con el
sistema sin polimero el aumento registrado fue de 10 veces. Esto quiere decir que, si se comparan
ambos sistemas, la adicién de PEG representa un aumento de 1.2 veces en la solubilidad de NCL.

De igual manera, a la concentracién mdaxima de BCD estudiada, se observa que en el medio
amortiguador PBS, el aumento de solubilidad de NCL respecto al valor de S, fue 8.6 veces en el
complejo binario mientras que en el sistema ternario fue de 9.3 veces al adicionar PEG en el
sistema. Es decir, que la adicién del polimero representa un aumento de 1.1 veces el incremento
alcanzado con BCD en el estudio de solubilidad de fases sin PEG.

El cambio en la solubilidad de NCL registrado en el medio amortiguador TBE fue de 6.5 veces
respecto a Sy en el estudio sin PEG a una concentracién de 2.5 mM de BCD. Cuando se adiciond
el polimero al sistema, se alcanzé un incremento en solubilidad de NCL de 7.5 veces. Es decir, un
aumento de 1.1 veces la solubilidad de NCL cuando se utiliza PEG, una magnitud similar a la
observada cuando el diagrama de solubilidad, en presencia de PEG, se realiza en H0.

Al comparar la Tabla 9. y la Tabla 13. es posible decir que, en un mismo rango de concentracion
de BCD, el aumento en la solubilidad de NCL es ligeramente mayor en presencia de PEG. Es
importante hacer notar que cuando el medio es Hx0, la solubilidad de NCL es practicamente la
misma (47 uM) en el caso de CIT a 1 mM de BCD y de CIB a con 2 mM de BCD, por lo que, bajo
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estas condiciones, PEG permite disminuir la cantidad utilizada de BCD para lograr un mismo
efecto en la solubilidad de NCL.

Una vez que identificamos que la presencia de PEG si influye en la solubilidad de del sistema
BCD/NCL, entonces se procediod a preparar los CITs. Antes de ello, se realizaron algunas pruebas
para determinar la influencia del medio de preparacion y el orden de adicidon de los componentes.

5.4.2. Aspecto visual de los complejos de inclusion ternarios

La exploracion de los sistemas ternarios BCD/NCL/PEG se realizé en el laboratorio de manera que
se evaluaron las cuatro formulaciones de CITs descritas en la Tabla 5. Se evalud el orden de
adicién de los componentes y el medio de preparacidn. Cabe recordar que la cantidad de PEG
utilizada fue de 875 mg (0.175 mmol), equivalente a 7 veces la cantidad molar de BCD. El aspecto
visual que presentaron las suspensiones de los CITs previo a su recuperacion por filtrado y
liofilizacion fue distinto en las cuatro formulaciones. En la Figura 18. se presentan fotografias
representativas para comunicar el aspecto visual de los CITs.

Fondo vaso

Figura 18. Apariencias de las formulaciones A) CIT 1, B) CIT 2, C) CIT 3 y D) CIT 4 formados con los
componentes BCD, NCL y PEG.

Como se menciond en la Seccion 4.7.1., el orden de adicién de componentes durante la
formacién del CIT 1 fue BCD, PEG y NCL y el medio de trabajo fue la mezcla EtOH/H,0. En esta
primer formulacidn se observa que la suspension adquirié tonalidad amarilla clara. Al transcurrir
4 horas, el CIT no exhibid ninguna separacion de fases o formacion de precipitados.

En el CIT 2 el orden de adicion fue el mismo que en el CIT 1, sin embargo, en este caso, estos
componentes se suspendieron en H,0 Unicamente. En la Figura 18. — B se observa que también
presenta tonalidad amarillo claro. A diferencia de CIT 1, al estar en reposo durante 4 horas, se
observo la formacion de cristales de NCL en el fondo del vaso de precipitado.
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En la Figura 18. — C se presenta a CIT 3, en el cual el orden de adicion fue BCD, NCL, PEG. El medio
de trabajo en el que se realizé esta formulacion fue la mezcla EtOH/H,0. Al igual que el CIT 1, tras
un reposo de 4 horas no se formd ningun precipitado. Un aspecto importante es que esta
suspensidon mostrd un color blanco a diferencia de las otras formulaciones que presentaron una
tonalidad amarilla clara.

Finalmente, en el CIT 4 se repitid el orden de adicidn BCD, NCL, PEG seguido en el CIT 3, pero,
Unicamente en un medio acuoso. El aspecto del CIT 4 se presenta en la Figura 18. — D. En reposo
de 4 horas, el CIT present6 la formacidn de un precipitado uniforme de color blanco. Sin embargo,
en las paredes del vaso se presentd una acumulacion de NCL de color amarillo con consistencia
mas dura. Se puede inferir entonces que el orden de adicidén y el medio es un factor determinante
para formar un CIT en el que se favorezca la solubilidad de NCL.

5.4.3. Cuantificacion niclosamida en los complejos de inclusién ternarios

El porcentaje de NCL complejada respecto a la cantidad de NCL afiadida inicialmente en cada
formulacion se presenta en la Tabla 15. De igual manera, se presenta la cantidad de NCL
determinada por espectroscopia UV en las cuatro formulaciones de CITs lo cual corresponde con
la relacion presentada en la ecuacién 4.

Tabla 15. NCL presente en cada uno de los CITs.

Formulacién NCL complejada (%) NCL por mg CIT (mg)

CIT1 54.9 3.7x107*
CIT2 2.4 5.9x107°
CIT3 85.4 9.5x10~*
CIT4 17.1 2.5x107*

Como se presenta en la Tabla 15. el CIT 3 fue la formulacién en la que se determind la mayor
cantidad de NCL. En este CIT se encontré que por cada miligramo de complejo hay presencia de
0.95 pg de NCL.

5.4.4. Interacciones moleculares entre BCD, NCL y PEG
En esta seccidn discutiremos las posibles interacciones que ocurren en el sistema compuesto por

BCD, NCL y PEG, con la finalidad explicar el comportamiento observado, en los experimentos
anteriores.
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5.4.4.1.  CIT 1: Bciclodextrina/polietilenglicol/niclosamida en mezcla EtOH/H20

El CIT en su formulacion 1 tiene la posibilidad de presentar varias interacciones moleculares. Una
representacion esquematica de estas interacciones se propone en la Figura 19. en la que se
pueden observar cinco distintos casos.

OH

Figura 19. Representacién de posibles interacciones en CIT 1. Las moléculas de NCL sin
complejar se presentan en naranja; en amarillo formando Cl; y en azul formando complejo
de no inclusién con BCD.

Si se considera que en primer lugar se afiadié BCD seguida de PEG, podria ocurrir la formacién de
un complejo de inclusidn en el que el PEG entra en la cavidad de BCD, como si fuera el caso de la
formacidon de un polirotaxano (Suvarna et al.,, 2022b). Un segundo escenario, corresponde
igualmente a la interaccidn entre BCD y PEG, sélo que dado por la formacién de puentes de
hidrégeno entre los grupos hidroxilo (-OH) presentes en la superficie de la BCD y los oxigenos o
los metilenos en la cadena del PEG (Loftsson et al., 1996)

El escenario tres, corresponderia a la formacién de Cls entre BCD y NCL, una vez que se ha
adicionado NCL al sistema. Al emplear la mezcla EtOH/H,0 como medio de trabajo, se favoreceria
la solvatacidn de las moléculas de NCL, permitiendo que estas interaccionen con la cavidad de
BCD.
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En un cuarto escenario, se podria dar la formacién de un complejo de no inclusiéon (Messner et
al., 2010a) o agregado, en el que interaccionen los grupos -OH en la superficie de la BCD con los
grupos -OH o -NH en las moléculas de NCL en forma de un puente de hidrégeno. La formacion de
estos complejos de no inclusion consecuentemente podria resultar en un aumento en la
solubilidad de las moléculas huésped (De Jesus et al., 2012), lo cual podria explicar el aumento
de la solubilidad de NCL en este CIT.

El quinto escenario corresponderia a la interaccidn entre NCL y las cadenas de PEG por medio de
la formacion de puentes de hidrégeno. Los puentes de hidrégeno pueden estar formados por los
grupos donadores de puentes de hidrégeno (HBDs por sus siglas en inglés) en NCL (-OH y -NH) y
los grupos aceptores de puentes de hidrégeno (HBAs por sus siglas en inglés) en PEG (metilenos
-CH3), o por los HBAs de NCL (-OH y -NH) y los HBDs en las cadenas de PEG (-O-).

De acuerdo con la informacion presentada en la Tabla 15. La cantidad de NCL presente en esta
formulacion de CIT corresponde a 0.37 pg de farmaco por cada miligramo de CIT. Este fue el
segundo CIT con mayor contenido de NCL de los 4 CIT preparados.

5.4.4.2. CIT 2: Bciclodextrina/polietilenglicol/niclosamida en H,0

En este caso, la NCL formaria cliusteres de moléculas de NCL apiladas de forma antiparalela
estabilizadas por interacciones de tipo m-m por la interaccidén entre los anillos fenilo o por
interacciones de tipo catién-m entre el grupo nitro y un anillo fenilo como se ha reportado
previamente (Sanphui et al., 2012).

