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Introduccion
Vision General

En la actualidad existen técnicas modernas de sintesis de farmacos que pueden
emplearse para el tratamiento de enfermedades crénicas degenerativas, que estan
presentes en muchas poblaciones y que representan un grave problema de salud

mundial, entre ellas artritis reumatoide, diabetes e hipertensién arterial.

Uno de los principales retos de la industria farmacéutica es la baja solubilidad de los
principios activos. Es por eso que se han realizado diversos estudios para encontrar la
manera de suministrar la cantidad adecuada del farmaco en el individuo, mediante el
uso de acarreadores moleculares, que pueden minimizan algunas otras propiedades
indeseables del farmaco tales como el olor y el sabor , ademas de protegerlo de

reacciones secundarias dentro del organismo.

Las ciclodextrinas han desarrollado un papel muy importante en los sistemas de
liberacion controlada de farmacos por su habilidad de formar complejos de inclusion,
de esta forma es posible transportar el principio activo, de manera eficiente y precisa,

al sitio de accion farmacoldgica.

En esta investigacidn se estudia la posibilidad de encapsular con ciclodextrinas (CD),
una nueva serie de farmacos (F) con propiedades antidiabéticas que son practicamente
insolubles en agua. Se emplea la técnica de microcalorimetria de titulacién isotérmica
a 298.15 K, para obtener el valor de la constante de formacién del complejo farmaco-
ciclodextrina y el AH® de la reacciéon y calcular con estos resultados el cambio de la

energia libre de Gibbs y de entropia del proceso.
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Introduccion
Objetivos

General:

4+ Encapsular con ciclodextrinas una nueva serie de farmacos con propiedades

antidiabéticas.

Particulares:

+ Encontrar el disolvente o mezcla de disolventes adecuados para la formacién

de complejos de inclusion (farmacos antidiabéticos novedosos-ciclodextrinas).

4+ Realizar un estudio termodindmico de la formacién de los estos complejos,

mediante el uso de un microcalorimetro de titulacion isotérmica.
+ Comparar la reaccidn de complejacién entre una ciclodextrina nativa y su

respectiva modificada para determinar la mas viable en la encapsulacién de los

diferentes farmacos antidiabéticos estudiados.

Hipotesis

1) Los farmacos antidiabéticos pueden ser encapsulados en solucion con diversas
ciclodextrinas para mejorar su solubilidad y de esta forma ser acarreados con

mayor eficiencia hacia el blanco.

2) Es posible caracterizar la formacion del complejo (F-CD) mediante un estudio
calorimétrico y determinar cual ciclodextrina es la mas viable en la formulacion

farmacéutica.

3) Es posible conocer la estequiometria del complejo formado.



II.  CICLODEXTRINAS




>

Ciclodextrinas
Introduccion

Las ciclodextrinas son oligdmeros ciclicos naturales compuestos por unidades de D (+)

glucopiranosas, unidos por enlaces glucosidicos a-(1,4).

Tienen una estructura en forma de cono truncado en cuya cavidad hidrofébica se
pueden hospedar moléculas de naturaleza muy distinta desde simples alcanos lineales
hasta principios activos de usos farmacéuticos, formando complejos de inclusidn. Gran

parte del interés en el estudio de las ciclodextrinas, deriva de esta propiedad.

El propdsito primario de los sistemas de liberacién de farmacos es llevar la cantidad
necesaria del principio activo al sitio especifico, en el periodo de tiempo necesario,
para que sea eficiente y preciso. Las ciclodextrinas son candidatos potenciales para
este fin, por su habilidad de modificar las propiedades fisicas y quimicas de las

moléculas que se hospedan dentro de su cavidad.

Historia

J. Szejtli* realizé una investigacién minuciosa acerca de la historia de las ciclodextrinas,
con todo lo publicado hasta entonces. En su escrito menciona los nombres de las
personas que estudiaron este tipo de compuestos y las aportaciones de su trabajo. A
continuacion se describirdn algunos aspectos relevantes de la recopilacién realizada
por este autor, desde el descubrimiento de las ciclodextrinas hasta sus aplicaciones

industriales.

La primera referencia de este tipo de sustancias fue publicada por Villiers en 1981,
como producto de la degradacién parcial del almidén por Bacillus aminobacter, él aislé

cerca de 3g de producto sélido cristalino al cual llamé “celulosina”.
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Doce aios después, Schardinger reporté que cerca del 25-30% de almiddn puede ser

Ciclodextrinas

convertido a dextrinas cristalinas, diferencié entre a y B ciclodextrina por medio de la
formaciéon de un complejo con yodo. El complejo cristalino a-CD-yodo es azul cuando
estd hiumedo y verde-grisaceo si estd seco; mientras que B-CD-yodo es café-rojizo seco
o humedo. Debido a estos estudios se establecieron los fundamentos de la quimica de
las ciclodextrinas. Aunque sus investigaciones carecieron de veracidad por el uso de
métodos inadecuados y especulaciones erréneas, el mérito de Schardinger y su grupo
consistié en el descubrimiento de que las ciclodextrinas cristalinas y sus acetatos

tienen una alta tendencia a formar complejos con compuestos orgdanicos.

En 1936 Freudenberg y colaboradores propusieron la estructura ciclica construida por
unidades de maltosa, unidas por enlaces glucosidicos a-(1,4). Entre 1948 y 1950 fue

descubierta y-CD y su estructura quedé elucidada.

A principio de los afios 50’s, French descubrié que existen ciclodextrinas mas grandes,
mientras que Cramer estudid su capacidad de formar complejos. Freudenberg,
Cramer, y Plieninger obtuvieron una patente en 1953, que abarca practicamente los
aspectos mas importantes de la aplicacion de las CDs en las formulaciones
farmacéuticas. Ellos demostraron la proteccidn de sustancias facilmente oxidables
contra la accion del aire, aumento de la solubilidad de farmacos, reduccién de la
pérdida de sustancias muy volatiles, entre otros beneficios, gracias a la complejacion

con CDs.

A mediados de los anos setentas, cada una de las tres formas nativas de las
ciclodextrinas fue estructural y quimicamente caracterizada. En 1981 Josef Pitha
estudiod el efecto de solubilidad de lipidos y vitaminas, modificando las ciclodextrinas
con grupos alquilicos. Desde entonces se han modificado con diferentes grupos
funcionales, los cuales han mejorado sus propiedades para formar una gran variedad

de complejos con multiples aplicaciones.
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Ciclodextrinas
Ciclodextrinas nativas

Son resultado de la degradacion del almidon debido a la acciéon de la enzima
ciclodextrin-glucosil-transferasas, que producen los algunos microorganismos como

Bacillus macerans y Klebsiella oxitoca.

Las mas comunes estan formadas por 6, 7 u 8 unidades de glucopiranosa, unidos por

enlaces glucosidicos a-1,4, en la literatura se conocen como a-ciclodextrina (a-CD), B-

ciclodextrina (B-CD) y y-ciclodextrina (y-CD) respectivamente.

Tabla 1. Propiedades de las ciclodextrinas nativas mas comunes.

Propiedad a-ciclodextrina B- ciclodextrina y- ciclodextrina
Unlda_des de 6 7 3
glucopiranosa
Masa molar (gmol™) 973 1135 1297
Solubilidad en agua
(2/100 ml) 25°C 14.2 1.85 23.2
Altura del anillo (A°) 7.9+0.1 79+0.1 7.9+0.1
Didmetro de la
cavidad (A°) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.4-8.3
Didmetro de la
periferia del anillo 14.6+0.4 154+0.4 17.5+0.4
(A°)
Volumen aproximado
de la cavidad (A°®) 174 262 427

f{:\] fﬁ‘/“f
M R

Figura 1. Ciclodextrinas nativas
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Sundararajan y Rao demostraron que no es posible que existan ciclodextrinas con

Ciclodextrinas

menos de 6 unidades, debido al impedimento estérico. Se han identificado homdlogos
superiores a 8 unidades, sin embargo su produccién es minima, son dificiles de
purificar y no forman complejos de inclusidn facilmente, por lo que su estudio y

aplicacion son limitados.>®

83A
A ¥
53A < 20 > II II
II. '[’ | |
a-ciclodextrina [=ciclodextrina y=ciclodextrina

Figura 2. Diametro de la cavidad de las ciclodextrinas nativas (A°)

Ciclodextrinas modificadas

Naturalmente, las ciclodextrinas son por si mismas interesantes, pero gran parte de su
utilidad se deriva de su modificaciéon. La razén de las modificaciones es el cambio de
las propiedades fisicas de la molécula, por ejemplo, el aumento de su solubilidad en
agua, que mejora su aplicabilidad en diferentes dreas como la tecnologia del

suministro de farmacos y en la industria alimentaria.

Las hidroxipropil-ciclodextrinas (HP) se obtienen de la reaccién de las ciclodextrinas
nativas en solucién alcalina con el éxido de propileno. El grupo 2-hidroxiropilo se
anade en forma covalente a la molécula al sustituir un grupo hidroxilo de Ia
ciclodextrina. Esta reaccion no es selectiva, por lo tanto se obtiene una mezcla con

sustituyentes hidroxipropilo en diferentes posiciones.

