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1. RESUMEN

La Calorimetria de Titulacion Isotérmica es una técnica analitica novedosa que permite determinar
el perfil termodindmico de una amplia variedad de interacciones biomoleculares, generalmente
entre proteinas y metales, a través de la medicion directa del calor que se libera o absorbe durante
un evento de enlace biomolecular. Por otro lado, hoy en dia, existe un gran interés en resolver la
baja solubilidad que generalmente presentan los fArmacos, ya que esto limita su biodisponibilidad
y su potencial terapéutico. Una forma de resolver esta problematica es complejar los firmacos con
agentes acarreadores tales como las ciclodextrinas, las cuales, por sus caracteristicas hidrofobicas
en su cavidad e hidrofilicas en su superficie, son capaces de encapsular moléculas hidrofobicas en

su cavidad.

En el presente trabajo, se implement6 el uso de la Calorimetria de Titulacién Isotérmica en el
estudio del farmaco antiinflamatorio no esteroidal Flurbiprofeno, en su forma neutra (HFlur), con
las ciclodextrinas o, 3, y y 2-hidroxipropil-f en solucion a 30 °C. La finalidad de este estudio fue
determinar la estequiometria (N), las constantes de formacion de los complejos (Ky), la entalpia
(AH°), la entropia (AS®) y la energia libre de Gibbs (AG®) asociados al proceso de formacion de
los complejos de inclusion. Los sistemas estudiados a lo largo de la tesis son llamados HFlur/o.-
ciclodextrina, HFlur/B-ciclodextrina, HFlur/y-ciclodextrina y  HFlur/2-hidroxipropil-f3-

ciclodextrina.

Los resultados de este trabajo proporcionan informacioén quimica fundamental sobre la formacion
de complejos binarios entre HFlur y algunas ciclodextrinas al determinar el perfil termodindmico
asociado al proceso de complejacion. Esta informacion es util para el disenio de nuevas
formulaciones con Flurbiprofeno con mayor solubilidad, mayor eficacia terapéutica y menos

efectos secundarios.

El presente trabajo consta de los siguientes apartados:
1. RESUMEN. Es este mismo apartado.
2. ABREVIATURAS. Se muestran las abreviaturas que se emplean a lo largo del texto.
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10.

11.

INTRODUCCION. Se aborda el contexto de la tesis en términos del flurbiprofeno y de las
ciclodextrinas.

MARCO TEORICO. En este capitulo se presenta una revisién bibliografica sobre las
definiciones y antecedentes de la parte medular del tema, entre ellos los farmacos
antiinflamatorios no esteroidales, el flurbiprofeno, las ciclodextrinas, los complejos de
inclusion y la calorimetria por titulacion isotérmica.

JUSTIFICACION. Se explican y argumentan las preguntas: ;Por qué esta investigacion y no
otra?, ;Por qué este tema o problema de investigacion y no otro?; es decir, se plantea el valor
que se tiene al estudiar el sistema flurbiprofeno/CDs.

OBJETIVOS. En este apartado se muestran los objetivos tanto general como particulares de
este trabajo de investigacion.

METODOLOGIA. Se describe la metodologia experimental; desde equipo, material,
reactivos, hasta las condiciones y la técnica experimentales empleadas.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS. Se presentan los resultados y el analisis
de los parametros termodindmicos obtenidos.

CONCLUSIONES. Se presentan las conclusiones del trabajo realizado y las sugerencias para
futuros trabajos.

REFERENCIAS. Se muestran las referencias consultadas y empleadas para la realizacion de
este trabajo de investigacion.

ANEXOS. Se menciona la participacién en un congreso nacional, en donde se aplicaron los

conocimientos adquiridos sobre la técnica analitica de Calorimetria de Titulacion Isotérmica.



Termodinamica de la inclusion de flurbiprofeno en
ciclodextrinas en disolucion acuosa

2. ABREVIATURAS



Termodinamica de la inclusion de flurbiprofeno en
ciclodextrinas en disolucion acuosa

2. ABREVIATURAS
Flur Sistema de Flurbiprofeno
HFlur Especie de Flurbiprofeno protonada (o neutra)
Flur~ Especie de Flurbiprofeno desprotonada (o anionica)
HFlur/aCD Sistema Flurbiprofeno protonado/a-ciclodextrina
HFlur/BCD Sistema Flurbiprofeno protonado/B-ciclodextrina
HFlur/yCD Sistema Flurbiprofeno protonado/y-ciclodextrina
HFlur/2HPBCD Sistema Flurbiprofeno protonado/2-hidroxipropil-p-ciclodextrina

(HFlur),—aCD
(HFlur),—pCD
(HFIur),—yCD
(HFlur),-2HPBCD

N
AHP
AS°
AG®
Ky

Complejo Flurbiprofeno protonado—a-ciclodextrina de estequiometria 2:1
Complejo Flurbiprofeno protonado—p-ciclodextrina de estequiometria 2:1
Complejo Flurbiprofeno protonado—y-ciclodextrina de estequiometria 2:1
Complejo  Flurbiprofeno  protonado—2-hidroxipropil-p-ciclodextrina
estequiometria 2:1