Asi mismo, las moléculas de H,O podrian formar puentes de hidrégeno con la superficie de estos
clusteres de NCL, lo que resultaria en un cluster de NCL estable y dificil de romper (Vuai et al.,
2021). En la Figura 20 se representan las posibles interacciones que ocurririan en esta
formulacion del CIT.

De esta manera, el primer escenario corresponde a la formacion del cldster de moléculas de NCL
(discutido en el parrafo anterior) en el que las moléculas de NCL permanecerian en ese acomodo.
En un segundo escenario, podrian formarse Cls entre fCD y las cadenas de PEG o bien, estos dos
componentes podrian interactuar a través de la formacién de puentes de hidrégeno (seccién
1.1.4.1).
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Figura 20. Representaciéon de posibles interacciones en CIT 2. Las moléculas de NCL sin

complejar se presentan en naranja.

Esta hipotesis podria explicar el hecho de que CIT 2 es el que menos NCL contiene, por cada
miligramo de CIT, unicamente 0.059 pg corresponden al farmaco (ver Tabla 15).

5.4.4.3. CIT 3: Bciclodextrina/niclosamida/polietilenglicol en mezcla EtOH/H,0

El caso de la formulacién 3, es el mds destacable en funcion al porcentaje de NCL complejada que
resultd ser de 85.36 %. También es la formulacidon en la que se determind la mayor cantidad de
NCL, es decir, 0.95 pg de farmaco por cada miligramo de complejo. El orden de adicidn y el medio
de trabajo empleados en esta formulacidn resultaron ser los mds apropiados para la recuperacion
de mayor cantidad de NCL en el sélido. En la Figura 21. se presenta el esquema de las
interacciones propuestas para este sistema.

En un primer escenario, podria ocurrir la formacién de un CI BCD/NCL. El EtOH en la mezcla
favorece la solvatacién de las moléculas de NCL. Al solvatar las moléculas de NCL, el EtOH crea
un entorno propicio para la interaccion entre la NCLy la BCD por un fendmeno de cosolvencia.

El segundo escenario, podria corresponder a la formacién de puentes de hidrégeno entre los
grupos -OH y -NH de la NCL y los grupos hidroxilo de BCD, lo cual daria lugar a la formacidn de un
complejo de no inclusién o agregado. Un tercer escenario corresponderia a las interacciones
entre un Cl BCD/NCL y otra molécula de farmaco. Un ejemplo podria ser una interaccién dipolo-
dipolo entre el grupo nitro de una molécula de NCLy el grupo cloro de otra (Sanphui et al., 2012).
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Las interacciones NCL-NCL son mas fuertes que las interacciones NCL-disolvente y BCD-NCL.
Mientras que estos clisteres de NCL se encuentran en formacidn, la adicion de PEG tomaria un
rol principal, en el que el polimero compite o “se interpone” entre las moléculas de NCL, y daria
lugar a interacciones NCL-PEG y favoreceria las interacciones de inclusidon y no inclusién NCL-BCD,
en un cuarto escenario.

Figura 21. Representacién de posibles interacciones en CIT 3. Las moléculas de NCL sin
complejar se presentan en naranja; en amarillo formando Cl; y en azul formando complejo
de no inclusion con BCD.

5.4.4.4.  CIT 4: Bciclodextrina/niclosamida/polietilenglicol en H,0

Al igual que en la formulacién 3, en el CIT 4 primero se agregé BCD, seguido de NCL y PEG, sin
embargo, el medio de trabajo empleado fue H,O. En esta, se estimaron 0.17 ug de NCL de
complejada por miligramo de complejo.

De acuerdo con la Tabla 15. a diferencia con el CIT 2, el cual también se realizé en medio acuoso,
se puede observar un aumento de casi 15 % en la cantidad de farmaco complejado. Este aumento
con respecto a la formulacion 2, tiene lugar en el orden de adicién. En este caso, los resultados
muestran que agregar PEG después de NCL, es mas conveniente que agregar primero PEG y luego
NCL. En la formulacién 2, PEG interacciona primero con H,0 y BCD, de manera que al incorporar
NCL sucesivamente, las moléculas de farmaco permanecen en forma de clusteres de NCL (Figura
20), lo que ocasiona la formacion de cristales de NCL.
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Por otro lado, en el caso del CIT 4, al agregar PEG al sistema BCD/NCL, el polimero debe establecer
interacciones que requieran de menos energia. De forma que resulta mas favorable la formacion
de puentes de hidrégeno con las moléculas de H,O en el medio circundante, que interaccionar
con NCL. En este segundo caso, cuando se afiade PEG al sistema, el polimero compite con
BCD/NCL por interaccionar con las moléculas de H20, lo que resulta en la precipitacién del CIB
BCD/NCL.

En ambos casos en los que se empled H,O como medio de trabajo, ocurrié la formacion de
precipitados, lo cual remarca la necesidad de la estrategia de cosolvencia. Adicionalmente, el
papel de PEG como tercer componente es fundamental, ya que, las interacciones NCL-PEG
podrian impedir la formacién subsecuente de cliusteres de moléculas de NCL. En la Figura 22. se
proponen las posibles interacciones en el sistema correspondiente al CIT 4.
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Figura 22. Representacién de posibles interacciones en CIT 4. Las moléculas de NCL sin
complejar se presentan en naranja; en amarillo formando Cl; y en azul formando complejo
de no inclusion con BCD.

En un primer escenario las moléculas de NCL se encuentran apiladas en forma de cluster, un
fendmeno reportado previamente cuando NCL estd en agua (Sanphui, 2012; Vuai, 2021). En esta
formulacion, la adicién subsecuente de PEG ayudaria a que las moléculas de NCL no se sigan
agrupando en clisteres de NCL.

La presencia de las moléculas de NCL que no se encuentran formando clusteres, podria dar lugar
a un segundo escenario en el que se forme un Cl BCD/NCL por medio de la interaccién directa
entre las moléculas de NCL y las cavidades de BCD.
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Un tercer escenario seria el de la formacidn de un complejo de no inclusién con BCD, por medio
de la interaccién por puentes de hidrégeno entre los grupos -OH de la superficie de BCD con los
grupos -OH y -NH de las moléculas de NCL. La formacion de otro complejo de no inclusidn entre
una molécula de NCL formando un Cl con BCD y otra molécula de NCL seria un cuarto escenario.

Los resultados obtenidos de la cantidad de NCL recuperada en cada formulacién, asi como, el
aspecto visual de las muestras y el analisis llevado a cabo para explicar las interacciones en cada
CIT indican que el medio de formulacién de la muestra toma un rol principal en la complejacién
del farmaco. También, que el orden de adicién es un factor importante para formar el complejo
ternario. De acuerdo con los hallazgos en cantidad de NCL recuperada en la formulacién 3, y el
analisis realizado en cuanto a orden de adicion de componentes y medio de formulacién de la
mezcla, se eligié la metodologia realizada para obtener CIT 3 para preparar este sistema vy
continuar su investigacion.

5.4.5. Caracterizacion en solucién del complejo de inclusion ternario

Aligual que los CIBs, también se investigd el fendmeno de complejacidn del CIT elegido por medio
de espectroscopia UV, con base en los corrimientos en la A de maxima absorcion. En la Figura 23-
l. se presentan los espectros de absorcién UV de NCL y del CIT. La curva del espectro de NCL tuvo
una absorbancia méxima en A 333 nm. La curva correspondiente al espectro de absorcion del CIT
presentd un corrimiento batocromico a 338 nm. Este fendmeno sugiere que existe una
interaccion entre BCD y NCL. En la formacion del Cl, NCL interacciona dentro de la cavidad de
BCD y forma puentes de hidrégeno (Figura 23- 11).

Absorbancia (U.A.)

250 300 350 400
Longitud de onda (nm)
Figura 23 -I. Espectros de absorcién de a) NCL, b) CIT. — Il. Interaccién entre BCD y NCL.
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En el sistema binario BCD/NCL, la A de absorcion maxima de NCL fue en 337 nm y en el CIT
BCD/NCL/PEG el valor de A fue 338 nm, ambos valores de A no presentan una diferencia
significativa. Es conocido que el PEG no presenta una absorcién en el rango UV (Sionkowska,
2006), por lo que no es de esperarse interferencia de PEG en la medicidn. Las interacciones entre
PEG y NCL a diferencia de las discutidas entre BCD y NCL, no modifican el estado electrdnico de
NCL como el ocasionado dentro de la cavidad. Al comparar ambos complejos, y propiamente con
la A de NCL que fue 333 nm, se infiere la presencia de Cls entre NCLy BCD (Mura, 2014).

5.4.6. Caracterizacion en estado sélido del complejo de inclusidn ternario

Se llevd a cabo la caracterizacion del CIT 3. Adicionalmente se caracterizé la MFT por las mismas
técnicas con la finalidad de compararla con el CIT.

5.4.6.1.  Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

En la Figura 24. se presentan los espectros infrarrojo obtenidos por FTIR para BCD, NCL, PEG, el
CITy la MFT en el rango de 450 a 4000 cm™.

En la seccion 5.3.3.1 se presenta el analisis de los espectros infrarrojo por Transformada de
Fourier correspondientes a BCD y NCL. A manera de recordatorio, el espectro de BCD presenta
en 3290 cm™ una banda correspondiente al estiramiento simétrico de O-H, en 2920 cm™ hay una
banda originada por el estiramiento simétrico de C-H (Aleem et al., 2008). En el nUmero de onda
1160 cm™ se registré una banda correspondiente a la flexion simétrica entre carbonos (C-C) del
esqueleto del oligosacarido (Butt et al., 2023), en 1080 cm™y 1020 cm™ se presentaron bandas
debido a las vibraciones C-0O.