La sustitucion molecular (MS, por sus siglas en inglés) es el término utilizado para

asignar el promedio del nimero de sustituyentes por molécula de glucopiranosa.
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Ciclodextrinas

En teoria, se pueden tener 3n sustituyentes, donde n es el nimero de unidades de

glucopiranosa que compone una molécula de ciclodextrina, por lo tanto para la B-

ciclodextrina el grado maximo de sustitucion es 21 y la MS seria 3.

B.0A - 558

1644

Figura 3. Dimensiones de B-CD y sitios de sustitucion. R: -H,-CH3,- CH,CHOHCH3;, -COCH3.

Controlar el grado de sustitucidn es importante para equilibrar la solubilidad en agua y

capacidad complejante; aumentar el grado de sustituyentes mejora la solubilidad pero

perjudica la formacién del complejo debido al impedimento estérico de la molécula.?

Tabla 2. Propiedades de la HP-B-CD.

Propiedad HP-B-ciclodextrina
Unidades de glucopiranosa 7
Masa molar (gmol™) 1460
Solubilidad en agua (g/100 ml) 25°C 233.33
Altura del anillo (A°) 7910.1
Didmetro de la cavidad (A°) 6.0-6.5
Didmetro de la periferia del anillo (A°) 154+0.4
Volumen aproximado de la cavidad (A°3) 262

ROH;C
ROHC
%Azog
ROHZO%

CH OR

OH hS
O 0, HO, o
CHROR
0 CHzOR
OH
R= /\I/
hie

Figura 4. Estructura de HP-B-CD
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Ciclodextrinas
Complejos de inclusion

Las ciclodextrinas tienen una estructura en forma de cono truncado, debido a la
presencia de grupos hidroxilo. Los primarios, que se encuentran en los dtomos de
carbono C6 de las unidades de glucopiranosa, tienen libre rotacidon y reducen el
diametro efectivo de la cavidad al orientarse hacia el interior de ésta. Los hidroxilos
secundarios, C2 y C3, forman cadenas relativamente rigidas y no pueden rotar, estos
sustituyentes se orientan hacia afuera, por lo tanto el anillo creado es de mayor

tamafo.

Figura 5. Estructura de las ciclodextrinas (A). Disposicion de los grupos hidroxilo. (B) Cavidad hidrofébica.

Las ciclodextrinas son moléculas anfipaticas, tienen grupos hidroxilo hidrofilicos que se
encuentran hacia el exterior de la molécula, lo que hace que sean solubles en agua, y
grupos hidrofébicos en el interior, dando origen a la cavidad donde pueden

hospedarse moléculas poco polares.

La formacién de un complejo de inclusién involucra el atrapamiento de una molécula
huésped en la cavidad de una molécula anfitrién, sin tener lugar a la formacién de
enlaces covalentes, a este proceso se le llama “encapsulacion molecular” y se ilustra

en la figura 6.

Cuando las CDs estan en disolucion contienen moléculas de agua dentro de su cavidad,

éstas pueden ser desplazadas facilmente por un grupo menos polar.

10
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Ciclodextrinas

Figura 6. Esquema de la microencapsulacion.

Usos

Las ciclodextrinas tienen un amplio intervalo de aplicaciones en diferentes dreas de
liberacion de farmacos y en la industria farmacéutica por su habilidad para formar

complejos de inclusién y otras caracteristicas versatiles®.

Algunos de los beneficios que resultan de la complejacién con ciclodextrinas son:
mejorar la solubilidad de la molécula huésped, estabilizacién contra los efectos de luz,
calor y oxidaciéon, reduccion de volatilidad, enmascaramiento de efectos
organolépticos no deseados, tales como el olor o sabor desagradables de algunos

compuestos, entre otros>.

Entre las principales ventajas de las ciclodextrinas como portadores de farmacos se

pueden mencionar:

° Estructura quimica bien definida, lo cual facilita su modificacién para
mejorar sus propiedades.

. Diferentes tamafios de cavidad que permiten abarcar una gran variedad
de compuestos.

. Son solubles en agua.

. Presentan baja toxicidad y practicamente no tienen actividad
farmacoldgica.

. Protegen al medicamento de la biodegradacion natural.

11
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. Disminuyen la posibilidad de que el farmaco sufra reacciones

Ciclodextrinas

secundarias antes de llegar a su objetivo.

) Liberaciéon controlada del farmaco.

Toxicologia

Las ciclodextrinas naturales no pueden ser hidrolizadas por la saliva humana ni las
amilasas pancredticas®, sin embargo a-CD y B-CD pueden ser fermentadas por la

microflora intestinal.

La administraciéon oral de a-CD es, en general, bien tolerado y no se le asocia con
efectos adversos significativos. Solo pequefias fracciones de esta ciclodextrina son
absorbidas intactas desde el tracto gastrointestinal y es principalmente excretada sin

cambio en la orina.

B-CD puede ser encontrada en numerosas formas de dosificacién orales asi como en
tépicos y medicamentos bucales y rectales. Es esencialmente no téxica cuando se

administra por via oral.

La HP-B-CD es considerada no téxica en dosis de bajas a moderadas por via oral e
intravenosa. Es mucho mas benigna toxicolégicamente que B-CD natural. Se encuentra
comercializada en algunas formulaciones de fdrmacos con dosis orales por encima de
los 8g al dia y en dosis intravenosas por encima de los 16g. Se ha mostrado la buena

tolerancia del cuerpo humano por esta ciclodextrina.

Las ciclodextrinas no pueden atravesar la membrana celular debido a su tamaiio,

estructura y masa molar, solo el farmaco libre puede hacerlo®.

12
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Ciclodextrinas
Factores limitantes en el uso de ciclodextrinas

Algunas desventajas del uso de las CDs como acarreadores de farmacos son:

e Costo elevado.

e Incompatibilidad con otros componentes de la formulacion.

e Reacciones en competencia entre el farmaco y otros constituyentes del
vehiculo excipiente que puedan penetrar la cavidad.

e Interacciones de las ciclodextrinas con lipidos naturales dentro del cuerpo
humano asi como la formacién del complejo colesterol-B-CD?.

e La estequiometria del complejo formado limita la cantidad de farmaco

suministrado.

13
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Diabetes Mellitus
Introduccion

La diabetes mellitus tipo 2(T2DM) es una enfermedad que se caracteriza por la
hiperglucemia crdnica, con alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, proteinas
y grasas. Pertenece a una serie de desérdenes metabdlicos los cuales se presentan
simultanea o secuencialmente en un individuo. Es una enfermedad comun y puede
resultar de la resistencia a la insulina, inadecuada secrecion de la misma,

sobreproduccién hepatica o intolerancia a la glucosa.’

Los glucocorticoides (GCs) son potentes antagonistas funcionales de la accién de la
insulina y promueven la gluconeogénesis en el individuo, potencialmente aumentan la

concentracion de glucosa en sangre.

En los tejidos el nivel de acceso de los GCs activos es regulado por la enzima 118-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa tipo 1 (11B-HSD1). Algunas investigaciones han
implicado la actividad de los GCs y de la 11B-HSD1 en el mantenimiento de la diabetes

mellitus tipo 2 y otros aspectos del sindrome metabdlico.

Farmacos antidiabéticos

Numerosos ejemplos de inhibidores no esteroideos de la 11B-HSD1 han sido
descubiertos, estos incluyen compuestos basados en tiazoles () y sulfonamidas (l1),
pertenecientes a la clase de inhibidores arilsulfonamido(benzo)tiazoles en los cuales el
Dr. Navarrete y su equipo de colaboradores se basaron para disefiar los compuestos

farmacéuticos con los cuales se realizaron los experimentos en este trabajo.?
Se sintetizé una nueva serie de farmacos con propiedades antidiabéticas, los cuales

siguen en estudio para determinar si son una opcién viable en el tratamiento de la

diabetes mellitus tipo 2.
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Figura 7. Disefio de la serie de farmacos N-(6-sustutuido-1,3-benzotiazol-2-yl) bencensulfonamida.

Los compuestos fueron sintetizados utilizando 2-amino-6-(sustituyente) benzotiazoles,
por una reaccion de acoplamiento con cloruro de arilsulfonilo, en presencia de una
cantidad catalitica de 4-dimetilaminopiridina y trietilamina. El esquema general de

reaccion se muestra en la figura 8.

o. 0
N I:|:|) y— a N ‘:-S\ P
j H—NH, + c:|—ﬁ—</ \>3—R2 - ﬂ/ \>_H l 1
o _ PN
RITSTT8 0 / riT TS g

Figura 8. Esquema general de sintesis de farmacos.

Algunas investigaciones® han sugerido el uso de ciclodextrinas para desarrollar
alimentos con bajo indice glicémico (Gl). Este tipo de productos podran emplearse
para el tratamiento y prevencién de enfermedades como diabetes mellitus, obesidad y
otros sindromes metabdlicos, debido a que son lenta pero completamente digeridas

por el organismo.
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Diabetes Mellitus
Propiedades de los farmacos

La serie disponible de 12 farmacos con propiedades antidiabéticas para formar
complejos de inclusidn se presenta en la tabla 3. Cabe mencionar que no todos fueron
estudiados debido a que algunos no pudieron disolverse en una mezcla de
dimetilsulféxido (DMSO) y agua preparada para realizar los experimentos. Los
farmacos que se utilizaron son C-13, C-14, C-15, C-19, C-20 y C-21. La explicacion mas

detallada se encuentra en la seccién de metodologia experimental.