Estequiometria de la reaccion

Entalpia de la reaccion

Entropia de la reaccion

Energia libre de Gibbs de la reaccion

Constante de formacion del complejo

Constante de disociacion del complejo

de

10
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3. INTRODUCCION

Los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) representan uno de los grupos
farmacologicos de mayor consumo a nivel mundial, con frecuencia son infrautilizados o se abusa
de ellos, siendo a veces innecesaria su prescripcion. Estos firmacos son un conjunto heterogéneo
de compuestos quimicos que no comparten especificamente nada entre ellos, pero se asemejan en
sus acciones terapéuticas para el control de diversos grados de dolor, inflamacion y fiebre (Prieto
& Manuel, 2007) (Rainsford, 1999) (Cabezas Lefler et al., 2000). También son usados como

anticomiciales, antidepresivos, antipsicoticos, etc. (Meloun et al., 2007).

Para los AINEs la velocidad de disolucion es de vital importancia a la hora de que estos sean
absorbidos y su principio activo pueda actuar en el organismo, es decir, deben estar disueltos. De
esta forma, una vez disueltos se produce su paso al sistema sanguineo. Por lo tanto, si un AINEs
tiene problemas para disolverse, disminuird su biodisponibilidad y su adsorcion. Se puede decir
que la velocidad de disolucion repercute directamente en la biodisponibilidad que tomara lugar

con sus principios activos (Prieto & Manuel, 2007) (Lopez et al., 2019).

Un método para corregir esta baja solubilidad es el empleo de ciclodextrinas (CDs), ya que, al
formar complejos solubles de gran estabilidad quimica con farmacos antiinflamatorios no
esteroidales, mejoran la velocidad de disolucion de los farmacos, aumentando la
biodisponibilidad; de esta manera son utilizados de manera efectiva (Vila & Cano, s/f). Ademas, al
estar “encapsuladas” dentro de las ciclodextrinas, adquieren cierta proteccion hasta llegar a su sitio
de accion (Beig et al., 2013). En el apartado 4.2 Ciclodextrinas se explican, con mayor detalle, las

estructuras y propiedades de las CDs.

En la literatura cientifica existen pocos trabajos sobre la inclusion del farmaco antiinflamatorio no
esteroidal Flurbiprofeno con ciclodextrinas, es por ello que en este trabajo de tesis se estudia la
formacion de complejos de inclusion de Flurbiprofeno con las ciclodextrinas o, B, v y 2-
hidroxipropil-f, en mezcla de agua-etanol 70-30 % a pH de 2 y temperatura de 30 °C, por
Calorimetria por Titulacion Isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés). El objetivo de este trabajo

fue determinar la estequiometria (N) y los parametros termodindmicos: entalpia (AH®), entropia

12
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(AS°®), energia libre de Gibbs (AG®) y constante de formacion (Kr) asociados a la formacion de
complejos en los sistemas bajo estudio. Estos sistemas son Flurbiprofeno protonado/o-
ciclodextrina ~ (HFlur—aCD),  Flurbiprofeno  protonado/B-ciclodextrina  (HFlur—CD),
Flurbiprofeno  protonado/y-ciclodextrina  (HFlur—yCD) 'y  Flurbiprofeno protonado/2-
hidroxipropil-f-ciclodextrina (HFlur—2HPBCD). Con los resultados obtenidos en este trabajo, se
genera informacién quimica fundamental para el disefio de nuevos farmacos con una posible

mayor actividad terapéutica y menores efectos secundarios.

13
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4. MARCO TEORICO

En esta investigacion se estudian los complejos de inclusion del farmaco Flurbiprofeno con las
ciclodextrinas o, B, y y 2HPP por Calorimetria de Titulacion Isotérmica para determinar la
estequiometria y los pardmetros termodinamicos de los complejos formados en cada sistema. En
los siguientes apartados del marco tedrico, se da una descripcion sobre farmacos antiinflamatorios
no esteroidales, flurbiprofeno, de las ciclodextrinas, de los complejos de inclusion y de la técnica

de Calorimetria por Titulacion Isotérmica.

4.1 Farmacos antiinflamatorios no esteroidales

Son un conjunto heterogéneo de compuestos quimicos generalmente no relacionados entre si, que
comparten acciones terapéuticas para el control en diverso grado del dolor, la inflamacion y la
fiebre. (Prieto & Manuel, 2007). Entre las propiedades fisicoquimicas comunes se destacan las
siguientes: la mayoria, no todos, son acidos débiles; poseen como minimo un anillo aromatico,
aunque algunos tienen dos (fenilbutazona, indometacina, diclofenaco) y todos presentan un
mecanismo de accion similar gracias a la forma plana de su molécula que facilita su unién a los
receptores de la enzima ciclooxigenasa. La Tabla 1 muestra la clasificacion de los AINEs segiin

su estructura quimica (Santos et al., s/f).