En el espectro de NCL, hay una vibracién en 1650 cm™ correspondiente a la flexion del carbonilo
de la amida (Jara et al., 2021), en la regién comprendida entre 1610 y 1415 cm™ hay bandas de
transmisién correspondientes a la estructura de los anillos aromaticos en la molécula. Las bandas
de transmision en 1520y 1330 cm™tienen su origen en el estiramiento simétrico del grupo (NO.).
En la regidon comprendida entre 1270 y 1080 cm™ las bandas corresponden a vibraciones de
deformacion dentro del plano entre C-H, la transmisién en 675 cm™ corresponde a la flexion fuera
del plano de los anillos aromaticos (Ma, 2017).

En el espectro de PEG, se presentan bandas prominentes en 2880 y 1150 cm™ debido al
estiramiento respectivo de C-H y C-C (Ge, 2020; Ma, 2017). Las bandas de transmisién en 1460 y
1340 cm ™ tienen lugar debido a vibraciones dentro del plano entre C-H presentes en los grupos
metileno (-CH2) de las cadenas de PEG (Qin, 2019). Es posible observar vibraciones de
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estiramiento entre C-O en tres regiones diferentes del espectro, con maximos de transmisidn en
1240, 1100, y 1060 cm™ (Ge, 2020). Las bandas presentes en 597 y 841 cm™ corresponden a la
flexién dentro del plano de C-O-C (Qin, 2019).

Transmitancia (%)

Numero de onda (cm™)

Figura 24. Espectros infrarrojo de a) BCD, b) NCL, c) PEG, d) CIT, e) MFT.
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Para el CIT se observan las mismas bandas de transmisién que para el espectro de PEG con un
ligero corrimiento de la banda en 957 cm™a 949 cmy la disminucién en la intensidad de la
vibracién de estiramiento C-O en 1050 cm™. No hay presencia de las bandas de transmision
correspondientes a las vibraciones de NCL ni BCD.

La MFT presentd un espectro infrarrojo en el que se puede observar la superposicidon de bandas
de transmisién presentes en los espectros infrarrojo de NCL y PEG. Las bandas de transmisidn en
1650 cm™, 1600 cm™, y 1510 cm™ corresponden a vibraciones de la molécula de NCL. La primera
corresponde a la vibracion del grupo carbonilo, y las ultimas corresponden a la estructural de los
anillos aromaticos. El resto de las bandas de transmisidn estan asociadas a las vibraciones de PEG.

De acuerdo con el contraste presentado entre el CIT y la MFT. Con FTIR no es posible identificar
la formacion del CIT, las bandas identificadas corresponden a las interacciones presentes durante
el proceso de formacién del CIT (Mane et al., 2022).

5.4.6.2.  Difraccion de rayos X de polvos

En la Figura 25. se presentan los patrones de difraccion de NCL, BCD, PEG, el CIT y la MFT. El
difractograma correspondiente a la NCL se muestran los picos de difraccidn del farmaco en el
rango de 5 a 30° de acuerdo con los resultados presentados en la seccién 5.3.3.4. Tal y como se
discutid, este patrén ya se ha reportado previamente para el fdrmaco. De igual manera la BCD
presentd un patrén de difraccion cristalino tipico (Sathigari, 2009).
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Figura 25. Difractogramas de rayos X de a) NCL, b) BCD, c) PEG, d) CIT, e) MFT.
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En los patrones de difraccién del CIT y la MFT no es posible observar los patrones de difraccién
de BCD y NCL, y unicamente se observa el patrén de difraccion de PEG (c), el cual es de mayor
intensidad y con picos en 19.42 y 23.74° correspondiente a los planos (1,2,0) y (1,3,0) del cristal
triclinico de PEG (Qin, 2019).

A partir de los resultados observados por esta técnica no es posible concluir sobre posibles
interacciones entre los componentes BCD y NCL con PEG que diferencien CIB y CIT.

5.4.6.3.  Calorimetria diferencial de barrido

Se investigd la interaccion entre los componentes del CIT por medio del analisis de eventos
térmicos en los termogramas de flujo de calor obtenidos por calorimetria diferencial de barrido.
En la Figura 26. se presentan las curvas de DSC de BCD, NCL, PEG, el CIT y la MFT correspondientes
a los termogramas de flujo de calor de las muestras en el rango de 20 °C hasta 250 °C.
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Temperatura (°C)
Figura 26. Termogramas de flujo de calor de a) BCD, b) NCL, c) PEG, d)
MFT, e) CIT.
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En el termograma de flujo de calor de BCD, se muestra un evento endotérmico amplio entre las
temperaturas de 75 °Cy 150 °C, este evento se debe a la pérdida de moléculas de agua (Pralhad,
2004; Sathigari, 2009). En el caso de NCL, esta presenta un evento endotérmico en 230 °C, el cual
corresponde a la temperatura a la que NCL alcanza su punto de fusién (Van Tonder, 2004). El
termograma de PEG reveld una transicién endotérmica en 58° C presentada por el proceso de
fusién de PEG (Qi, 2014; Qin, 2019).

Al analizar los termogramas del CIT y la MFB, es posible observar que, los eventos térmicos
presentados por ambas muestras corresponden a la fusiéon de PEG. Sin embargo, el evento
endotérmico en la mezcla fisica ocurrié a la misma temperatura que en PEG, a diferencia del CIT,
en el que el PEG presentd el evento de fusion a 51 °C. Esta diferencia de temperatura indica que
en el CIT los componentes interaccionan de forma distinta a la MFT. Tanto en la mezcla fisica
como en el CIT, la ausencia del evento de fusidn de NCL puede deberse a la cantidad relativa de
NCL con respecto a PEG, que es minima.

5.4.6.4.  Andlisis termogravimétrico

En andlisis termogravimétrico realizado a NCL, BCD, PEG, el CIT y la MFT, se mostré la degradacion
de cada compuesto al aumentar la temperatura. En la Figura 27. se presentan las curvas de
pérdida de peso de los compuestos al calentarlos desde una temperatura aproximada de 27°C
hasta 500°C.
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Figura 27. Termogramas de pérdida de peso de a) BCD, b) NCL, c) PEG,
d) MFT, e) CIT.
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Para BCD se observa que en el rango de temperatura entre 75 a 100 °C hubo una pérdida de peso
inicial de 15 % atribuida a agua (N. Li & Xu, 2010), este comportamiento térmico de BCD sugiere
gue el compuesto sufre un proceso de deshidratacién por debajo de 100 °C. Una segunda etapa
de pérdida de peso tomd lugar de 310 a 330 °C debido a la descomposicién térmica de BCD (Butt
et al., 2023), proceso que ocurre abruptamente, reduciendo la masa remanente 75 %.

Tal y como se discutid en la seccion 5.3.3.3. la curva de descomposicion térmica de NCL muestra
un comportamiento estable en el intervalo de temperatura ambiente hasta los 80 °C,
temperatura a la cual la masa de la muestra disminuye 1 % resultado de la evaporacion de
moléculas de agua en el farmaco. Al seguir con el aumento de temperatura, la masa de NCL se
mantuvo constante hasta 230°C, a esta temperatura, el farmaco comienza a perder masa, lo cual
es atribuido a un proceso de fusién (Pardhi et al., 2017). Este evento tuvo lugar hasta los 350°C,
temperatura a la cual la masa remanente de NCL fue de 10 % del peso inicial.

Se encontré que el perfil de degradacion de PEG es gradual, el cual tiene lugar de 200 a 390°C
(Babinot et al., 2011), rango en el que, la masa de la muestra disminuye en 95 %. El CIT presenta
una degradacién térmica a temperatura mas alta con respecto a PEG, esta tuvo lugar de 290 a
415°C. Al comparar la degradacién de PEG a las curvas de pérdida de peso del CIT y de la MFT, es
posible observar que las ultimos dos son diferentes a la curva de polimero, ya que, su degradacién
térmica ocurre a temperaturas mas altas. Este fendmeno es indicativo de una interaccidn
molecular distinta, en la que los tres componentes toman presencia, como lo podria ser el caso
de la formacidn del complejo ternario.

Al comparar CIT y la MFT también es posible observar que, el CIT tiene un perfil de degradacion
mas alto, lo cual también es indicativo de la formacidn del complejo, puesto que, los Cls tienden
a ser mas estables que los agregados como resultado de que las interacciones en los Cls suelen
ser mas fuertes (Mura, 2015).

5.5. Solubilidad de niclosamida en sistemas con exceso de B-ciclodextrinay
polietilenglicol

En la Seccion 5.4. se demostrd que el sistema ternario es conveniente para promover la
solubilidad de NCL y se identificd que para preparar el sistema ternario, el orden de adicién vy el
medio son aspectos fundamentales para lograr el mayor aumento de solubilidad de NCL.
Ademas, a partir de observaciones realizadas de los CITs en funcion de su apariencia y de la
cantidad de NCL en cada formulacién, se establecieron algunos postulados para explicar las
interacciones entre BCD, NCL y PEG.
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A pesar de que la mezcla EtOH/H,0 resulto ser el mejor medio para obtener el sistema ternario,
la cantidad de NCL contenida en las formulaciones es minima y no se puede determinar el cambio
en la solubilidad del farmaco cuando esta como CIT. Por lo tanto, para determinar el impacto de
un sistema ternario en la solubilidad de NCL se exploré otra manera de preparar el CIT.