Tabla 3. Propiedades fisicas y estructura de los farmacos utilizados.

Masa molar Punto de Formula
Clave Estructura 1 S e
(g mol™) fusion (°C) molecular
N o
c-13 N @[Qﬂ*ﬁ@ 334 270.0-271.0 | CisHuN;055;
N o)
C-14 N @[s\%wﬁ@ 348 228.4-2303 | CieH1sN,0sS,
N o
C-15 N )@[S\%wﬁ@o\ 365 220.3-222.2 | CigH1sN;0sS,
N (o]
Cc-16 )@[S\m—%@woz 379 247.9-248.9 | CysHisN;OsS,
EtO o]
Cc-17 POsST - 391 262.3-263.6 | CiHiN;04S,
0
c18 JORS @ 368 151.2-153.8 | CisHysCIN,OsS,
0
c-19 o /C[S\Hfg@ 335 241.5-2489 |  CisHoN;0.S,
N o
C-20 N /@[s\%u{j@ 349 178.1-179.6 | CuaHuN;04S,
N\ 79
c-21 OZN/CESH ava 365 187.1-189.3 | CyaHuN;OsS,
N 9
c-22 y /C[S\%uﬁ@wz 380 203.1-205.4 |  CiHgNaOeS,
c-23 SO - 392 230.2-233.1 | CisHiN4OsS,
N 5}
c-24 IO 369 218.9-2237 | Cy3HsCIN;0S;

Se conservé la nomenclatura utilizada por el Dr. Navarrete y no el nombre IUPAC
correspondiente a cada compuesto debido a que es una terminologia mds simple y
coincide con la publicacién del autor’ de la serie de farmacos con propiedades

antidiabéticas que se estudiaron.
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Fundamento Termodinamico
Calorimetria

Se basa en la medida del flujo del calor. El desarrollo sistematico de la calorimetria
cientifica se inicidé a causa del apogeo de la maquina de vapor que, para mejorar su
rendimiento, exigia el conocimiento térmico de los materiales empleados.'’ En afios
recientes esta técnica ha contado con la ayuda de la electrdnica y la informatica que le
han permitidor perfeccionar los métodos ya existentes y desarrollar otros nuevos mas

precisos.

Los aparatos que se usan para medir las cantidades de calor se denominan
calorimetros, de los cuales se conocen una gran diversidad pero suelen agruparse en

calorimetros adiabaticos y calorimetros isotérmicos.

El calorimetro adiabdtico consta esencialmente de un recinto de paredes adiabaticas,
en cuyo interior se coloca el vaso calorimétrico en el cual se efectian las mediciones.
Como no existe un material cuya capacidad calorifica sea cero, se han desarrollado
sistemas que tratan de anular o minimizar las pérdidas calorificas. Actualmente se ha
disefiado la pantalla adiabdtica, que rodea completamente al vaso y mantiene
constante su temperatura en todo momento, anulando cualquier intercambio
calorifico. Esta regulacidn se consigue haciendo pasar una corriente eléctrica a través
de una resistencia cuya intensidad esta controlada electrénicamente por la respuesta
de un termopar que compara constantemente la temperatura del vaso y de la pantalla.
Un calorimetro isotermo es aquel que mantiene constante la temperatura de la
muestra a lo largo del proceso de medida o que le hace intercambiar calor con otro

sistema a temperatura constante.

Calorimetria de Titulacion Isotérmica

Esta técnica analitica ha sido ampliamente utilizada en diversas areas de investigacion
cientifica. Es una herramienta util para el estudio de moléculas con indudable interés

biolégico como son proteinas, lipidos y acidos nucleicos.
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El funcionamiento del calorimetro estd basado en el principio del flujo del calor, el cual

Fundamento Termodinamico

se mide directamente, a presién constante, y por lo tanto es posible determinar el
cambio de entalpia. La técnica proporciona la estequiometria, la constante de
equilibrio (K) y el AH® de la reaccién (utilizando modelos matematicos). Conociendo
estos parametros se pueden calcular el cambio en la energia libre de Gibbs (AG®) y en
la entropia (AS°) a temperatura constante. Como consecuencia es posible, en muchos

casos, obtener una caracterizacion completa de una interaccién molecular.

Descripcion del Equipo

El microcalorimetro denominado Monitor de Actividad Térmica (TAM, por sus siglas en
inglés) es un sistema disefiado para monitorear una variedad de reacciones quimicas y
bioldgicas; puede medir procesos tanto exotérmicos como endotérmicos. Es un equipo

altamente sensible, detecta diferencias de temperatura de 10“°C.

Figura 9. Fotografia y representacion esquematica del TAM.

Tiene un bafio de agua de 25 L que actla como termostato, manteniendo la
temperatura constante en un intervalo de +2x10™ °C. Dentro del bafio estan colocadas

cuatro unidades calorimétricas independientes.
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El estudio de las reacciones se puede realizar en un intervalo de temperatura que va

Fundamento Termodinamico

de 5a80°C.?

Este calorimetro utiliza la configuracién diferencial, en la cual una de las celdas actua
como celda de reacciéon y la otra como referencia. Los efectos térmicos que se
producen en cada una de las celdas se detectan por termopilas, ambos sensores se
conectan en oposicién, asi los efectos comunes que se produzcan con la misma

velocidad y amplitud se cancelan®.

En estos microcalorimetros, las termopilas del semiconductor son elementos Peltier,
gue generan una fuerza electromotriz proporcional a la diferencia de las temperaturas
de sus superficies opuestas. Los elementos Peltier son dispositivos bimetalicos
construidos de materiales semiconductores, capaces de responder a gradientes de
temperatura menores a un millonésimo de grado Celsius, estan compuestos de un
nuimero grande de semiconductores ensamblados en serie y en forma de sandwich. El
resultado final, es una sefial eléctrica proporcional al flujo de calor o potencia térmica

neta.

Figura 10. Termopilas Peltier

La inyeccidn de las disoluciones en las celdas se realiza a través de dos jeringas con
canulas muy delgadas. El volumen, velocidad y numero de titulaciones, es controlado

por una computadora, en donde también se monitorea el progreso de la reaccion.

21



>

Los experimentos se realizan con agitaciéon constante que puede variar entre 80 a 100

Fundamento Termodinamico

revoluciones por minuto.

El TAM maneja siete sensibilidades que son 3, 10, 30, 100, 300, 1000 y 3000 uW, con

las cuales se puede abarcar un gran nimero de reacciones.

Los resultados son almacenados en forma de potenciograma (potencia contra tiempo).
En un experimento, cada pico corresponde a una titulacién y el drea bajo la curva al

calor involucrado en el proceso.

wW(t)

) :fW (t)-dt

i

Figura 11.Esquema de la respuesta calorimétrica del TAM.
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Modelo Matematico

La reaccion de formaciéon del complejo de inclusién CD-F, considerando una
estequiometria 1:1 es:

CD+F oCD—-F (D
La constante de equilibrio estd dada por la siguiente ecuacién:

_[cD—F]
~ [CD][F]

(2)
Donde:
[CD] es la concentracion de la ciclodextrina libre.

[F] es la concentracion del farmaco libre.

[CD-F] es la concentracién del complejo formado.

En una titulacion microcalorimétrica, el calor total (AH®ta) estd asociado al calor de
dilucién de la ciclodextrina (AH®gi*cp), mas el calor de dilucidon del farmaco (AH®pix*g),

mas el calor de formaciéon del complejo (AHcp.f).
AH ot = AH qi1acp + AH gjpup + AH cp_p 3)

Para obtener AH°cpr debe restarse del calor total, el calor de dilucion de Ia

ciclodextrina y el farmaco.

AH®cp_p = AH’rotar = AH gitecp — AH qjtep 4)

Cuando se adiciona una alicuota de la solucién de ciclodextrina a la celda que contiene

el compuesto que se desea encapsular, el balance de energia queda definido por:

_[cD~F]

Qp, =AH" = [CD], AHtotar (5)

En donde AH®; representa el calor asociado a dicha adicion. A partir de la ecuacion (2)
se obtiene:

[CD — F] = K[F][CD] (6)
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La concentracion total de la ciclodextrina, en cualquier tiempo es:

Modelo Matematico

[CD]y = [CD] + [CD — F] (7
Sustituyendo (6) en (7):

[CD], = [CD] + K[CD][F] ©)
Donde [CD], es la concentracidn inicial 6 total de la ciclodextrina.

Sustituyendo (6) y (8) en (5) y obteniendo el inverso de AH;, el balance de energia
puede ser descrito por la ecuacion de una linea recta que se ajusta perfectamente a los

valores experimentales:

L1 1
AHgl AH ototal AH ototal [F]K

©)

Después de una titulacién, la concentracién del farmaco libre es:
[F] =[F]o —[CD - F] (10)

Donde [F], es la concentracion inicial del farmaco.