El principal mecanismo de accién de los AINEs es la inhibicion de las enzimas llamadas
ciclooxigenasas (COX). Esta enzima condiciona el paso del 4cido araquidonico a endoperdxidos
ciclicos inestables que, a su vez, se transforman por acciéon de distintas vias enzimadticas, en
prostaglandinas (PGE2, PGD2), tromboxano-A2 (TXA2) y prostaciclina. Las prostaglandinas
(PG) se sintetizan en la mayoria de los tejidos del organismo y poseen numerosas acciones
fisiologicas, pero también participan en los mecanismos patogénicos relacionados con la
inflamacion, el dolor y la fiebre (Cabezas Lefler et al., 2000). El efecto analgésico se encuentra
fundamentado en el bloqueo de la produccion periférica y central de prostaglandinas; a nivel
central impiden la sensibilizacion de las neuronas medulares y supramedulares, permitiendo la

inhibicién central del dolor.

15
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Tabla 1. Clasificacion de los AINEs segun su estructura quimica (Santos et al., s/f).

Grupo terapéutico Farmaco

Salicilatos Acido acetilsalicilico, salsalato, diflunisal, fosfosal, acetilato de lisina
Pirazolonas Fenilbutazona

Indolcéticos Indometacina, tolmetin, sulindaco, acemetacina

Arielacéticos Diclofenaco, aceclofenaco, nabumetona

Arilpropidnicos Ibuprofeno, naproxeno, ketorolaco, flurbiprofeno

Oxicams y analogos Piroxicam, tenoxicam, meloxicam

Fenamatos Acido mefenamico, meclofenamato

Inhibidores selectivos Celecoxib, etoricoxib

de COX-2

Los AINEs bloquean la accion de las enzimas COX-1y COX-2. La COX-1 esté involucrada en la
produccion de prostaglandinas que desempefian un papel en funciones normales del cuerpo, como
la proteccion del revestimiento del estdémago y la regulacion del flujo sanguineo renal (los tejidos
gastrointestinales y renal). Por otro lado, la COX-2 se induce principalmente en respuesta a la
inflamacion y contribuye a la produccion de prostaglandinas relacionadas con la inflamacion y el
dolor; es decir, esta presente en el tejido lesionado (Perea-Martinez et al., 2016; Rainsford, 1999;
Ruilope & Coca, 2002). La inhibicion de COX-2 media los efectos no deseados de la inflamacion,
pero la simultanea inhibicion de COX-1 ocasiona efectos colaterales que son consecuencia de la

disminucioén en la sintesis de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos.

Los AINEs comparten un perfil de efectos secundarios tales como problemas gastrointestinales
(dolor abdominal, acidez estomacal, nduseas, vomitos con sangre o heces con sangre); problemas
cardiovasculares (ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares); problemas renales (funcion
renal y presion arterial); retencion de liquidos (hinchazén en extremidades); reacciones alérgicas

(erupciones cutdneas, dificultad para respirar, etc.); problemas hepaticos, y problemas

16
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hematologicos. Por lo anterior se recomienda no exceder en las dosis recomendadas por el médico

(Cabezas Lefler et al., 2000; Prieto & Manuel, 2007; Rainsford, 1999).

Debido a las diferentes caracteristicas intrinsecas (solubilidad acuosa y permeabilidad) que poseen
los farmacos, se deben clasificar de acuerdo con parametros recomendados por el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutico (SCB). Dentro de los farmacos pertenecientes a la clase II (baja
solubilidad, alta permeabilidad) la velocidad de disolucion es el factor limitante para su absorcion.
Por lo tanto, la disolucion del farmaco, en el proceso global de su liberacion, es el proceso con
mayor trascendencia en su posterior absorcion y no la rapidez para atravesar las membranas
(Lopez et al., 2019), (Juarez, 2022). En esta clase de fArmacos con esta limitante de la velocidad

de disolucion se encuentran los AINEs. (Keb Canul, 2022)

4.2 Flurbiprofeno

El Flurbiprofeno (Acido 2-(2-fluoro-4-bifenilil) propanoico), es un antiinflamatorio no esteroidal
que pertenece a los derivados del acido propionico (Figura 1). Se administra contra la inflamacion,
la artritis reumatoidea y artrosis. Ha mostrado éxito en el tratamiento del dolor dental, la
dismenorrea primaria y la gota aguda. Sin embargo, su ingesta produce efectos adversos a la salud
que incluyen malestares gastricos y algunos relacionados con la funcion renal y cardiaca (Cornelio

& Mayorga, 2007).

La estructura molecular del Flurbiprofeno posee dos anillos aromaticos que le confieren
propiedades liposolubles y que, en principio, favorecen la formacion de complejos de inclusion
con agentes acarreadores. Su solubilidad en agua es escasa (8 mg/L a temperatura ambiente)

(Cornelio, R., & Mayorga, P. et al., 2007).
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HO

Figura 1. Estructura quimica del flurbiprofeno protonado (HFlur). En el circulo se resalta la estructura

base del acido propionico.

Entre sus propiedades fisicoquimicas se encuentran las mencionadas en la Tabla 2

(ChemicalBook, s/f).

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de Flurbiprofeno (ChemicalBook, s/f).