En este sentido, se realizaron mezclas del sistema ternario BCD/NCL/PEG. Para ello, se suspendid
NCL a una concentracion fija (5mM) en las disoluciones de BCD preparadas con las cantidades
indicadas en la Tabla 6 en los medios H,0, PBS y TBE, de manera que también se investigd el
efecto de la ionizacion del farmaco en el aumento de su solubilidad de NCL. Posteriormente, se
adiciono6 PEG en las suspensiones, de acuerdo con las cantidades presentadas en la Tabla 7. El
orden de adicidn seguido para la preparacién de las mezclas fue el que se presentd en la Seccién
6.4.4.3. en la preparacion del CIT 3 BCD/NCL/PEG. La cantidad de PEG correspondid inicialmente
a la de CIT 3, y posteriormente se escalaron las cantidades de BCD y PEG de forma que se
exploraron otros excesos estequiométricos en la solubilizacion de NCL. Las cinco relaciones
estequiométricas de la mezcla ternaria BCD/NCL/PEG investigadas fueron 1:1:3.5, 2:1:7, 3:1:10.5,
8:1:28, y 15:1:52.5. Los excesos de PEG se establecieron en relacion de 3.5 veces la
estequiometria de BCD.

Para evaluar la influencia de PEG en la solubilidad de NCL también se prepararon las mezclas
PEG/NCL a diferentes estequiometrias. Los excesos de PEG empleados en este estudio fueron los
utilizados en el sistema ternario, por lo que, las mezclas del sistema PEG/NCL realizadas tuvieron
las siguientes estequiometrias: 3.5:1, 7:1, 10.5:1, 28:1, 52.5:1.

Dado que en la Seccidn 5.3.2.2. se observd que la cantidad de NCL en las formulaciones de CIB
fue baja (en el orden de pg), tampoco fue posible determinar el cambio en la solubilidad de NCL
al estar en CIB. Entonces, en este estudio se aprovechd también para explorar el cambio de
solubilidad de NCL al emplear excesos de BCD a una concentracion de NCL fija (5mM) en mezclas
del sistema binario. De esta manera, se evaluo el efecto del exceso de BCD en la solubilizacion de
NCL. Las relaciones estequiométricas del sistema BCD/NCL exploradas en estos experimentos
fueron 1:1, 2:1, 3:1, 8:1y 15:1.

A continuacidn se presentan los resultados de los estudios en los que se investigd el efecto en la
solubilidad de NCL al emplear las mezclas de los sistemas binario y ternario, asi como de la
mezcla PEG/NCL. En el estudio, fue posible observar el efecto de los excesos estequiométricos
de BCD o de PEG en la solubilidad de NCL en las mezclas BCD/NCL y PEG/NCL, respectivamente,
asi como el efecto de los excesos estequiométricos de BCD y PEG en la solubilidad del farmaco
en la mezcla BCD/NCL/PEG. El estudio se realizd para los tres sistemas mencionados en cada
medio de trabajo: H,O, PBS y TBE. Primero se evalud el exceso de BCD, posteriormente, el exceso
de PEG, y finalmente, los excesos de BCD y PEG en conjunto.
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5.5.1. Efecto de los excesos de B-ciclodextrina y polietilenglicol en la solubilidad de niclosamida
en Hy0

En la Figura 28. se presentan los cambios de solubilidad de NCL obtenidos con las mezclas de los
sistemas BCD/NCL, PEG/NCL y BCD/NCL/PEG. Los cambios de solubilidad de NCL referidos en el
presente andlisis se establecieron respecto al valor de S, (Tabla S1).
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Figura 28. Cambio de solubilidad de NCL en sistemas BCD/NCL, PEG/NCL, BCD/NCL/PEG en H;O.

Se registraron cambios de solubilidad de NCL con las cinco estequiometrias de la mezcla
BCD/NCL. Para la mezcla con relacion 1:1, se alcanzé una solubilidad de NCL de 1.82 pg/mL,
significa que se aumentd en un 11 % la solubilidad de NCL (Tabla S1). Con la estequiometria 15:1
se logré aumentar la solubilidad de NCL a 2.34 ug/mL, lo cual constituye una diferencia de 0.7
ug/mL, este cambio representa un aumento de 42.8 % en la solubilidad de NCL.

Con base en este comportamiento, al aumentar la proporcién de BCD en la mezcla con NCL, se
observa una dependencia directa en el aumento de la solubilidad del farmaco. Por lo que, es
posible afirmar que se presenta el mismo comportamiento de aumento lineal en la solubilidad
de NCL, al presentado con el CIB BCD/NCL en la Seccién 5.2.1.
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Con el sistema correspondiente a la mezcla PEG/NCL, se registraron cambios en la solubilidad de
NCL a medida que se vario el exceso de PEG. Es posible observar que, con los excesos de PEG de
3.5:1, 7:1 y 10.5:1, la solubilidad de NCL en la mezcla no se ve modificada respecto a §g,. Al
mezclar NCL con excesos de 28:1y 52.5:1 de PEG, se logré aumentar la solubilidad de NCL en 12
y 21 %, respectivamente. Si bien estos resultados denotan que el sistema PEG/NCL favorece la
solubilizaciéon del farmaco, es necesario utilizar un exceso grande de polimero para lograr
alcanzar un cambio susbstancial de solubilidad, de forma que no seria conveniente por las
cantidades de polimero requeridas.

El aumento de solubilidad de NCL en la mezcla PEG/NCL podria suceder como resultado de las
interacciones postuladas en la Seccién 5.4.4., en la que se hipotetiza que podrian ocurrir
interacciones de tipo puente de hidrégeno entre los hidrégenos de los (-CH) en las cadenas de
PEG y los grupos donadores de puentes de hidrégeno (-OH, =0, -NH) en NCL. Otra posible
interaccidn, seria en la que las cadenas hidrocarbonadas del PEG, orientan sus secciones menos
polares (-CH;) hacia las moléculas de NCL y se agrupen por similitud de polaridades, de manera
que los grupos hidrofilicos en las cadenas de PEG (-CH,, -O-) se orienten hacia la solucién y
aumenten la solubilidad aparente de NCL al formar puentes de hidrégeno con el medio.

El uso de la mezcla BCD/NCL/PEG en todas sus relaciones estequiométricas promovidé un
aumento en la solubilidad de NCL . Desde la estequiometria con relacién 1:1:3.5 se alcanzé una
solubilidad de 2.04 pug/mL, este cambio representa un incremento de 24.5 % en la solubilidad de
NCL. Si se comparan las estequiometrias 2:1:7 de la mezcla BCD/NCL/PEG con la que se logro
aumentar la solubilidad de NCL en 59 %, y la estequiometria 15:1 de la mezcla BCD/NCL con la
que se logré aumentar 42.8 % la solubilidad de NCL, es posible evidenciar que la adicién de PEG
en la mezcla ternaria permitio disminuir el exceso de BCD de 15 a sélo 2 y aun asi aumentar la
solubilidad de NCL en un 16 %.

El mayor aumento de solubilidad de NCL alcanzado con la mezcla BCD/NCL/PEG se registré con
la estequiometria 15:1:52.5, con la que se alcanzé una solubilidad de 4.22 pug/mL, lo cual
representa un aumento de 158.1 % con respecto al valor de §. Este aumento se debe a que las
interacciones discutidas en la Seccion 5.4.4. que ocurren al adicionar PEG favorecen la
solubilizacion de NCL.

Si bien el incremento mas significativo en solubilidad de NCL es el que se registré con la
estequiometria 15:1:52.5 de la mezcla BCD/NCL/PEG, las formulaciones con estequiometria 2:1:7
y 3:1:10.5 son las mds destacables en funcion de los excesos de BCD y de PEG empleados en
consideracién con los valores de solubilidad de NCL alcanzados. Con estas estequiometrias se
incrementd la solubilidad de NCL en 59 y 87.2 %, respectivamente.
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5.5.2. Efecto de los excesos de B-ciclodextrina y polietilenglicol en la solubilidad de niclosamida
en PBS

También se prepararon mezclas BCD/NCL, PEG/NCL y BCD/NCL/PEG en PBS para estudiar el
efecto de los excesos de BCD y PEG en la solubilidad de NCL. La razdn fue investigar si la ionizacién
del farmaco promueve el aumento en su solubilidad. Se espera que el aumento en el nimero de
especies de NCL ionizadas favorezca interacciones ién-dipolo con el medio y consecuentemente
ocurra un mayor aumento en solubilidad de NCL en comparacién con las mezclas en H0.

En la Figura 29. se presenta la grafica de cambio en la solubilidad de NCL del estudio realizado en
el medio de trabajo PBS. Los cambios de solubilidad de NCL referidos en el presente analisis se
establecieron respecto al valor de S (Tabla S2).
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Figura 29. Cambio de solubilidad de NCL en sistemas BCD/NCL, PEG/NCL, BCD/NCL/PEG en PBS.