De la ecuacidn (5) se despeja [CD-F]:

o

[CD—F] = A% [CD] (11)
AHntotal 0

Se sustituye (11) en (10), quedando de la siguiente manera:

o

A
[F1= [Pl = gge—[cDly (12

Las ecuaciones (9) y (12), son las que utiliza el modelo matematico del TAM®®, que se

ajustan a los resultados experimentales obtenidos.

Los datos de [CD]o [Flo y AH°;, se suministran en el programa del equipo para
determinar los valores de AH®a Yy K. Con cada titulacidn se obtiene un valor de AH;° y
al final se realiza un analisis estadistico de los resultados, que también es
proporcionado por el programa del TAM.
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Para poder obtener los siguientes parametros termodinamicos se utilizan las

Modelo Matematico

ecuaciones 13y 15:

AG°= —RT InK (13)

Donde

R= constante universal de los gases

T=temperatura

Conociendo la energia libre de Gibbs y el AH°cpr podemos calcular TAS® despejando de
la siguiente ecuacion:

AG®° = AH® — TAS® (14)

TAS® = AH® — AG® (15)

En los experimentos realizados, el AH’gixcp se resta automaticamente del AH®ira
debido a que el equipo utiliza el principio de “celdas gemelas”, en la cual una de ellas
se utiliza como celda de reaccion y la otra de referencia, este funcionamiento se

explico en la descripcion del TAM.

Para determinar AH’g+, es necesario realizar un experimento por separado con las
mismas condiciones calorimétricas y el mismo montaje experimental (véase

condiciones experimentales).
Cuando se tiene el calor de dilucion del farmaco, en el modelo matematico se debe

considerar que AH®;=AH®; - AH"4;1, en donde AH®y;; corresponde al calor de la titulacidn

1 en el experimento de dilucién.
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Metodologia Experimental

Materiales y Equipo
0 Monitor de Actividad Termica (TAM) Termometric, Suecia Modelo 2277
0 Desionizador de agua Nanopure Infinity Modelo D8961
0 Destilador de agua Barnstead Mega-Pure® system MP-1
0 Sonicador Cole- Parmer Modelo 8853
O Balanza analitica METTLER Modelo PM400
0 Balanza analitica OHAUS Modelo AP250D
0 Parrilla de agitacion magnética Thermolyne Type 1000 Stir Plate
O Matraz esmerilado de 25 ml
O Agitadores magnéticos
0 Jeringas de vidrio de 2.5y 10 ml
0 Espatula cromo-niquel
O Piseta
Reactivos

Se utilizaron reactivos Sigma-Aldrich de la mas alta pureza disponible (mayor al 98%).

(0}
(0}
o
(o]
(o]
(o]
(o]
(o]
o
(6]
(6]
(o]
(o]

Agua desionizada, destilada y desgasificada
Etanol

Metanol

Propanol

HCI concentrado

NaOH

OGP (octil-glucosil-piranosido)
Dimetilsulféxido (DMSO)
B-ciclodextrina
2-hidroxipropil-B-ciclodextrina MS. 0.6
Farmacos antidiabéticos

Acetona

Nitrégeno gas (INFRA)
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Metodologia Experimental
Propiedades de las ciclodextrinas

Tabla 4. Propiedades fisicas de las ciclodextrinas utilizadas.

Ciclodextrina Masa mglar Contenido de Sustitucion CAS
(g mol™) agua (% peso) Molecular
B-CD 1135.01 11.99 -—- [68168-23-0]
HP-B-CD 1380 5.54 0.6 [94035-02-5]

El agua contenida en la cavidad de las ciclodextrinas que se utilizaron en este trabajo,
fue determinada por el método de Karl Fisher en el laboratorio de Control Analitico de

la Facultad de Quimica, UNAM.

Metodologia

La primera parte de este estudio consisti6 en la verificacién del correcto
funcionamiento del microcalorimetro y el dominio de la técnica, para lo cual fue
. . . . , 14
necesario repetir algunos de los experimentos realizados por Vega-Rodriguez™ en el

mismo equipo, hasta lograr reproducir sus resultados.

En la siguiente etapa se realizaron pruebas de solubilidad de los farmacos
antidiabéticos disponibles, para encontrar el disolvente o mezcla de disolventes
adecuados para la realizacién de los experimentos. Se pretendia disolver la cantidad de
farmaco necesaria para tener concentraciones de al menos 2.5 mM y de esta manera

tener una respuesta calorimétrica cuantificable.

Debido a que el total de cada uno de los farmacos era aproximadamente 100mg se
realizd solamente una prueba de solubilidad con algunos de los 12 compuestos
disponibles y se supuso que el resultado seria el mismo con cualquier otro, por la
similitud estructural que guardan entre ellos. Es decir, la prueba consistié en un
farmaco diferente con un disolvente diferente, para no agotar la cantidad de farmaco

disponible.
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En la tabla 5 se muestran los disolventes y los farmacos utilizados en las pruebas de

Metodologia Experimental

solubilidad, el orden se eligié por la polaridad del compuesto y la del disolvente que se

pretendia utilizar.

Tabla 5. Disolventes y farmacos empleados en las pruebas de solubilidad.

Farmaco Disolvente
C-19 Agua
Disoluciéon de HP-B-CD
C-22 Disolucién de HP-B-CD
15 Disolucién de OGP
Cambio de pH
C-21 Disolucién de OGP
c-21 Cambio de pH
C-18 Metanol
C-24 Etanol
C-20 Propanol
C-17 DMSO

El detalle de la prueba y sus resultados se muestran en la seccidon de Resultados, en el

apartado Pruebas de solubilidad.

Finalmente, con los resultados preliminares de solubilidad, se decidié utilizar una
mezcla DMSO-H,0 en un porcentaje p/p del 80% DMSO, sin embargo no todos los
compuestos pudieron disolverse en esta mezcla, pues aunque son muy similares entre
si, cuando se cambia un sustituyente, cambia la polaridad de la molécula y por lo tanto
necesitaran una proporcion de disolventes diferente, en algunos casos esto implica

disolverlos en DMSO practicamente puro.

De la serie de compuestos disponible se seleccionaron aquéllos que fueran solubles en
la proporcion DMSO-H,0 elegida, con la finalidad de reducir las variables en la
formaciéon de complejos y que los resultados fueran comparables entre si, dichos

compuestos fueron C-13, C-14, C-15, C-19, C-20, C-21.
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Se prepard una disolucion estandar de DMSO- H,0, a partir de la cual se hicieron las

Metodologia Experimental

disoluciones de farmacos seleccionados y ciclodextrina correspondientes para cada

experimento. En este caso se decidié utilizar B-CD e HP-B-CD.
La concentracidn de la ciclodextrina fue al menos siete veces mayor a la del farmaco
de manera que la constante de equilibrio se desplazara hacia la formaciéon del

complejo.

Se hicieron pruebas calorimétricas hasta encontrar las condiciones adecuadas para la

complejacion de cada farmaco antidiabético seleccionado.

Condiciones experimentales

Se prepararon disoluciones de ciclodextrina y farmaco con la solucién estandar de

DMSO-agua.

Como se muestra en la figura 12, las jeringas de titulacién se llenan de la disolucién de
CD, que es inyectada simultdneamente a las dos celdas (reaccién y referencia), con
agitacion constante. Se realizaron 30 o 50 titulaciones y el volumen de adicién fue de
50 o 30 L, para tener un total de 1500 uL de ciclodextrina gastados. La celda de
muestra contenia aproximadamente 2 mL de disolucién del farmaco por complejar y
la de referencia la misma cantidad de DMSO-agua. La capacidad maxima de las celdas

es de 3.6 mL aproximadamente.

Con el montaje experimental descrito, el calor de dilucion de la ciclodextrina se resta
automaticamente al calor total de la reaccién. Para determinar el calor de dilucion del
farmaco se requiere hacer un segundo experimento, el sistema es el siguiente: en la
celda de muestra se coloca la misma disolucidn del farmaco empleada para formar el
complejo, la celda de referencia y las jeringas deben contener la disolucion estandar de

DMSO-agua (figura 13).
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Figura 12. Disefio experimental. En la celda de referencia se mide el AH"4;.cp, €l cual se resta
automaticamente de la celda de muestra, donde se tiene el AH a1

Figura 13. Arreglo experimental para obtener el calor de dilucién del farmaco.
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El nimero de titulaciones y el volumen de adicién deben ser iguales en ambos

experimentos, por lo tanto los potenciogramas correspondientes a la formacién del

complejo y dilucion del farmaco deberan tener el mismo nimero de sefiales.

Al drea bajo la curva correspondiente a la primera titulacién de formacién del

complejo, debe restarse el calor asociado a la primera titulacién de dilucion del

farmaco y asi sucesivamente con cada uno de los picos, los valores obtenidos se

suministran en el programa del equipo. De esta manera se obtiene el valor del AH® de

formacion del complejo farmaco-ciclodextrina y la constante de equilibrio.

Todos los experimentos se realizaron a 298.15 K y presidn constante. Las condiciones

experimentales para la formacion de cada uno de los complejos se detalla en las tablas

6y7.

Tabla 6. Condiciones experimentales para la formaciéon de complejos de inclusidon con B-ciclodexrina.