Propiedades

Forma

Color

Masa molar

Punto de fusion

Punto de ebullicion
Solubilidad en agua
Solubilidad en metanol
pKa

Volumen molar

Sélido
Blanco a blanquecino
244.27 g/mol (Domaska et al., 2009)
110-112 °C
376.2 £30.0 °C
8 mg/L (temperatura ambiente)
50 mg/mL (temperatura ambiente)
3.80, 4.22 (Anderson & Conradi, s/f), 4.50 (Domaska et al., 2009)

145.6 cm?/mol (Domaska et al., 2009)
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4.3 Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son una familia de oligosacaridos ciclicos que consisten en un anillo
macrociclico de subunidades de glucopiranosa unidas por enlaces glucosidicos a-D-1,4 (Esquema
1). Su estructura forma una cavidad hidrofobica, lo que permite que moléculas apolares se inserten
dentro de ellas (Saokham et al., 2018). Las ciclodextrinas se producen a partir del almidon por
conversion enzimatica. Se utilizan en las industrias alimentaria, principalmente para enmascar el
sabor; farmacéutica, como intensificadores de la solubilidad, asi como en la agricultura y la
ingenieria ambiental (Aulton M.E. et al., 2004) (Radu et al., 2016) (Beig et al., 2013); pero, sobre
todo, las ciclodextrinas son conocidas por su efecto sobre la estabilidad, solubilidad y
biodisponibilidad de diversos farmacos, y por reducir los efectos secundarios de los farmacos

(Pirnau et al., 2014). En la Figura 2 se muestran las estructuras quimicas de a-ciclodextrina (aCD),

B-ciclodextrina (BCD) y y-ciclodextrina (yCD).

Enlace a-D-1,4-glucosidico
OH e} OH

HO

Unidad de a-D-glucopiranosa AN
enlazada

Esquema 1. Enlace a-D-1,4-glucosidico.

Tanto en solucion como en estado solido, dentro de la cavidad de las CDs, se encuentran moléculas
de agua; las cuales, pueden ser facilmente sustituidas por huéspedes apropiados en donde se
presenten interacciones favorables entre la huésped, estas suelen ser no covalentes del tipo:
interacciones hidrofébicas, disminucion de la tension conformacional, enlaces de hidrogeno,

interacciones electrostaticas o fuerzas de van der Waals. Se considera que la principal fuerza que
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hace que se lleve a cabo la formacion del complejo es el reemplazo de las moléculas de agua
(interaccion poco favorable, alta entalpia) por una molécula de menor polaridad (interaccion

apolar-apolar) (Mora, 2009).

OH HO

OH o
Q oH © R
HQ O
HO O o) o HO
oH %o oo OH Ho' on
OH o OH o ° o
o} HO HO, Q HO,
Jno 0
HO OH OH o
OH Q o HO
o) oh OH OH
aCD P HO BCD o 0 yCD
Ny OH OH OH OH OH
oHf oH 0
o)
\ \# ) - ;
oH7_0
0 OH oH L0 o
OH _OH OHO HO OH 0
o) o &on O0H OH
HO o fo) OHq OH
HO g
OH

HO

Figura 2. Estructura de las ciclodextrinas nativas o, B, y y (Cardenas et al., 2022).

4.4 Complejos de Inclusion

Uno de los avances dentro de la industria quimica ha sido el empleo de ciclodextrinas como
agentes encapsulantes, para transportar todo tipo de ingredientes activos como farmacos,
cosméticos, saborizantes, vitaminas; asi también como desechos industriales y compuestos toxicos
entre otras muchas aplicaciones, ya que las ciclodextrinas pueden formar complejos de inclusion

de gran estabilidad quimica con mayor solubilidad en el agua.

Las ciclodextrinas sirven también para liberar en forma controlada ingredientes activos de
medicamentos (Leyva et al., 2004). El principal propodsito del sistema de liberacion controlada de
farmacos es dosificar la cantidad de farmaco necesaria en el lugar especifico durante un periodo
de tiempo controlado de forma precisa y efectiva. Para disefiar medicamentos de alto rendimiento,
se utilizan portadores compatibles con los firmacos para enmascarar las propiedades no deseables
del farmaco, por lo que se ha buscado desarrollar varios tipos de biomateriales de alto rendimiento

que se puedan mezclar con los fArmacos y liberarlos en forma controlada. Las ciclodextrinas son
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candidatos potenciales para este rol debido a su habilidad de alterar las propiedades fisicas,
quimicas y biologicas de la molécula huésped (moléculas hidrofobas) a través de la formacion del
complejo de inclusion, en donde las CDs toman el papel de anfitrion. Los factores principales que
estan involucrados en la formacion del complejo son las fuerzas de van der Waals, interacciones
hidrofébicas, puentes de hidrogeno y efectos estéricos. La constante de asociacion es el resultado

de todas estas interacciones (Leyva et al., 2004).

La asociacion de las moléculas de sustrato y ligando, asi como la disociacion del complejo
formado estan gobernados por un equilibrio termodindmico que se representa como una constante
de formacion (Kr) o disociacion (Kg), respectivamente. El complejo de inclusion tiene una
estequiometria definida en donde las moléculas de sustrato y ligando se encuentran unidas por

efectos fisicoquimicos (Espinoza & Herndndez, 2005).