Primeramente, se evalud la mezcla BCD/NCL. En este caso, los valores de solubilidad de NCL
alcanzados con las primeras estequiometrias (1:1, 2:1 y 3:1) se encuentran en el rango del valor
de Sy (1.71£0.28), de manera que la solubilidad del farmaco en la mezcla no se ve modificado
respectoaS,. Conlas relaciones estequiométricas 8:1y 15:1 se alcanzaron valores de solubilidad
de NCLde 2.27 y 3.44 pug/mL, lo cual representa respectivamente un aumento de 32.8 y 101.8%.
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Al igual que en el medio H,0, con la mezcla BCD/NCL se observé una relacion de aumento de
solubilidad del farmaco a medida que aumenta el exceso de BCD, este comportamiento tambien
se observé al estudiar el cambio de solubilidad del CIB BCD/NCL en PBS. Los valores de solubilidad
registrados con la mezcla BCD/NCL en PBS son ligeramente inferiores a los registrados en H,0
para las primeras cuatro estequiometrias, es hasta la estequiometria 15:1 en la que la ionizacidn
de especies de NCL a pH 7.4 favorece la solubilizaciéon de NCL en comparacion de H,0.

Posteriormente, se prosiguid a investigar el uso de la mezcla PEG/NCL. Se observé que en las
cinco estequiometrias del sistema, el PEG aumentd ligeramente la solubilidad de NCL como
consecuencia de las interacciones discutiudas en la Seccidén 5.5.1. entre PEG-NCL. Este fendmeno
adicionalmente podria ocurrir debido a la ionizacion de especies de NCL a pH 7.4, lo que favorece
interacciones ion-dipolo con las moléculas de H;O.

El mayor aumento en la solubilidad de NCL en el medio PBS fue el que se observé con la
estequiometria 52.5:1. La solubilidad de NCL registrada fue 3.70 ug/mL, lo que representa un
aumento de 116.4 %. Con esta misma estequiometria de la mezcla PEG/NCL en H,0 se logré
incrementar la solubilidad de NCL en 21.3% a un valor final de 1.99 pg/mL. Esta diferencia en el
porcentaje de aumento en la solubilidad, es resultado de la ionizacién del fdrmaco a pH 7.4, lo
cual favorece la solubilidad de NCL en el sistema.

El estudio en el que se investigd el cambio en la solubilidad del farmaco con la mezcla
BCD/NCL/PEG, se registraron incrementos en la solubilidad de 14.4, 37.8, 141.9, 174.8 % con las
estequiometrias 1:1:3.5, 2:1:7, 3:1:10.5 y 8:1:28, respectivamente. Es de importancia mencionar
gue al emplear la estequiometria 15:1:52.5, el valor solubilidad de NCL registrado fue 17.35
ug/mL, lo cual representa un aumento de 917.3 %.

Al comparar la solubilidad de NCL alcanzada con la estequiometria 15:1:52.5 de la mezcla
BCD/NCL/PEG en PBS, con la misma estequiometria de esta mezcla en H,0, es posible observar
una diferencia de 759.2 % en el aumento de solubilidad. Posiblemente el pH influye al promover
las interacciones de tipo idn-dipolo, sin embargo, el aumento en solubilidad de NCL ocurre en
conjunto con los excesos de BCD y PEG empleados, en este estudio se ha identificado que los
excesos estequiométricos en la mezcla y la ionizacién de NCL ocasionan el aumento en
solubilidad.
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5.5.3. Efecto de los excesos de B-ciclodextrina y polietilenglicol en la solubilidad de niclosamida
en TBE

En este estudio se empled el medio TBE con el objetivo de aumentar la ionizacién del fdrmaco y
promover el aumento de su solubilidad sin la necesidad de utilizar los excesos estequiométricos
de BCD y PEG descritos en las secciones anteriores.

En la Figura 30. se presentan los resultados obtenidos de los experimentos de cambio de
solubilidad de NCL en el medio de trabajo TBE.
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Figura 30. Cambio de solubilidad de NCL en sistemas BCD/NCL, PEG/NCL, BCD/NCL/PEG en TBE.

Se observa que en el caso del sistema BCD/NCL, a comparacion de sus contrapartes en H,O y PBS,
se registrd un mayor aumento en la solubilidad de NCL en toda la serie. La formulacién 3:1
alcanzdé una solubilidad de 4.30 pg/mL, superior a cualquier valor registrado con el sistema
BCD/NCL en H20 y PBS. Este valor de solubilidad de 4.30 pg/mL representa un aumento de 201.8
% respecto al valor de Sy (Tabla S3). Estos resultados muestran que, aumentar el pH del medio
de trabajo repercute en el aumento de la solubilidad del farmaco, lo que hace posible utilizar un
menor cantidad de BCD

Una menor cantidad de BCD en la mezcla resultaria en un menor aumento de solubilidad. Sin
embargo, los resultados muestran que utilizar una menor cantidad de BCD sin que disminuya la
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solubilidad de NCL, es posible, debido al posible aumento en las interacciones de tipo idon-dipolo
entre las moléculas del farmaco y el medio, que se favorecerian a pH 8.7. De esta forma, el
resultado global es de aumento en la solubilidad de NCL.

Aligual que en H,0 y PBS, con la mezcla PEG/NCL se registré un aumento ligero en la solubilidad
de NCL en las estequiometrias presentadas. Los valores de solubilidad de NCL alcanzados con las
formulaciones 28:1y 52.5:1 fueron 2.14 y 2.44 ug/mL, lo cual representé un aumento de 49.6 y
70.6 % respectivamente. El aumento de solubilidad de NCL alcanzado con esta mezcla es
resultado de las interacciones que podrian ocurrir entre PEG y el fdrmaco en el medio TBE.

En el medio basico TBE, aumenta la concentracion de iones hidroxilo (OH"), lo cual podria inducir
un aumento en las interacciones por puentes de hidrégeno entre PEG y los iones del medio
(Rincon-Lopez et al., 2022). Si esto ocurre, la interaccién de PEG con moléculas de NCL se veria
reducida, lo cual explica que el aumento de solubilidad sea menor en comparaciéon con el
registrado en PBS, medio en el que la concentracidn de iones OH es menor.

La mezcla con la que se logréo el mayor aumento de solubilidad de NCL fue el sistema
BCD/NCL/PEG. Con la relacion estequiométrica 2:1:7 se registré una solubilidad de 12.23 pg/mlL,
lo cual representd un aumento de 757.9 %. Con la estequiometria 3:1:10.5 se alcanzd una
solubilidad de 31.18 pug/mL, este cambio en solubilidad equivale a un aumento de 2087.7 %.

Al realizar una comparacion de los porcentajes de aumento de solubilidad alcanzados con la
estequiometria 3:1:10.5 de la mezcla BCD/NCL/PEG en TBE (2087.7 %), y los porcentajes
alcanzados con la misma relacion estequiométrica en los medios H,0 y PBS, se observa que en
H.0 el aumento de solubilidad de NCL registrado fue de 87.2 %, mientras que en PBS fue 141.9
%. De esta manera es posible afirmar que el aumento del pH del medio favorece la solubilizacién
de NCLy en consecuencia, las proporciones estequiométricas de los componentes de las mezclas
ternarias disminuyen, lo cual es conveniente para optimizar la cantidad de BCD y PEG en la
mezcla.

Los mayores aumentos de solubilidad se obtuvieron con las estequiometrias 8:1:28 y 15:1:52.5,
con los que se registaron valores de solubilidad de 35.29 y 38.70 pug/mL. Estos aumentos en la
solubilidad de NCL representaron un incremento de 2376.5 y 2666.3 %, respectivamente. Estas
estequiometrias con mayor exceso de BCD y PEG, son con las que se logré aumentar en mayor
medida la solubilidad de NCL.

De acuerdo con la hipdtesis planteada inicialmente, se corrobora que el uso del sistema ternario

compuesto por BCD, PEG y NCL favorece la solubilidad del farmaco, y que, ademas el pH influye
en la solubilizaciéon de NCL.
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La mezcla con la que se logré incrementar en mayor medida la solubilidad de NCL fue la mezcla
BCD/NCL/PEG con excesos estequiométricos 15:1:52.5. Con esta formulacion, el aumento en la
solubilidad del farmaco fue de 2666.3 %. Sin embargo, las cantidades de componentes son
bastante altas por lo que las estequiometrias mas favorables son 2:1:7 y 3:1:10.5 en el medio
TBE.

La Figura 31 resume las osbervacviones previamente discutidas, en la que se comparan los
valores de solubilidad de NCL registrados con la relacién estequiométrica mas alta de cada
mezcla, en los tres medio de trabajo.
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Figura 31. Comparacién de cambio de solubilidad de NCL con los sistemas BCD/NCL,
PEG/NCL y BCD/NCL/PEG en los tres medios de trabajo.

En el primer grupo de barras correspondiente a la mezcla BCD/NCL, es posible observar que el
aumento de solubilidad de NCL se registrd en los medios de trabajo en el orden TBE > PBS > H,O0.
El aumento alcanzado en TBE representd 4.3 veces mas que en agua y 2.9 veces mds que en PBS.
El cambio en la solubilidad de NCL presentado en los tres medios de trabajo, refleja el efecto de
aumentar el pH, con el que, aumenta el porcentaje de especies ionizadas de NCL y se favorecerian
interacciones ion-dipolo entre el farmaco y las moléculas de H,O circundantes.