Concentracién | Concentracion % en peso Sensibilidad
Compuesto Estructura del farmaco de B-CD de H,0 en del equipo
(mmol kg™ (mmol kg™ DMSO (LW)
N
c-13 B /C[SH’E@ 4.5013 28.8107 19.9602 100
N it
A\ _
c-14 B )@[S%u ‘i@ 3.6569 28.0269 19.9602 100
N o]
c1s | I o 2.9142 21.9334 19.9602 100
N g
C-19 o @Qﬂ*@@ 3.3856 28.9504 19.9607 100
N (o)
c20 | )@[S\%uf‘@ 3.0199 31.2735 19.9607 100
N
c21 /C[SH*H}O\ 2.8844 26.4584 19.9607 100
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Tabla 7. Condiciones experimentales para la formacién de complejos de inclusion con HP-B-ciclodextrina.

Concentracion | Concentracidn % en peso de Sensibilidad
Compuesto Estructura del farmaco de HP-B-CD HOO eg DMSO del equipo
(mmol kg™) (mmol kg™) 2 (LW)
NR
c-13 N J@[S\H@@ 4.1966 29.0166 19.9607 100
N
A\ _
c-14 B /C[S%u E@ 3.3954 24.9112 19.9602 100
N (o]
c1s | I Ty )e | 2914 27.7072 19.9602 100
N8
Cc-19 o /C[S\%ufi@ 2.8374 30.4202 19.9673 100
N (o)
c20 | )@[S\%wﬁ@ 2.4405 28.5355 19.9673 100
N
N\ NJSD‘ o
c-21 " IO ST S W 2.8844 28.9534 19.9607 100
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Resultados

Tabla 8. Resultados de las pruebas de solubilidad realizadas a diferentes farmacos, previas a la formacion de

complejos.
Farmaco Estructura C?nndad de Disolvente Resultado
farmaco (g)
o 0.0102 Agua (12.3246 g) No se disuelve
N I
co | 0w
. ) ° 0.00914 Disolucién de No se disuelve
' HP-B-CD
N ﬁ Disolucién d
: N -t NO, isolucién de .
C-22 on S>7H BO 0.00911 HP-B-CD No se disuelve
0.00977 Disolucidon de OGP No se disuelve
N i C
\ _
15 Eto/©[5%H i O\ .
Cambio de pH Se disuelve a
P pH=1
c-21 0.00950 | Disolucién de 0GP | ° S:Hd'i‘f"’e
N Q =
\ _
o N/C[s% HT Wal
C-21 Cambio de pH No se disuelve
C-18 /@[N\%Ni@cu 0.00882 Metanol No se disuelve
£ s "o ' (8.8173g)
N B Etanol
) N Nsta ano .
Cc-24 OWK:[S%H i 0.0097 (15,4855 g) No se disuelve
OO
N—S Propanol .
_ H T
C-20 oN s o 0.00827 (11.1423 g) No se disuelve
/@:N\%Nfi?@“
C-17 g HT — 0.0096 DMSO (10.2942 g) Disuelto
0]

m
[e]

A la disolucién del compuesto C-17 en DMSO se le agregd agua para precipitar el

farmaco. De esta manera se determind la proporcidon agua-DMSO aproximado para

realizar los experimentos. Inicio de precipitacion: 23.8% de agua.
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Complejos de Inclusion (farmaco antidiabético-ciclodextrina)

Resultados

Los resultados que se presentan a continuacidon corresponden a la formacion de

complejos utilizando B-CD.

En los potenciogramas, la primera y la ultima sefal corresponden a la calibracién del
equipo y siempre simulan una reaccién exotérmica, es decir el equipo libera calor. En
un experimento, cada uno de los picos intermedios corresponden a una titulacién, si

las sefiales tienen la misma direccién que la calibracidn, significa que AH°<0.

Las figuras 14, 17, 20, 23, 26 y 29, son los potenciogramas correspondientes a la
reaccion de formacién del complejo C-13, C-14, C-15, C-19, C-20, C-21 con B-CD
respectivamente. Por la direccion de los picos podemos decir que se trata de

reacciones endotérmicas, excepto con el farmaco C-13.

Se puede observar que hay una disminucion del tamafio de los picos conforme
aumenta el nimero de titulaciones, en consecuencia el area de la bajo la curva es casi
nula al final del experimento, este resultado es evidencia de la formaciéon del complejo;
es decir, hay menor calor involucrado en cada adicién debido a que se agota la
cantidad de farmaco libre para encapsular dentro de la ciclodextrina conforme se

alcanza el equilibrio.

En las figuras 15, 18, 21, 24, 27 y 30 se presentan los potenciogramas de dilucién de los
farmacos C-13, C-14, C-15, C-19, C-20, C-21 con B-CD respectivamente. La ausencia de
picos indica que no hay contribucién al AH® por la dilucién del farmaco, y que el
calor medido se debe simplemente a la formacidn del complejo, sin embargo el AH®y;+¢

resulto ser diferente de cero en la mitad de los casos.
Para obtener el AH cp.f, primero se obtuvo el calor de la titulacién del farmaco con la
ciclodextrina, el cual se obtiene calculando el drea bajo la curva de cada una de las

titulaciones realizadas y a este valor se le resta el calor de dilucién del farmaco.

37



>

Después se realiza el ajuste del modelo matematico a los datos experimentales en un

Resultados

entalpograma, suministrando los valores obtenidos en el software Digitam 4.1 de
Thermometric junto con las condiciones experimentales. Las ecuaciones que utiliza el

programa se revisaron en la seccion Modelo Matematico.

El equipo nos proporciona el valor de la constante de equilibrio (K) y el AH° de
reaccién, con sus respectivas desviaciones estandar, con estos valores se calcula la
energia libre de Gibbs (AG°) y el cambio de entropia a temperatura constante (TAS®), a

estos resultados se les agrega el calculo de la propagacion de incertidumbre.

Con una de las herramientas del programa con el que el TAM opera, se probaron las diferentes
estequimetrias posibles para la formacion de los complejos, 1:2 y 2:1 de farmaco y
ciclodextrina respectivamente, el mejor ajuste para la mayoria de los casos fue 1:1. Con el
farmaco C-14 y B-CD, hay indicios de la formacién del complejo F-CD, pues se obtienen los

resultados que se presentan a continuacion:

. 1 1 AH° Error
Complejo K(M™) Error (M™) (k) mol) (kI mol)
F-CD 831.78 4.18x10° 4.47 0.64
F-CD, 76.56x10° 2.89x10* 14.50 1.08

En las figuras 16, 19, 22, 25, 28 y 31 se presenta el entalpograma de los complejos
formados con la ciclodextrina nativa: C-13-p-CD, C-14-B-CD, C-15-B-CD, C-19-B-CD, C-
20-B-CD, C-21-B-CD respectivamente. La linea continua representa el valor tedrico y las
cruces el resultado experimental, los valores que se alejan de la tendencia, son
ignorados en el calculo matematico. Se puede observar que el modelo se ajusta
adecuadamente a la formacién del complejo F-CD, con un error razonable, menor al

10% en todos los casos. Es posible afirmar que los resultados obtenidos son confiables.
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Resultados
P,uw _...\C-13 con b-CD DMSO-H20 can 2 28-11-09
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Figura 14. Potenciograma de la titulacion de C-13 con B-CD.
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Figura 15. Potenciograma del calor de dilucién de C-13 con B-CD.
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kJ/mol
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Resultados
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1 2 3 4 [L171M],

Figura 16. Entalpograma correspondiente al complejo C-13-B-CD.
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Figura 17. Potenciograma de la titulacién de C-14 con -CD.
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Resultados
P,uWw .. .\Diluciones\C-14 con b-CD can2 DMSO-H20 8-12-09
90-
601
30
oiwqﬁthhA_A_AAAAAAAALA.@J‘A_A_A_A_L—M\\

5 10 15 iOTime,hour

Figura 18. Potenciograma del calor de diluciéon de C-14 con B-CD.
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Figura 19. Entalpograma correspondiente al complejo C-14-B-CD.
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Resultados
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Figura 20. Potenciograma de la titulacion de C-15 con B-CD.
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Figura 21. Potenciograma del calor de dilucién de C-15 con B-CD.
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Resultados
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Figura 22. Entalpograma correspondiente al complejo C-15-B-CD.
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Figura 23. Potenciograma de la titulacién de C-19 con -CD.

43



>

Resultados
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Figura 24. Potenciograma del calor de diluciéon de C-19 con B-CD.
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Figura 25. Entalpograma correspondiente al complejo C-19-B-CD.
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Resultados
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Figura 26. Potenciograma de la titulacién de C-20 con B-CD.
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Figura 27. Potenciograma del calor de dilucién de C-19 con B-CD.
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Figura 28. Entalpograma correspondiente al complejo C-20-B-CD.
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Figura 29. Potenciograma de la titulacion de C-21 con B-CD.
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Resultados
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Figura 30. Potenciograma del calor de dilucién de C-21 con B-CD.

kJ/mol Calculated <Current> Ignored
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Figura 31. Entalpograma correspondiente al complejo C-21-B-CD.
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Resultados

En la tabla 9 se muestran los pardmetros termodindmicos obtenidos en la formacién

de complejos 1:1 farmaco-B-ciclodextrina.