Generalmente, las moléculas de ciclodextrinas pueden contener una sola molécula de sustrato
dentro de su cavidad (complejo sustrato:ciclodextrina 1:1). En casos especiales, las moléculas de
ciclodextrina pueden contener dos moléculas de sustrato para formar un complejo 2:1, u otras
estequiometrias. El compuesto huésped se sitia en la cavidad del hospedador sin alterar su
estructura (Espinoza & Herndndez, 2005). La Figura 3 muestra el equilibrio de formaciéon del

complejo HFlur-CD.

+ —

HFlur CD HFlur-CD

Figura 3. Equilibrio de formacion de un complejo de inclusion HFlur—CD.
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4.5 Calorimetria por titulacion isotérmica

La Calorimetria por Titulacion Isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés) es una técnica que se
utiliza en los estudios cuantitativos de una amplia variedad de interacciones biomoleculares.
Funciona mediante la medicion directa del calor que se libera o absorbe durante la formacion de
un enlace. ITC es la Unica técnica que puede determinar simultaneamente todos los pardmetros
termodinamicos en un solo experimento, midiendo la afinidad de los componentes del enlace en
sus estados nativos. La medicion de la transferencia de calor durante el enlace permite la
determinacion exacta de las constantes de enlace (Ky), la estequiometria de la reaccion (N), la

entalpia (AH°), la entropia (AS°) y la energia libre de Gibbs (AG®) (Flecha, s/f).

Las partes de un microcalorimetro se muestran en la Figura 4a, contiene dos celdas en la parte
inferior, una llamada celda de referencia, y la otra celda de reaccion; también consta de una
jeringa (también llamada microbureta). En la celda de referencia se coloca generalmente agua, en
la celda de reaccion se coloca la muestra que se va a valorar (analito), y en la microbureta se llena

con el reactivo valorante.

Para cada valoracion calorimétrica se obtienen 2 graficos: el primero es un termograma en donde
se grafica la diferencia de calor entre la celda de reaccion con la celda de referencia en funcion del
tiempo (DP/dt = f{t)) (Figura 4b). En este grafico, cada vez que se inyecta volumen del titulante e
interacta con el analito se registra un pico el cual involucra una cantidad de calor determinada
por la reaccion; el pico puede tener direccion hacia arriba en caso de ser una reaccion endotérmica,
o hacia abajo si la reaccion es exotérmica. El calor disminuye o aumenta en proporcion a la fuerza
de enlace, cuando el sistema empieza a saturarse, la sefial empieza a disminuir hasta solo observar
el calor de dilucion (Keller et al., 2012). Una vez que el equipo alcanza la temperatura de trabajo
se establece la linea base en el termograma, por lo que es recomendable que, durante las
inyecciones, el pico que se forma regrese a la linea base; esto se logra usando un espacio de tiempo

adecuado entre una inyeccion y otra. (Flecha, s/f; Instruments, s/f)

El otro grafico que se obtiene en la valoracion calorimétrica es la curva o isoterma de enlace
(Figura 4c), el cual es un grafico del calor liberado o absorbido en cada adicion (Q), en funcion de

la relacion molar (RM); es decir Q = f{RM). En este grafico se visualizan puntos que corresponden
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a la integracion de cada area de pico del termograma que representan el calor normalizado Q. A
partir de esta curva se logra determinar la estequiometria de la reaccion (N) y los pardmetros
termodindmicos asociados al proceso de formacion de los complejos de inclusion. Un valor de

AG® negativo indica que el complejo ML tiene menos energia libre que la suma de M y L libres.

Jeringa

Termograma
8 Curva de enlace
z g
] =
g ©
- 2 L <«— Estequiometria
o =
o o]
Celda de Celda de - —
referencia reaccion Tiempo ——» Relacién molar
a) b) c)

Figura 4. a) Partes que integran a un microcalorimetro, b) termograma DP=f{tiempo) y c) curva de enlace

Q=f(Relacion molar).

La formacion del complejo se favorece en condiciones estandar solo si AG® es negativo, por lo
tanto, valores negativos de AH® y valores positivos de AS° promueven la formacion de complejos.

(Holdgate et al., 2003)

El valorante se coloca en una jeringa, que se encuentra en un dispositivo de inyeccion muy preciso,
el dispositivo de inyeccion se inserta en la celda de la muestra que contiene al analito de interés.
Una serie de pequeias alicuotas de valorante se inyecta en la soluciéon donde se encuentra el
analito. El microcalorimetro mide todo el calor liberado hasta que la reaccion de enlace alcanza el
equilibrio, la cantidad de calor medida es directamente proporcional a la cantidad de enlace

(Flecha, s/f).
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La relacion molar (RM) se define como la cantidad de sustancia del valorante entre la cantidad de

sustancia del analito (Innocenti, s/f), y se puede calcular como sigue,

- Cval Vag _ Ny,

= 1
Co Vo Ny )

donde, Cyy es la concentracion del valorante, V,g es el volumen agregado del valorante, C, es la

concentracion del analito y V,, es el volumen inicial de alicuota en la celda de reaccion; ny,; es el
numero de moles agregados del valorante y n, es el nimero de moles del analito. En este caso, el

valor de V,, del microcalorimetro utilizado tiene un valor de 1.4303 mL.