Aligual que la mezcla BCD/NCL, la mezcla BCD/NCL/PEG presentd la misma tendencia en cambio
de solubilidad en el orden TBE > PBS > H,0. Como es posible observar en el tercer grupo de barras,
el cambio de solubilidad fue mayor en este sistema. En TBE se registré un aumento 9.3 veces
mayor con respecto a agua y 2.2 veces con respecto a PBS.
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Al realizar una comparacion de los sistemas BCD/NCL y BCD/NCL/PEG, la mezcla ternaria en H,0
registrd una solubilidad de NCL 1.8 veces mayor a la mezcla binaria. En PBS el aumento en
solubilidad de NCL fue 5 veces mayor el registrado con la mezcla ternaria que con la mezcla
binaria. Por ultimo, en TBE el aumento en solubilidad registrado con la mezcla ternaria fue 3.9
veces mayor al alcanzado con la mezcla binaria. Al comparar ambos sistemas, es posible afirmar
que las interacciones discutidas en la Seccion 5.4.4. que ocurren al adicionar PEG favorecen la
solubilizacion de NCL.

La mezcla PEG/NCL, a diferencia de los dos sistemas anteriores no condujé un cambio sustancial
en la solubilidad de NCL, lo cual muestra que, el aumento de solubilidad de NCL podria estar dado
por una accidén sinérgica entre BCD con PEG y no sélo por PEG.

Los CITs a diferencia de los CIBs, proporcionan una mayor estabilidad en la estructura global del
sistema (Messner et al., 2010b). El mecanismo mediante el cual los polimeros promueven la
estabilizacidn el sistema depende de la estructura de los CIBs, debido a que pueden interaccionar
de distintas formas con los complejos (Faucci & Mura, 2001). Estas interacciones pueden ocurrir
por medio de fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno, o fuerzas de dispersidon de London
(Ribeiro et al., 2003).

La formacion de CITs ha sido ampliamente estudiada y es de interés el mecanismo en la que
ocurre esta formaciéon (Mane, 2022; Suvarna, 2022). El argumento que comparten estas
investigaciones es que el papel de los polimeros en los sistemas ternarios es estabilizar los Cls
mediante la interaccion con las CDs y las moléculas huésped durante la formacion del complejo
por medio de puentes de hidrégeno, lo que ocasiona un aumento en la solubilidad (Crestani De
Miranda et al., 2011). EI PEG es un polimero que ya se ha reportado como componente ternario
en la formulacion de CITs. De acuerdo con investigaciones previas, se ha empleado PEG 6000 en
conjunto con BCD para la formacién de CITs solubles de silibinina y diosmina. En ambas
investigaciones se ha determinado que la adicidn de PEG en los CIBs ha resultado en un aumento
en la solubilidad de los compuestos mencionados (Ansari, 2015; Anwer, 2014).

En este estudio, se decidid investigar el papel del PEG como agente ternario en el sistema con
BCD y NCL. De acuerdo con los resultados presentados, el uso de PEG en el complejo
BCD/NCL/PEG permitié mejorar la solubilidad de NCL. Se ha reportado que PEG es una molécula
gue presenta actividad superficial (Rego et al., 2017). Al estar en soluciéon migra a la interfaz
liquido-aire y disminuye la tensién superficial del disolvente (Singh et al., 2017). Debido a que el
mayor aumento de solubilidad de NCL ocurre cuando se anade PEG como agente ternario, y que
PEG es una molécula superficialmente activa, en el presente estudio se investigd si existe una
relacion entre el cambio en la solubilidad de NCL y el abatimiento de la tensidn superficial en el
medio como posible mecanismo de solubilizacién de NCL.
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5.6. Mediciones de tension superficial

Uno de los métodos empleados para aumentar la solubilidad de fdrmacos es el uso de agentes
tensoactivos. El mecanismo mediante el cual ocurre el aumento de solubilidad es que la
disminucion en la tension superficial (o) entre el farmaco y el disolvente, mejora la mojabilidad
del farmaco (Thorat et al., 2011).

Al abatirse la tensidn superficial, las moléculas del farmaco se dispersan mas facilmente, lo que
puede aumentar su solubilidad. Se ha estudiado que algunos polimeros como la hidroxietil
celulosa (HEC), la polivinilpirrolidona (PVP) o el PEG, abaten la tensién superficial del medio a
medida que aumenta su concentracidn, por lo que se han denominado surfactantes poliméricos
(Manglik et al., 2001).

En esta seccidn se presentan los resultados de las mediaciones de tensidn superficial dinamica
de los sistemas PEG, BCD/NCL, PEG/NCL y BCD/NCL/PEG. Como referencia se incluyen las curvas
de tensién superficial de BCD y NCL en cada una de las graficas. Los medios en los que se
realizaron las mediciones fueron H;0, PBS y TBE.

5.6.1. Sistema polietilenglicol

Enla Figura 32 se presentan las curvas de actividad superficial del PEG en los tres distintos medios
de trabajo.
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Figura 32. Curvas de actividad superficial de PEG en H,0, PBS y TBE.
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De acuerdo con los resultados presentados, el rango de abatimiento de tension superficial
ocasionado por PEG en los tres medios fue de 10.7-13.2 mN/m, con respecto a la tensiéon
superficial del agua (72.8 mN/m). La disminucién de la tensidn superficial ocasionada por PEG no
cambia en funcién del medio. Es decir, no hay influencia del pH en la actividad superficial de PEG.

Es posible observar que en el medio TBE a tiempos cortos en el intervalo de 0 a 100 minutos el
descenso es gradual. Este fendmeno puede deberse a que PEG se haya plegado de una manera
distinta y provocara un cambio el coeficiente de difusidn, sin embargo, el abatimiento fue el
mismo al equilibrio.

El efecto que tiene el PEG estudiado en reducir la tensidn superficial del medio se debe a su
comportamiento como surfactante polimérico. Se ha reportado que, pesos moleculares mayores
a 4700 g/mol, confieren al PEG un caracter anfifilico (Wu et al., 2014a). La anfifilicidad de PEG es
resultado de la hidrofobicidad de los grupos metileno (-CH) y la hidrofilicidad debida a la
formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos -O- y -CH, presentes en la cadena y las
moléculas de H,0 del medio (Rincon-Lépez et al., 2022).

El PEG es soluble en agua debido a su capacidad de formar puentes de hidrégeno. Al ser una
molécula anfifilica, el PEG en solucién adopta una conformacién de resorte (Rego, 2017), de
forma que las regiones menos polares de la cadena se orientan hacia el interior del resorte y los
grupos capaces de formar puentes de hidrégeno hacia el seno de la solucion (Figura 33.— A). La
disminucion de la tensidn superficial ocurre como resultado de la adsorcién del PEG en la interfaz
liquido-aire (Singh et al., 2017). Al adsorberse en la interfaz, el polimero se desenrolla adaptando
una conformacion lineal (Figura 33.— B). Por lo tanto, esta podria ser una razéon del aumento de
solubilidad de NCL en los sistemas PEG/NCL.

Figura 33. Representacion del sistema PEG en solucion. A) Conformacién de resorte. B)
Conformacién lineal.
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5.6.2. Sistema B-ciclodextrina/niclosamida

En la Figura 34. se presentan las curvas de actividad superficial del sistema BCD/NCL.
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Figura 34. Curvas de actividad superficial del CIB BCD/NCL en H,O, PBS y TBE.

El valor de tension superficial para BCD es 72 mN/m, mientras que para NCL es de 64.9 mN/m.
La BCD por si sola no presenta actividad superficial, sin embargo, el sistema BCD/NCL en H,0O
resulté en un valor de 67.8 mN/m. De esta forma es posible decir que, la actividad superficial en
el sistema la confiere NCL.

Ademads de la exploracidon de la formacidn de Cls por técnicas espectroscépicas, se han empleado
cambios en las propiedades fisicoquimicas para investigar si un farmaco se ha incluido en la
cavidad de la CD (Kundu et al., 2017). Se ha estudiado la formacién de CIBs por medio de cambios
en la tension superficial del medio y se ha encontrado que la formacién de algunos CIBs resulta
la disminucidn de la tensidn superficial del disolvente (Siile et al., 2009). Con base en lo anterior,
el abatimiento en la tensidén superficial ocasionado por este sistema podria respaldar la
formacion del CIB.

El caso del sistema BCD/NCL en los medios de trabajo PBS y TBE, mostraron que la tensidn
superficial disminuye a 64 mN/m. Al aumentar el porcentaje de ionizacidn de NCL se genera un
complejo con mayor actividad superficial. En ambos medios existe un mayor numero de
interacciones debido a la presencia de iones, lo que se refleja en la disminucién en la tensién
superficial. Si bien este comportamiento toma presencia al aumentar el pH, no es posible
distinguir un cambio entre ambos amortiguadores, de forma que podria deberse a que exista una
saturacion en la formacion del complejo.
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Es posible observar que, para el caso de la curva del sistema BCD/NCL en H,0 el cambio en la
tension superficial ocurre de forma gradual, a comparacién de los sistemas en medios
amortiguadores donde la pendiente es mas pronunciada. El cambio en la tension superficial del
sistema en PBS y TBE ocurre de manera inmediata por lo que, estos dos sistemas tienen mayor
actividad superficial, y les es mas facil desplazarse a la interfaz liquido-aire, que al sistema en
H,O0. El cambio gradual en H;0 es resultado de que ya sea en bulto, o en la superficie, el sistema
se rearregla de forma que le toma tiempo alcanzar el valor en equilibrio.