Tabla 9. Parametros termodinamicos de la formacion de complejos de inclusion 1:1 farmaco-B-CD.

Farmaco Estructura K AR AG® A’
(kg mol™) (k) mol™) (k) mol™) (kJ mol™)
NGf
c13 T I4+) | 53.26£4.19 | -1043£0.52 | -9.85£0.19 | -0.58£0.32
EtO o
- N\ 7ﬁ -
cia | T EO 65.83+4.94 | 20.31£0.96 | -10.38 +0.19 | 30.69 +0.77
c15 | [00p{)= | 1300549.75 | 455£0.19 | -12.07£0.19 | 16.62 +0.00
N9
c-19 OZN/C[S\%W@ 19.15+1.37 | 27.2+159 | -7.32+0.18 | 34.52+1.41
N [
c-20 ONJ@[}W&{% 15.01+1.45 | 36.67+3.03 | -6.71+0.24 | 43.38+2.79
c-21 T | 49.56+257 | 17.2540.65 | -9.68+0.13 | 26.93£0.52

o
z

o

A continuacién se presentan los resultados de la formacidon de complejos con HP-B-CD.

En las figuras 32, 35, 38, 41, 44, y 47 se muestra los potenciogramas correspondientes

a la titulacion de los farmacos C-13, C-14, C-15, C-19, C-20 y C-21 con la ciclodextrina

modificada, respectivamente. Podemos observar que todas las sefiales tienen la

direccion opuesta a la calibracion (primer y ultimo pico), lo cual indica que se trata de

reacciones endotérmicas en todos los casos. Al igual que sucedié con los complejos

formados con B-CD, el tamafio de los picos disminuye conforme se alcanza el

equilibrio, nuevamente tenemos evidencia de la formacién del complejo.

Posteriormente, en las figuras 33, 36, 39, 42, 45 y 48 se presentan los calores de

dilucidn de cada uno de los farmacos con HP-B-CD. En estas imagenes es evidente que

la dilucién de los farmacos si contribuye al AH®, para todos los complejos formados.

Los entalpogramas correspondientes a la formacién de los complejos C-13-HP-B-CD, C-

14-HP-B-CD, C-15-HP-B-CD, C-19-HP-B-CD, C-20-HP-B-CD, C-21-HP-B-CD estan en las

figuras 34, 37, 40, 43, 46 y 49 respectivamente. Nuevamente el ajuste del modelo 1:1 a

los datos experimentales es muy bueno, con un error menor al 10% en todos los casos.
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P,uW F:\Elizabeth Tesis\C-13 con HP-b-CD DMSO-H20 12-02-10
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Figura 32. Potenciograma de la titulacion de C-13 con HP-B-CD.
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Figura 33. Potenciograma del calor de dilucion de C-13 con HP-B-CD.
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Figura 34. Entalpograma correspondiente al complejo C-13-HP-B-CD.
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Figura 35. Entalpograma de la titulaciéon de C-14 con HP-B-CD.
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Resultados
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Figura 36. Entalpograma del calor de dilucion de C-14 con HP-B-CD.
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Figura 37. Entalpograma correspondiente al complejo C-14-HP-B-CD.
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P,uWw F:\Elizabeth Tesis\C-15 con HP-b-CD DMSO-H20 10-12-09
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Figura 38. Potenciograma de la titulacién de C-15 con HP-B-CD.
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Figura 39. Potenciograma del calor de dilucion de C-15 con HP-B-CD.
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Resultados
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Figura 40. Entalpograma correspondiente al complejo C-15-HP-B-CD.
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Figura 41. Potenciograma de la titulacién de C-19 con HP-B-CD.
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Resultados
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Figura 42. Potenciograma del calor de dilucién de C-19 con HP-B-CD.
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Figura 43. Entalpograma correspondiente al complejo C-19-HP-B-CD.
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P,uW  F:\Elizabeth Tesis\C-20 con HP-b-CD DMSO-H20 7-01-10
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Figura 44. Potenciograma de la titulacién de C-20 con HP-B-CD.
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Figura 45. Potenciograma del calor de dilucion de C-20 con HP-B-CD.

55



>

Resultados
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Figura 46. Entalpograma correspondiente al complejo C-20-HP-B-CD.
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Figura 47. Potenciograma de la titulacién de C-21 con HP-B-CD.
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Figura 48. Potenciograma del calor de diluciéon de C-21 con HP-B-CD.
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Figura 49. Entalpograma correspondiente al complejo C-21-HP-B-CD.
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Resultados

A continuacién se presentan los pardmetros termodindamicos obtenidos en la

formacién de complejos 1:1 con HP-B-CD.

Tabla 10. Parametros termodinamicos de la formacidon de complejos de inclusiéon farmaco-HP-B-CD.

Farmaco Estructura K AR AG® Tas*
(kg mol™) (k) mol™) (kJ mol™) (kJ mol™)

NR

13 | )@[S\%u@@ 62+4.20 3.69£0.15 | -10.23+0.17 | 13.92+0.18
N o

c-14 T~ | 13.3541.29 | 29434253 | -6.420.24 | 35.8542.29

15 | J@[%f@\ 29.45+2.68 | 12.68+0.92 | -8.38+0.23 | 21.06+0.69
N ¢

c19 | /C[S\%ufi@ 30.61+1.78 | 18.79+0.82 | -8.48t0.14 | 27.27+0.67
N\ st)‘ _

c20 | J@Lsh @ 20.46+1.11 | 15.72#0.70 | -7.4840.13 | 23.20%0.56

c21 | /CESH*%OO\ 174.25+16.67 | 6.33:0.29 | -12.79:0.24 | 10.13+0.05
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Andlisis de Resultados

Contribuciones Termodinamicas

Las contribuciones termodinamicas mas importantes para la formacién de complejos

proceden de:

1)

2)

3)

4)

Efecto hidrofébico,” se conoce asi a la suma de dos contribuciones: la
penetracién de la parte hidrofébica de la molécula huésped dentro de la
cavidad de la ciclodextrina y la deshidratacién del huésped orgdnico. Aunque
algunas veces la primera suele separarse como interacciones puras de Van Der

Walls.

Los puentes de hidrégeno que resulten de interaccidn de los grupos funcionales

de la molécula huésped con los —OH de la ciclodextrina.

Contribucidn a la estabilizacién de la ciclodextrina por la molécula huésped.

La liberacién de las moléculas de agua, originalmente incluidas en la

ciclodextrina, al bulto.

Los cambios conformacionales o la disminucion de la tension de la ciclodextrina

al formar el complejo.

El impedimento estérico.

Para fines de estudio es posible dividir a la molécula del farmaco en dos grupos

funcionales predominantes, por un lado la bencensulfonamida (a); por el otro lado el

grupo benzotiazol (b) (fig. 50).

8
AN Oy
- ‘-t\ Sm_f.—-"ﬂﬁ"q&
/ H-N '
R1"ﬁ""-\;‘:?.- 5 H ! -
HH&-’MH_R’E
a) b)

Figura 50. a) Benzotiazol. [ -NO,,-OCH,CH3;. b) Bencensulfonamida. R%: -H, -CH3, -OCH;.
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Con los resultados obtenidos, trataremos de identificar cudl es la contribucion

Andlisis de Resultados

termodinamica mds importante en la formacién del complejo F-CD, analizando las

caracteristicas estructurales de la molécula huésped.
Es importante sefalar que existen investigaciones en las cuales se menciona que no se

forman complejos de inclusion con DMSO y CDs*, por la tanto en este estudio

consideramos que solamente se observa la encapsulacion del farmaco antidiabético.

Entalpia (AH®)

Tabla 11. Entalpia de la formacion de complejos de inclusion farmaco-f-CD.

Farmaco Estructura AR Farmaco Estructura AR
(ki mol'?) (k) mol™)
_ N N—E - _ N\>7N*(:SJ: +
c13 E\O/©:5>;H H@ 10.43+0.52 C19 OzN/©:S A 04<i> 27.20%+1.59
c1a | O | 20315096 | c20 | 00w | 36672303
c15 | <= | 4556019 | c21 | IO | 17.25£0.65

De acuerdo a los valores de AH® obtenidos (tabla 11), se puede afirmar que parte de la
bencensulfonamida penetra en la cavidad de la ciclodextrina, debido a que al cambiar
un sustituyente de la posicion 4 respecto al grupo sulfonamido, se observé que el valor
de AH° varia en cada caso. Continuando esta hipédtesis, es de esperarse que al cambiar
el grupo funcional etéxido por nitro del benzotiazol (la otra parte de la molécula del

farmaco), el valor de AH® sea practicamente el mismo, sin embargo esto no ocurre.

En la figura 51 se presentan los resultados obtenidos con la B-ciclodextrina y ambos
tipos de farmacos, nitrados y etoxilados. Los farmacos etoxilados son menos polares
gue los nitrados y probablemente tengan menos moléculas de agua en su esfera de
solvatacion. Cuando el complejo se forma dichas moléculas de agua pasan al seno de la
disolucién mas facilmente y forman puentes de hidrégeno dando como resultado una

disminucion en el AH®.
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AH° de los complejos farmaco-B-CD

== AH° (grupo etoxi)  =ll=AH" (grupo nitro)
50

40

. /'\
/\\-

H CH3 OCH3
-10

Sustituyente

AH°/kImol?