El microcalorimetro necesita mantener la celda de referencia y la celda de reaccion exactamente a
la misma temperatura (temperatura a la que se desea hacer el estudio). Los dispositivos de
deteccion de calor registran la diferencia de temperatura entre las celdas cuando se produce el
enlace y retroalimentan a los calentadores que compensan esta diferencia y devuelven las celdas a
la misma temperatura. Cabe mencionar que para cada valoracion calorimétrica entre un analitos y
un valorante, es necesario realizar un valoracion para determinar el calor de dilucion del valorante;

en este caso el reactivo valorante se va agregando al disolvente empleado sin contener al analito.

La técnica ITC ofrece una medida directa a partir de la estequiometria, de la entalpia de formacioén
y de la constante de formacion de los enlaces moleculares, de manera que es posible calcular la

energia de Gibbs de formacion del enlace, representada por:
AG°=—R TIn K= AH°-TAS® )

donde K es la constante de equilibrio, R es la constante de gases, 7 la temperatura absoluta, AH°

la entalpia, AS° la entropia (Holdgate et al., 2003).
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5. JUSTIFICACION
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5. JUSTIFICACION

En los ultimos afios, se han tomado medidas para desarrollar sistemas de administracion de
farmacos que tienen baja solubilidad en agua con la finalidad de mejorar su biodisponibilidad.
Entre las diversas estrategias de formulacién empleadas se incluyen la formacion de sales, la
complejacion con ciclodextrinas, la micronizacion, las dispersiones solidas y las formulaciones
basadas en lipidos (Lopez et al., 2019). Por lo anterior, en este trabajo se estudio la inclusion de
Flurbiprofeno en diferentes ciclodextrinas para determinar el perfil termodinamico del proceso de
complejacion y la estequiometria de los complejos formados. Se determina si el proceso esta

impulsado por la entalpia o la entropia, y también se estudia la estabilidad de éstos.

Este trabajo de tesis proporciona informacion quimica basica que podria utilizarse en el disefio de
nuevos farmacos antiinflamatorios, por lo que tiene el potencial de tener un impacto significativo

en la industria farmacéutica y en el sector salud.
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6. OBJETIVOS
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Obtener los parametros termodindmicos de la formacién de complejos de inclusion de
Flurbiprofeno con ciclodextrinas en disolucion; mediante la técnica de calorimetria por titulacion

isotérmica a 30 °C en disolucién a pH de 2.0.

6.2. Objetivos particulares

« Determinar la estequiometria de los complejos de inclusion formados entre flurbiprofeno en

su forma protonada y a-, -, y- y 2-hidroxipropil-B- ciclodextrinas.

« Determinar los parametros termodinamicos Kr, AH°, AS° y AG° de la formacién de los
p y

complejos de inclusion mediante calorimetria por titulacion isotérmica.

« Analizar las constantes de inclusion y discutir los factores que favorecen la estabilidad de los

complejos formados.
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7. METODOLOGIA

7.1. Reactivos y equipos

Reactivos

Flurbiprofeno (98.0 %, PM = 244.26 g/mol), aCD (98.0%, PM = 972.84 g/mol), BCD (97 %, PM
= 1134.98 g/mol), yCD (100 %, PM = 1580 g/mol) y 2HPBCD (98.0 %, PM = 1380 g/mol) de
Sigma-Aldrich, acido fosférico (85.0 %, PM = 98 g/mol), fosfato de sodio monobasico anhidro
(99 %, PM = 119.98 g/mol), alcohol etilico y agua desionizada p = 18.2 MQ cm.

Equipo

Balanza analitica Ohaus PA214, PionnerTM (£ 0.0001 g); potenciometro (Ion pH/mV/ORP)
SevenMulti S47, Mettler Toledo (+0.001 unidades pH); electrodo combinado de vidrio de
Ag°|AgCl [KCI, 3M] marca HACH con rango de medicion de 0-14 (+ 0.002 unidades de pH);
calorimetro MicroCal VP-ITC (G. E. Healthcare); desgacificador Microcal Thermovac, Hamilton;
y un desionizador de agua ELGA Purelab Classic.

Software

MicroCal PEAQ-ITC Analysis Software, version 0.9.0.1252, 2015 Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire WR14 1XZ (Instruments, 2015).

7.2. Parte experimental

Como se menciond anteriormente, el Flurbiprofeno presenta una solubilidad bastante baja en agua,

y buena solubilidad en etanol; mientras que las ciclodextrinas presentan buena solubilidad en agua,
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pero casi nula en etanol. Por lo tanto, se optd por realizar pruebas preliminares considerando

mezclas agua-etanol en las proporciones 90:10, 80:20, 70:30, 60:40 y 50:50 %.