5.6.3. polietilenglicol/niclosamida

El caso del sistema PEG/NCL es destacable ya que, este fue el sistema que presenté mayor
actividad en superficie. En la Figura 35. se presentan las curvas de tensién superficial del sistema
PEG/NCL en H;0, en PBS y en TBE.

i BN H,O ®m PBS W TBE  mEBCD [ NCL
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Figura 35. Curvas de actividad superficial complejo PEG/NCL.

Los valores de tension superficial alcanzados en los distintos medios fueron 53.5 mN/m en H,0,
49.4 mN/m en TBE y 47.7 mN/m en PBS. Los valores de tensién superficial registrados por el
abatimiento ocasionado por PEG y NCL fueron 61.2 y 64.9 mN/m, respectivamente. De forma
que el sistema PEG/NCL logra disminuir mas la tensién superficial.

En la Figura 36. se representa en un esquema las interacciones inter e intramoleculares de NCL,
asi como aquellas que podrian ocurrir en el sistema PEG/NCL.
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Figura 36. Representacidon esquematica de interacciones de NCL y del sistema PEG/NCL.

Las interacciones NCL-NCL son la razén del por qué este fdrmaco es tan insoluble. Tal y como se
menciond en la Seccién 1.1.2, la NCL tiene interacciones intermoleculares e intramoleculares que
la hacen muy insoluble. La magnitud de la fuerza total de estas interacciones NCL-NCL impide
gue las moléculas de H,0 no puedan interaccionar con los clusteres del farmaco.

La disminucion de tensidn superficial alcanzada con el sistema PEG/NCL es la mayor respecto a
los otros sistemas. En este caso, PEG favorece la formacion de puentes de hidrégeno con las
moléculas de agua, pero, también interacciona con moléculas de farmaco, si bien PEG no logra
romper las interacciones intermoleculares de NCL, evita la formacién de mas clisteres de NCL,
por lo que, se generan interacciones con el mismo PEG. Estas nuevas interacciones ocurren
cuando PEG se acomoda de forma que sus regiones menos polares interactian con NCL, y los
hidrégenos de los grupos metileno se orientan al exterior para formar puentes de hidrogeno con
el medio, de esta forma, ocurre la formacion de un nuevo agregado.

Al aumentar el pH del medio, las interacciones intermoleculares NCL-NCL disminuyen debido a
qgue incrementa la cantidad de especies de NCL ionizadas. Esta ionizacién favorece interacciones
NCL-PEG, como la formacién de puentes de hidrégeno entre el oxigeno o el nitrdgeno de la amida
en NCL con los metilenos en PEG. La ionizacién afecta las interacciones intermoleculares entre
NCL-NCL, y favorece interacciones NCL-PEG, como resultado, se vuelve un agregado mas
hidrofébico relativo a PEG y ocasiona un aumento en la actividad superficial.

La tension superficial disminuye mas en el medio PBS que en el medio TBE, este comportamiento
no presenta correlacién con el aumento en solubilidad de NCL. En el medio es TBE, la ionizacidn
de mas del 95% de especies de NCL desfavorecen en cierta medida las interacciones con PEG y
en cambio las moléculas de NCL optan por ir directamente a la solucién, es decir, al seno
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volumétrico. En PBS 70% de las especies de NCL se encuentran ionizadas, este podria ser el punto
de ionizacién mas optimo, en el que la actividad superficial del complejo es la mayor.

5.6.4. Bciclodextrina/niclosamida/polietilenglicol

El sistema ternario BCD/NCL/PEG, presenté menor actividad superficial que el sistema PEG/NCL.
El valor de tensidn superficial promedio de los tres medios fue 55.4 mN/m. En general todo el
sistema aumenta su solubilidad y este fendmeno resulta independiente del pH. En la Figura 37.
se presentan las curvas de tension superficial del sistema BCD/NCL/PEG en los tres medios de

trabajo.
76 wm
m H,0 Bl PBS @ TBE I BCD [ NCL
72 my iy — eSS - 72.0
68 =

48 =

1 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350

t (min)

Figura 37. Curvas de actividad superficial CIT BCD/NCL/PEG.

En la Figura 38. se presenta un esquema del sistema BCD/NCL/PEG, en el que se representan las
interacciones de NCL con BCD y con PEG discutidas en la Seccion 5.4.4.3. De acuerdo con esta
discusidn, las interacciones NCL-NCL, son mas fuertes que las interacciones NCL-disolvente y BCD-
NCL. El PEG en el sistema “se interpone” entre las moléculas de NCL y da lugar a interacciones
NCL-PEG. Al disminuir las interacciones NCL-NCL, el sistema se vuelve menos hidrofdbico y
disminuye su actividad superficial. La disminucién en la hidrofobicidad al adicionar PEG, también
ocurre como resultado de la formacidn de puentes de hidrégeno entre los &tomos de hidrégeno
en las cadenas de PEG orientados hacia el exterior del sistema y las moléculas de H,0 del medio.
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Figura 38. Representacidon esquematica del sistema CIT BCD/NCL/PEG.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios de actividad superficial y aumento de

solubilidad de NCL, en la presente seccidn se explora la relacidon entre ambos fendmenos. En la

Figura 39. se presenta un grafico en el que se compara la solubilidad de NCL registrada al emplear
los sistemas BCD/NCL, PEG/NCL y BCD/NCL/PEG contra la actividad superficial de los mismos en

H.O, PBS y TBE.
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Figura 39. Comparacién de actividad superficial de los sistemas BCD/NCL, PEG/NCL y

BCD/NCL/PEG en los tres medios de trabajo.
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De acuerdo con el grafico presentado se establecen los siguientes postulados:

= Elabatimiento de la tensidn superficial ocurre mayoritariamente con el sistema PEG/NCL.
Sin embargo, este no es el sistema con el que se produce el mayor cambio en la solubilidad
de NCL.

= El sistema BCD/NCL es con el que se produce el menor cambio en la tensidn superficial.
Este sistema es mas soluble a comparacion del sistema PEG/NCL, y ocasiona un aumento
en solubilidad de NCL superior al sistema PEG/NCL.

= Elsistema BCD/NCL/PEG es el que presenta el mayor aumento de solubilidad de NCL. Sin
embargo, en este sistema el cambio en la tension superficial es menos significativo al
sistema PEG/NCL

= La incorporacién de BCD resulta en que el sistema BCD/NCL/PEG aumente su
hidrofilicidad a comparacidn del sistema PEG/NCL. De manera que este es el sistema con
el que se alcanzd el mayor aumento de solubilidad de NCL.

= El aumento en la solubilidad en el sistema BCD/NCL/PEG, no modifica la tensién
superficial del disolvente con respecto al agua (mas cercana a H;0).

= Entre mas hidrofdébico es el sistema, tendra una mayor actividad superficial y por lo tanto
la solubilidad seria menor, como lo es en el caso del sistema PEG/NCL. De manera
opuesta, un sistema mas hidrofilico tendra una menor actividad superficial y aumentara
su solubilidad, como lo es en el caso del sistema BCD/NCL/PEG.

= Sise compara el cambio de tension superficial que ejerce PEG con respecto a BCD o NCL
en H;0, entonces se observa que la contribucion en actividad superficial de los
componentes sigue el orden PEG > NCL > BCD.

= Los diferentes valores de pH del medio no influyen en el cambio de tensidn superficial

A diferencia de la hipdtesis inicial, se rechaza que el abatimiento en la tension superficial del
medio es la razén de que ocurra una mayor solubilidad de NCL. No se logré establecer hasta el
momento una relacion entre el cambio en la tensidn superficial y el cambio en la solubilidad de
NCL. Sin embargo, se observd que las interacciones de NCL con BCD o con PEG son las que
ocasionan que el sistema se vuelva mas hidrofébico y disminuya la tension superficial del medio.
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Conclusiones

Por medio del estudio de solubilidad de fases del sistema BCD/NCL fue posible establecer que
la BCD ocasiona un aumento lineal en la solubilidad de NCL, lo cual significa que da origen a
un complejo soluble en el intervalo de concentraciones de BCD estudiado.

Se prepararon los CIBs BCD/NCL y se encontrd que cuando el CIB se prepara por cosolvencia
en la mezcla EtOH/H;0, se obtiene una mayor cantidad de NCL complejada en comparacion
con el CIT preparado en el medio con pH 8.7. Este resultado muestra que el medio de
preparacion tiene un impacto significativo en la formacién de los CIBs, lo que puede tener
implicaciones importantes para su aplicacion en la mejora de la solubilidad de NCL.

La inclusién de la NCL en la cavidad de BCD se corrobord por medio de las técnicas de
caracterizacién espectroscopicas y térmicas realizadas a CIB BCD/NCL, lo cual es indicativo de
gue existe una interaccién entre el fdrmaco y la cavidad de BCD. Sin embago, las bajas
cantidades de NCL complejada obtenidas con los CIBs, demuestran que la preparacion de la
formulacion binaria no es eficiente, por lo que se tomé la decisidn de preparar los CITs.