Figura 51. Comparacion entre los valores de AH° obtenidos en la formacién de complejos farmaco-B-CD.

Se puede observar que los valores del cambio de entalpia son diferentes, lo cual es
evidencia de que si hay interacciéon de los grupos funcionales presentes en el
heterociclo benzotiazdlico con la ciclodextrina, posiblemente ambos pueden penetrar
la CD, pero sélo se forma el complejo 1:1, pues como anteriormente se expuso, los

datos experimentales arrojan este resultado.

Se ha encontrado que algunos derivados del benzotiazol, pueden formar complejos de
inclusién con B-CD con la misma estequiometria reportada en este estudio. Algunas
otras investigaciones sugieren que para moléculas con estructura similar, donde en
lugar del grupo sulfonamido aparece una cadena hidrocarbonada, es posible formar el
complejo F-CD,™, sin embargo en los farmacos aqui estudiados es probable que la
rigidez de la molécula aunada a la presencia del grupo polar sulfonamido no permita el

acomodo de las dos ciclodextrinas.
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Tabla 12. Entalpia de la formacién de complejos de inclusién farmaco-HP-B-CD.

Farmaco Estructura AR Farmaco Estructura AR
(k) mol™) (k) mol™)
c13 | [T ll 3.69+0.15 C-19 J@[s\%w ) | 18.79:0.82
c1a | i)~ | 29432253 | c20 |, [CIow{)— | 15721070
c1s | 0O | 12.68£0.92 c-21 LSO O | 6342029

De igual manera, con la ciclodextrina modificada los valores de AH° cambian cuando se

sustituye cualquier grupo funcional, ya sea en la bencensulfonamida o en el

benzotiazol (figura 52).

AH° de los complejos farmaco-HP-B-CD

=@=AH° (grupo etoxi)  =ll=AH" (grupo nitro)
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Figura 52. Comparacion entre los valores de AH° obtenidos en la formacion de complejos farmaco-HP-B-CD.

Con la HP-B-CD la reaccion de complejacidon es mas endotérmica si se encapsulan los
compuestos etoxilados con sustituyentes CHs y —OCHs. Puede suponerse que la
energia de la reaccion estd asociada a la ruptura de puentes de hidrégeno cuando el

complejo se forma.
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Si se analizan los valores de entalpia de los complejos formados entre farmacos
etoxilados y las dos ciclodextrinas (figura 53), podemos ver que al cambiar el
sustituyente —H por un —CHs, la reaccién se vuelve mds endotérmica, este efecto
también ocurre con el grupo —OCH3s, pero en menor proporcion. Se puede suponer que
la deshidratacién del farmaco para formar el complejo tiene la mayor contribucién a la
entalpia, dando como resultado un aumento en el AH°. Si una fraccién del farmaco no
forma parte del complejo, es de esperarse que la molécula no pierda toda su esfera de
solvatacion y la contribucién a la entalpia sea menor, como es el caso del grupo

metoxido.

AH° de los complejos formados con farmacos etoxilados

—¢—AH°B-CD  =fll=AH°® HP-B-CD

. e
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o a4 ~._ ™

AH°/ kimol?

5 H / CH3 OCH3
10 4

-15

Sustituyente

Figura 53. Valores de AH° obtenidos en la formacion de complejos farmaco etoxilado-CDs.

Con los compuestos nitrados se observa que el cambio de entalpia siempre es positivo
y si el sustituyente es mas polar (como es el caso del —OCHs), su valor decrece. Los
resultados indican que este proceso se presenta con mayor facilidad con la HP-B-CD
probablemente porque se pueden formar puentes de hidrégeno con diversos grupos

de la molécula huésped y el sustituyente hidroxipropilo (figura 54).
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AH° de los complejos formados con farmacos nitrados

«===AH® B-CD  ==flil=AH® HP-B-CD
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Figura 54. Valores de AH° obtenidos en la formacion de complejos farmaco nitrado-CDs.

Cabe resaltar que las reacciones de formacién de complejos de inclusién farmaco
antidiabético-ciclodextrina absorben energia de los alrededores, es decir, son
endotérmicas, excepto por el complejo C-13-B-CD, cuyo valor de AH° es negativo. Con
estos resultados es de esperarse que se forme mas facilmente el complejo C-13-B-CD,
debido a que la reaccién es exotérmica, lo cual contribuye a que la energia libre de
Gibbs tenga un valor negativo. Sin embargo esta suposicién es meramente intuitiva,
pues es necesario analizar la contribucién de la entropia, para determinar si se trata de
reacciones favorecidas termodinamicamente. En los siguientes apartados
abordaremos a fondo este tema, en especial en la seccidn titulada Contribuciones a la

espontaneidad de la reaccién.
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Entropia (TAS)

Naturalmente, la cavidad de la ciclodextrina estd ocupada por moléculas de agua, el
desplazamiento de éstas hacia el bulto, por una molécula huésped, produce un

aumento en la entropfa del sistema®

Si analizamos los valores obtenidos para el cambio de entropia (tablas 13 y 14), es
posible observar el efecto de la liberacidon de las moléculas de agua contenidas en la

cavidad de la ciclodextrina hacia el bulto.

Tabla 13. Cambio de entropia de los complejos formados con farmacos etoxilados.

Farmaco Estructura TAS” (K mol”)
B-CD HP-B-CD
N o
c-13 /C[S\% 5 -0.58 +0.32 13.9240.18
N o
C-14 /C[s\% 5 30.69 £ 0.77 35.85:2.29
N [o}
c-15 O 16.62 £ 0.00 21.060.69

Tabla 14. Cambio de entropia de los complejos formados con farmacos nitrados.

Farmaco Estructura TAS® (k) mol”)
B-CD HP-B-CD
Cc-19 )@[% 34.52+1.41 27.2740.67
C-20 O 43.38+2.79 23.20£0.56
c-21 O 26.93 £ 0.52 10.13£0.05

Es claro que los sustituyentes metilo y metoxi producen un aumento en la entropia de
la reaccién por la cantidad de moléculas de agua que desplazan, en comparacidn con el
hidrégeno, sin embargo el efecto es mds marcado con el —CHjs, posiblemente porque
hay interacciones entre las moléculas de agua con el grupo —OCHs que evitan la

deshidratacion total de la cavidad (figura 55).

Otra posible explicaciéon para los resultados observados, es el choque entre los
sustituyentes de la molécula que entra a la ciclodextrina y el H,O que trata de salir,

entre mas voluminoso sea el huésped mas dificil serd desplazar las moléculas de agua
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hacia el bulto y algunas quedaran encapsuladas. Esta hipétesis puede confirmarse con
la formacién de complejos con farmacos nitrados e HP-B-CD. En la figura 56 se observa
gue al aumentar el tamano del sustituyente que entra en la cavidad, la entropia

disminuye.

Otro factor que puede producir este efecto, es el mejor acomodamiento del huésped
dentro de la cavidad, provocando cambios conformacionales a la ciclodextrina que le
confieren mayor estabilidad. Como resultado hay un aumento en el orden de las

moléculas y una disminucidn de la entropia.

Entropia de la formacidon de complejos con farmacos
etoxilados

—4=TAS (B-CD)  ==TAS (HP-B-CD)

40

. P

25 / / \\

o S/ N~
A4 ~
0 /

. /

; A |

CH3 OCH3

TAS°/ kimol?

Sustituyente

Figura 55. Cambio de entropia de los complejos formados entre farmacos etoxilados y CDs.
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Entropia de la formacidon de complejos con farmacos
nitrados.
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Figura 56. Cambio de entropia de los complejos formados con farmacos nitrados.

Energia libre de Gibbs (AG®)

Tabla 15. Energia libre de Gibbs de la formacién de complejos de inclusiéon farmaco-B-CD

Farmaco Estructura AG® 1 Farmaco Estructura AG® 1
(k) mol™) (k) mol™)
N o N ‘c‘>
c13 | ) | -9.85:0.19 c-19 /@[s\%uﬂg -7.3240.18
c1s | 0O | 038019 | c20 | 00w 6.71:0.24
c1s | O tO [ 12070029 | c21 | O <O | -9.68:0.13

En estos complejos, podemos notar que la reaccidn se vuelve mas espontdnea al

aumentar la polaridad del sustituyente, como es el caso de grupo metéxido, lo cual

puede deberse a un acomodo mas eficiente de la molécula huésped dentro de la

ciclodextrina y a las interacciones entre los grupos funcionales de la ciclodextrina y el

farmaco (tabla 15).
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Efecto del cambio de sustituyente del fairmaco en la formacion del
complejo con B-CD

=¢=A\G° (etoxilados) =ll=AG" (nitrados)

H CH3 OCH3

'
[9)]

‘I\
\.

\

Sustituyente

AG°/ kdmol?
oo

1

[
N

N
>

Figura 57.Efecto del cambio de sustituyente en la complejacién con B-CD.

Los compuestos C-13 y C-19, con un hidrégeno como sustituyente entran en la
ciclodextrina acomodando el grupo fenilo dentro de la cavidad, las interacciones que
hay son de tipo Van Der Walls entre moléculas hidrofébicas, dando como resultado
una reaccion favorecida termodinamicamente, cuya energia libre de Gibbs tiene un

valor negativo.