Ademas de determinar la proporcion adecuada del disolvente a emplear, también se realizaron
experimentos a diferentes valores de pH para determinar su valor 6ptimo de trabajo, dtal manera
que el sistema quimico permaneciera de forma homogénea en soluciéon. Por lo anterior el
disolvente utilizado en este trabajo fue una solucion del buffer de fosfatos a pH igual a 2 de
concentracion 0.1 M, en mezcla agua:etanol 70:30 %, ya que hubo mejor solubilidad para ambos
componentes y mejores resultados en los graficos calorimétricos (termograma y curva de enlace).
Ademas, uno de los objetivos de este trabajo fue estudiar la formacion de complejos de inclusion
entre Flurbiprofeno en su forma protonada (HFlur) con las diferentes CDs. El buffer de fosfatos
de prepard a partir de los reactivos analiticos H3PO4s y NaH>POj4. La temperatura de trabajo fue de

30 °C.

En la Tabla 3 se muestran los diferentes sistemas estudiados en este trabajo, estos son: HFlur/a.-
ciclodextrina, HFlur/B-ciclodextrina, HFlur/y-ciclodextrina y  HFlur/2-hidroxipropil-f3-
ciclodextrina. En la Tabla 3 se muestran los pardmetros experimentales utilizados en las

valoraciones calorimétricas.

Tabla 3. Sistemas estudiados entre Flurbirpofeno protonado (HFlur) y las diferentes ciclodextrinas (CD).

Sistemas estudiados Repeticiones
1 HFlur/aCD la, 1b, 1c
2 HFIur/BCD 2a, 2b, 2¢
3 HFlur/yCD 3a, 3b, 3¢
4 HFlur/2HPBCD 4a, 4b, 4c

Antes de iniciar una valoracion calorimétrica se llevo a cabo la limpieza del equipo, realizando 4
lavados con agua desionizada, 4 con etanol y finalmente 4 con agua desionizada a la celda de
reaccion y a la microbureta de inyeccion para asegurar que el equipo estuviera libre de impurezas.
Posteriormente, la celda de reaccion se lleno con la disolucion de la ciclodextrina correspondiente,

en la celda de referencia se coloc6 agua desionizada, y en la microbureta se colocd la disolucion
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de HFlur. Las concentraciones reales de HFlur y de cada CD, el valor de relacion molar, asi como
los pardmetros experimentales, se muestran en las tablas correspondientes a cada sistema

estudiado (apartados 7.2.1, 7.2.2,7.2.3y 7.2.4).

Para cada valoracion calorimétrica entre HFlur y la CD, se obtuvo el calor de dilucion, colocando
en la celda de reaccion al disolvente (buffer de fosfatos 0.1 M y pH 2.0) y colocando en la
microbureta el mismo valorante (HFlur); para ello, se utilizaron los mismos parametros
experimentales que en la valoracion de reaccidon. De esta manera cada valoracion se corrigid

restando el calor de dilucion para eliminar el calor que se genera por efecto de dilucion.

Posteriormente, los resultados calorimétricos de la reaccion y de la dilucion se alimentaron en el
programa PEAQ-ITC, para obtener el termograma y la curva de enlace que ajusta los datos
experimentales de cada sistema estudiado. El programa arroja los pardmetros termodindmicos

asociados al proceso de inclusion.

Para cada sistema estudiado entre HFlur y las diferentes ciclodextrinas se realizaron 3 valoraciones
calorimétricas con la finalidad de reproducir los resultados termodindmicos asociados al proceso

de inclusion.
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7.2.1 Sistema HFlur-aCD

Para estudiar la complejacion entre HFlur y aCD, se prepararon las disoluciones de estos dos
componentes a las concentraciones 0.4032 mM y 0.01309 mM, respectivamente; empleando como
disolvente un buffer de fosfatos a pH de 2.0 de concentracion 0.1 M en mezcla agua:estanol 70:30
%. Se lavo el equipo de forma rigurosa como se menciona al inicio del apartado 6.2;
posteriormente, se llend la celda de reaccion con la disolucion de aCD, y la microbureta se llend
con disolucion de HFlur. Se procedi6 a realizar la valoracion calorimétrica utilizando los
pardmetros experimentales que se muestran en la Tabla 4. En esta Tabla también se muestra el

valor de la relacion molar a la cual se lleg6 al finalizar las adiciones del valorante.

Tabla 4. Parametros experimentales, concentraciones reales y valores de relacion molar empleados en la
valoracion de aCD con HFlur a pH de 2.0 y una temperatura de 30 °C, seguida por una valoracion

calorimétrica isotérmica. Las tres valoraciones realizadas para estudiar este sistema son llamadas la, 1by

lc.

Parametros la 1b lc
Total de inyecciones 20 20 20
Volumen de inyeccion (uL) 14 14 14
Espaciado entre inyecciones (s) 300 300 300
Duracion de la inyeccion (s) 28 28 28
N 2 2 2
Concentracion de HFlur (mM) 0.4032 0.5242 0.4839
Concentracion de aCD (mM) 0.01309 0.0121 0.0121
Relacion Molar 6.62 9.31 8.60
Poder de referencia (uCal/s) 3 3 3
Periodo de filtrado (s) 8 8 8
Velocidad de agitacion (rpm) 307 307 307
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7.2.2 Sistema HFlur-pCD

Las condiciones experimentales utilizadas en la valoracion calorimétrica isotérmica de BCD como

analito con HFlur como valorante (sistema HFlur/BCD), las concentraciones reales utilizadas y el

valor de la relacion molar alcanzada al finalizar las adiciones, se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Parametros experimentales, concentraciones reales y valores de relacion molar empleados en la

valoracion de BCD con HFlur a pH de 2.0 y una temperatura de 30 °C, seguida por una valoracion

calorimétrica isotérmica. Las tres valoraciones realizadas para estudiar este sistema son llamadas 2a, 2b y

2c.