El estudio de solubilidad de fases bajo la adicion de PEG demostrd que el polimero aumenta
la cantidad de NCL solubilizada en el CIB BCD/NCL, estos hallazgos respaldan la hipdtesis
propuesta en la que se indicdé que el uso de PEG como agente ternaridé incrementaria la
solubilidad acuosa de NCL.

Se prepararon los CITs y se encontrd que cuando el orden de adicién de los componentes fue
primero BCD, posteriormente NCLy por ultimo PEG, se recuperd la mayor cantidad de NCL.
Asimismo, se determiné que cuando el CIT se prepara en la mezcla EtOH/H,0 la cantidad de
NCL recuperada es mayor a cuando se realiza en H>0.

La evaluacion del cambio en la solubilidad de NCL al utilizar las mezclas de los sistemas
BCD/NCL y BCD/NCL/PEG con excesos estequiométricos de BCD y NCL reveld que el uso de la
mezcla BCD/NCL/PEG ocasiond el mayor incremento de solubilidad de NCL. Se observo que el
pH del medio en el que se realizaron las mezclas influyd significativamente en los cambios de
solubilidad de NCL. Se encontré que los mayores incrementos en la solubilidad de NCL se
lograron a un pH 8.7, en segundo lugar a pH 7.4, y por ultimo a pH 5.9. Esta tendencia sugiere
que un aumento en el pH del medio conduce a una mayor solubilizacion de NCL,
probablemente debido al incremento en las interacciones idn-dipolo.
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e Con base en los resultados obtenidos de las mediciones de tensidn superficial, se encontré
que el mayor abatimiento en tension superficial sucede con el sistema NCL/PEG, sin embargo
este no es el sistema en el que presenta el mayor cambio en la solubilidad, por otro lado, el
sistema BCD/NCL/PEG es con el que aumenta mas la solubilidad de NCL, no obstante, este
sistema no es el que modifica mas la tensién superficial. De acuerdo con los resultados, hasta
el momento no hay evidencia que indique que los cambios en la tensién superficial tengan
una relacién con el cambio en la solubilidad de NCL.
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8. Anexos

Los medios de trabajo en los que se realizaron los experimentos son H;O vy las disoluciones
amortiguadoras de PBSy TBE. En la Figura S1, se presenta un diagrama de predominio de especies
para NCL, en el que se muestra la relacién de especies de NCL protonadas e ionizadas en funcién
al valor del pH en el medio.
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Figura S1. Diagrama de predominio de especies de NCL a distintos valores de pH de disolucién.
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En la Figura S2, se presentan las curvas de densidad de los sistemas BCD/NCL, PEG/NCL y
BCD/NCL/PEG en funcién del logaritmo del rango de concentraciones estudiadas.
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Figura S2. Curvas de densidad en funcion del logaritmo de la concentracidn de los sistemas
BCD/NCL en H,0, PEG/NCL en H,0 y BCD/NCL/PEG en los tres medios de trabajo.
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Para la determinacién de la concentracion de agragacion critica (CAC) se calcularon la primera,
segunda y tercera derivada de las curvas de densidad de los sistemas, y se tomé el valor de la
CAC a la concentracidn en la que la tercera derivada fue igual a cero (Figura S3).
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Figura S3. Primera, segunda y tercera derivada de la densidad del sistema BCD/NCL/PEG
en funcidn a la concentracién de BCD/PEG.
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En la Figura S4, se ilustra la relacidon que existe entre la tendencia a formar agregados por los
sistemas BCD/NCL, PEG/NCLy BCD/NCL/PEG, y el maximo aumento de solubilidad que se alcanzé
con estos sistemas. Adicionalmente, se presentan los valores de CAC para cada sistema
estudiado.
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Figura S4. Solubilidad de NCL en funcidon de la formacién de agregados en los sistemas.
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Tabla S1. Valores de solubilidad de NCL obtenidos con los sistemas BCD/NCL, PEG/NCL vy
BCD/NCL/PEG en H20 (n=2)

H20
Solubilidad (pg/mL) Respecto S,
nl n2 Promedio DE A (pg/mL) % P

So 1.73 1.54 1.64 0.13

BCD/NCL 1:1 1.75 1.88 1.82 0.09 0.18 11.0
BCD/NCL 2:1 2.03 1.90 1.97 0.09 0.33 20.2
BCD/NCL 3:1 2.11 1.98 2.05 0.09 0.41 25.1
BCD/NCL 8:1 2.15 2.43 2.29 0.20 0.66 40.1
BCD/NCL 15:1 2.28 2.39 2.34 0.08 0.70 42.8
PEG/NCL 3.5:1 1.37 1.35 1.36 0.01 -0.28 -17.1
PEG/NCL 7:1 1.48 1.37 1.43 0.08 -0.21 -12.8
PEG/NCL 10.5:1 1.51 1.71 1.61 0.14 -0.03 -1.8
PEG/NCL 28:1 1.87 1.82 1.85 0.04 0.21 12.8
PEG/NCL 52.5:1 2.01 1.96 1.99 0.04 0.35 21.3
BCD/NCL/PEG 1:1:3.5 2.11 1.96 2.04 0.11 0.40 24.5
BCD/NCL/PEG 2:1:7 2.36 2.84 2.60 0.34 0.97 59.0
BCD/NCL/PEG 3:1:10.5 3.12 3.00 3.06 0.08 1.43 87.2
BCD/NCL/PEG 8:1:28 3.65 3.01 3.33 0.45 1.70 103.7
BCD/NCL/PEG 15:1:52.5 3.79 4.65 4.22 0.61 2.59 158.1
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Tabla S2. Valores de solubilidad de NCL obtenidos con los sistemas BCD/NCL, PEG/NCL vy
BCD/NCL/PEG en PBS (n=2)

PBS
Solubilidad (pg/mL) Respecto S,
nl n2 Promedio DE A (pg/mL) % P

So 1.91 1.51 1.71 0.28

BCD/NCL 1:1 0.70 0.63 0.67 0.05 -1.04 -61.0
BCD/NCL 2:1 1.34 1.43 1.39 0.06 -0.32 -18.8
BCD/NCL 3:1 1.57 1.70 1.64 0.09 -0.07 4.1
BCD/NCL 8:1 2.47 2.06 2.27 0.29 0.56 32.8
BCD/NCL 15:1 3.80 3.08 3.44 0.51 1.74 101.8
PEG/NCL 3.5:1 1.40 1.43 1.42 0.02 -0.29 -16.9
PEG/NCL 7:1 2.26 1.95 2.11 0.22 0.40 23.4
PEG/NCL 10.5:1 2.39 2.67 2.53 0.20 0.82 47.9
PEG/NCL 28:1 2.83 2.72 2.78 0.08 1.07 62.6
PEG/NCL 52.5:1 3.78 3.61 3.70 0.12 1.99 116.4
BCD/NCL/PEG 1:1:3.5 1.51 2.39 1.95 0.62 0.25 14.4
BCD/NCL/PEG 2:1:7 2.67 2.03 2.35 0.45 0.65 37.8
BCD/NCL/PEG 3:1:10.5 4.30 3.95 4.13 0.25 2.42 141.9
BCD/NCL/PEG 8:1:28 4.93 4.44 4.69 0.35 2.98 174.8
BCD/NCL/PEG 15:1:52.5 17.79 16.9 17.35 0.63 15.64 917.3
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Tabla S3. Valores de solubilidad de NCL obtenidos con los sistemas BCD/NCL, PEG/NCL vy
BCD/NCL/PEG en TBE (n=2)

TBE
Solubilidad (pg/mL) Respecto S,
nl n2 Promedio DE A (pg/mL) % P

So 1.51 1.34 1.43 0.12
BCD/NCL 1:1 2.00 2.18 2.09 0.13 0.67 46.7
BCD/NCL 2:1 2.51 2.73 2.62 0.16 1.20 83.9
BCD/NCL 3:1 4.27 4.33 4.30 0.04 2.88 201.8
BCD/NCL 8:1 5.42 5.35 5.39 0.05 3.96 277.9
BCD/NCL 15:1 10.56 9.66 10.11 0.64 8.69 609.5
PEG/NCL 3.5:1 1.67 1.64 1.66 0.02 0.23 16.1
PEG/NCL 7:1 1.98 1.82 1.90 0.11 0.47 32.9
PEG/NCL 10.5:1 2.03 1.84 1.94 0.13 0.51 35.7
PEG/NCL 28:1 2.21 2.06 2.14 0.11 0.71 49.6
PEG/NCL 52.5:1 2.48 2.40 2.44 0.06 1.01 70.6
BCD/NCL/PEG 1:1:3.5 5.03 6.83 5.93 1.27 4.51 316.1
BCD/NCL/PEG 2:1:7 12.62 11.83 12.23 0.56 10.80 757.9
BCD/NCL/PEG 3:1:10.5 29.62 32.73 31.18 2.20 29.75| 2087.7
BCD/NCL/PEG 8:1:28 34.98 35.60 35.29 0.44 33.87 | 2376.5
BCD/NCL/PEG 15:1:52.5 40.14 38.70 39.42 1.02 38.00 | 2666.3
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