Cuando el complejo formado involucra al farmaco C-14 o C-20, aumenta el nimero de
interacciones hidrofébicas dentro de la ciclodextrina, por la presencia del sustituyente

metilo, produciendo una ligera variaciéon del AG° en los complejos (fig. 57).

Con los compuestos C-15 y C-21, el grupo —OCHs; puede quedar fuera de la
ciclodextrina y adicionalmente a los fenédmenos descritos, se presenta la interaccion de
este grupo con los grupos —OH del exterior de la cavidad, formando puentes de

hidrégeno y disminuyendo el AG® de la reaccidn (figura 57).

Los valores para la energia libre de Gibbs son mas negativos con los compuestos
etoxilados y B-CD.
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Farmaco Estructura AG® Farmaco Estructura AG®
(k) mol™) (k) mol'™)
c13 | [ Iowsd) | -9.85:0.19 c1o | T -7.3240.18
c14 | w3 | -10.3820.19 c-20 /@[%* -6.71+0.24
c15 | <= | 1207¢019 | c21 | IO | -9.680.13

Cuando se analizan los resultados con HP-B-CD (figura 58), se puede observar que el

valor de AG° es mds negativo en todos los casos en que el sustituyente del benzotiazol

cambia de etdxido a nitro, es decir, la formacién del complejo se ve favorecida, esto

puede ser debido a que las interacciones entre los grupos —NO, del farmaco y los

grupos —OH de la ciclodextrina son mas fuertes.

AG°/ kimol?

Efecto del cambio del sustituyente del farmaco en la formacién del

complejo con HP-B-CD

== A\G° (etoxilados) =ll=AG" (nitrados)
O T T 1
H CH3 OCH3

-5
-10 /\
-15 /A
-20 =
-25

Sustituyente

Figura 58. Efecto

del cambio de sustituyente en la formaciéon de complejos con HP-B-CD.
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Los valores de AG°® son menores con HP-B-CD, comparados con los complejos formados

con la ciclodextrina nativa, cuando se trata de los compuestos etoxilados (tabla 17).

Esto puede ser provocado por el impedimento estérico de la ciclodextrina modificada,

que da como resultado una menor capacidad de complejacién.

Tabla 17. Energia libre de Gibbs de los complejos formados entre farmacos etoxilados con 3-CD e HP-B-CD.

AG° (k) mol™)

Farmaco Estructura
B-CD HP-B-CD
N ﬁ’
c-13 /C[S\H ;i -9.85+0.19 -10.23+0.17
N 9
AN
C-14 /C[s% 2 -10.38+0.19 -6.42+0.24
It ﬂ
c-15 O -12.0740.19 8.38:0.23
Efecto de la sustitucion de la ciclodextrina en la
formacion de complejos con compuestos etoxilados.
~4—AG°B-CD =fl=AG° HP-B-CD
O T T 1
H CH3 OCH3
2
-4
s
2 6
g /'\
° '8 ﬂ
o
g
-10 /
-12 \
-14
Sustituyente

Figura 59. Efecto de la modificacion de la ciclodextrina con los compuestos etoxilados.
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Comparado el hidrégeno con el metilo y metdxido que son sustituyentes mas
voluminosos, el —H puede entrar mas facilmente en la cavidad y no se observa un
cambio desfavorable en el valor de la energia libre de Gibbs sin importar que la

ciclodextrina haya sido sustituida (figura 59).

Si analizamos los resultados obtenidos para el AG° de los complejos formados entre
compuestos nitrados y las dos ciclodextrinas (tabla 18), podemos ver que el valor es
practicamente el mismo con el sustituyente hidrégeno y metilo aunque la ciclodextrina

sea modificada.

Tabla 18. Energia libre de Gibbs de los complejos formados entre farmacos nitrados con 3-CD e HP-B-CD.

Farmaco Estructura AG* (kI mol™)
B-CD HP-B-CD
C-19 /C[s\% Y -7.3240.18 -8.48+0.14
C-20 O 6.71£0.24 -7.48+0.13
c-21 A O -9.68+0.13 -12.7920.24
Efecto de la sustitucion de la ciclodextrina en la
formacion de complejos con compuestos nitrados.
—4=AG® B-CD  =fl=AG° HP-b-CD
0 T T 1
H CH3 OCH3
-2
-4
S .
S 6
= o— ‘\_..
o -8
S ol \\Q
g
> \
-12 ~
-14
Sustituyente

Figura 60. Energia libre de Gibbs de los complejos formados con farmacos nitrados y CDs.
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Con la HP-B-CD, si se cambia el sustituyente -H por el metilo, el AG° disminuye, lo cual
puede deberse al mayor impedimento estérico que hay entre el compuesto y la
ciclodextrina. La reaccidn se favorece si se cambia el metilo por el grupo metoxi,
debido a la formacidn de puentes de hidrégeno (figura 60). Este efecto se observa con

los dos tipos de farmacos, nitrados y etoxilados.

Para los farmacos etoxilados es mds favorable la microencapsulaciéon con B-CD, para
los farmacos nitrados las dos ciclodextrinas son viables pues no hay un cambio

significativo en la espontaneidad de la reaccion.

Contribuciones a la espontaneidad de la reaccion

La energia libre de Gibbs tiene dos contribuciones, una entalpica y la otra entrépica, en
una reaccién espontanea, a presién y temperaturas constantes, AG° debe tener un
valor negativo. Este proceso se ve favorecido por una reaccion exotérmica (AH°<0) y

TAS® positivo.

En la formacidn de complejos de inclusién farmaco-antidiabético ciclodextrina, se
observod que todas las reacciones son espontaneas a presidon constante y 298.15 K. La
mayoria de las microencapsulaciones son endotérmicas, es decir la contribucion
entalpica es positiva, excepto en la encapsulacion de C-14 con B-CD. Esto significa que
los procesos estan guiados por el cambio de entropia, que tiene un valor positivo y da

como resultado un AG°< 0.

A continuacién se presentan graficas de los parametros termodinamicos obtenidos con
cada uno de los complejos formados (figuras 61-64), en donde se puede observar que
el valor de la contribucidén entrdpica es mayor a la entdlpica en la mayoria de las
reacciones. Para el complejo C-14-B-CD, el valor de la entropia es pradcticamente cero
y la reaccion es guiada por el cambio de entalpia, por tratarse de una reaccién

exotérmica.
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Parametros termodinamicos de los complejos formados entre
compuestos etoxilados y 3-CD
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Sustituyente

Figura 61. Parametros termodinamicos en la complejacién de B-CD con farmaco etoxilados.

Energia (Kimol?)

Parametros temodinamicos de los complejos formados entre
farmacos etoxilados e HP-B-CD

== AH® ofll=AG® «=he=-TAS®
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Figura 62. Parametros termodindamicos en la complejacion de HP-B-CD con farmacos etoxilados.
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Parametros termodinamicos de los complejos formados con
farmacos nitrados y B-CD (grupo nitro)

== AH® ==fll=AG® ==he=-TAS®
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Figura 63. Parametros termodinamicos de la complejacién de B-CD y farmacos nitrados.
Parametros termodinamicos de los complejos formados con
farmacos nitrados e HP-B-CD
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Figura 64. Parametros termodinamicos de la complejacion entre HP-B-CD y farmacos nitrados.
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Los posibles complejos formados, se ilustran en la figura 65.

Figura 65. Estructura probable de los complejos de inclusion 1:1 formados.
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Conclusiones

4+ Fue posible encapsular una nueva serie de farmacos con propiedades

antidiabéticas, presentada en este trabajo, con p-CD e HP-B-CD.
En todos los sistemas aqui estudiados:

+ La estequiometria de los complejos formados es 1:1.

+ Lla reaccion de formacion de los complejos F-B-CD, es en su mayoria

endotérmica, excepto cuando se trata del farmaco C-13.

+ La reaccion de formacion del complejo F-HP-B-CD, es endotérmica en todos los

Casos.
4+ La reaccidon de complejacién es espontdnea a presidn constante y 298.15 K.

+ La contribucién entrdpica es la mas importante en la formacién de los

complejos F-CD.
4+ Para los complejos que estdn etoxilados en el anillo benzotiazdlico, la
ciclodextrina nativa es la mas viable para encapsular. Cuando dicho

sustituyente se cambia por nitro, conviene utilizar la HP-B-CD.

+ La molécula del farmaco antidiabético puede interaccionar a través de los dos

grupos funcionales predominantes: benzotiazol y bencensulfonamida.
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Recomendaciones para trabajos posteriores

Estudiar la formacién de complejos de inclusiéon dividiendo la molécula del
farmaco en benzotiazol y bencensulfonamida, con sus respectivos
sustituyentes, en experimentos individuales para determinar la parte de la

molécula que forma cada complejo predominantemente.

Estudiar el efecto del cambio de la temperatura en la formacién de complejos

de inclusion F-CD.

Evaluar la actividad del farmaco antidiabético cuando es suministrado en forma

de complejo, in vitro e in vivo.

Estudiar el efecto del cambio de pH en la formacién de complejos.
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