Parametros 2a 2b 2c
Total de inyecciones 20 20 20
Volumen de inyeccion (uL) 14 14 14
Espaciado entre inyecciones (s) 300 300 300
Duracion de la inyeccion (s) 28 28 28
N 2 2 2
Concentracion de HFlur (mM) 0.4032 0.4032 0.4033
Concentracion de BCD (mM) 0.0128 0.0128 0.0103
Relacion Molar 6.77 6.77 8.42
Poder de referencia (uCal/s) 3 3 3
Periodo de filtrado (s) 8 8 8
Velocidad de agitacion (rpm) 307 307 307
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7.2.3 Sistema HFlur-yCD

Para estudiar el fenémeno de complejacion del sistema HFlur/yCD se emplearon las condiciones

experimentales que se muestran en la Tabla 6; también se muestran las concentraciones reales

empleadas de ambos componentes, asi como el valor de la relacion molar que se alcanzo al

finalizar las adiciones.

Tabla 6. Parametros experimentales, concentraciones reales y valores de relacion molar empleados en la

valoracion de BCD con HFlur a pH de 2.0 y una temperatura de 30 °C, seguida por una valoracion

calorimétrica isotérmica. Las tres valoraciones realizadas para estudiar este sistema son llamadas 3a, 3b 'y

3c.

Parametros 3a 3b 3c
Total de inyecciones 20 20 20
Volumen de inyeccion (uL) 14 14 14
Espaciado entre inyecciones (s) 300 300 300
Duracion de la inyeccion (s) 28 28 28
N 2 2 2
Concentracion de HFlur (mM) 0.4033 0.4033 0.4033
Concentracion de yCD (mM) 0.0128 0.0128 0.0128
Relacion Molar 6.77 6.77 6.77
Poder de referencia (uCal/s) 3 3 3
Periodo de filtrado (s) 8 8 8
Velocidad de agitacion (rpm) 307 307 307
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7.2.4 Sistema HFlur-2HPBCD

Para estudiar el fenomeno de complejacion en el sistema HFlur/2HPBCD, se prepararon las
disoluciones de estos dos componentes a las concentraciones que se muestran en la Tabla 7, se
lavé el equipo de forma rigurosa, y se procedid a realizar la valoracion calorimétrica utilizando
los parametros experimentales que se muestran en la Tabla 7. En esta Tabla también se muestran
las concentraciones reales de HFlur y de 2HPBCD empleadas, asi como el valor de la relacion

molar a la cual se llego al finalizar las adiciones del valorante.

Tabla 7. Concentraciones reales de HFlur y 2HPBCD, y su correspondiente valor de relacion molar

empleadas en cada experimento.

Parametros 4a 4b 4c
Total de inyecciones 20 20 20
Volumen de inyeccion (uL) 14 14 14
Espaciado entre inyecciones (s) 300 300 300
Duracion de la inyeccion (s) 28 28 28
N 2 2 2
Concentracion de HFlur (mM) 0.4032 0.4032 0.4032
Concentracion de 2HPBCD (mM) 0.0121 0.0121 0.0121
Relacion Molar 7.16 7.16 7.16
Poder de referencia (uCal/s) 3 3 3
Periodo de filtrado (s) 8 8 8
Velocidad de agitacion (rpm) 307 307 307
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 Parametros termodinamicos del sistema HFlur/aCD

Una vez que se realizaron los tres experimentos para el sistema HFlur/aCD, los termogramas
(graficos superiores) y curvas de enlace (graficos inferiores) obtenidos se muestran en la Figura 5,

etiquetados como 1la, 1b y lc, respectivamente.

Al comparar los termogramas de las Figuras 1a, 1by Ic, se observa que presentan picos pequeios
hacia arriba, y picos de mayor magnitud que apuntan hacia abajo, indicando que el proceso de
complejacion es exotérmico. Los termogramas de las Figuras la y 1b son mas parecidos entre si,
siendo de mayor magnitud los picos correspondientes al termograma 1b, los cuales alcanzan un
valor de AQ/dt de aproximadamente igual a -6 pcal s!, a diferencia de -4 pcal s7! para la Figura
la. En cuanto a la Figura lc, el termograma presenta picos pequefios hacia arriba de hasta
aproximadamente 1.2 ucal s' que se presentan desde la primera adicion, no asi para las
experimentaciones lay 1b, en donde los picos hacia arriba empiezan a parecer a partir de la quinta

adicion. Sin embargo, los picos hacia abajo en los tres casos presentan la misma forma.

Las curvas de enlace de los experimentos calorimétricos para el sistema HFlur/aCD se muestran
en la parte inferior de los experimentos la, 1by 1c respectivamente; presentan una forma similar,
sin embargo, en el experimento la se alcanza una relacion molar RM de 6.62 aproximadamente,
mientras que en el experimento 1b la RM es de 9.31, y en lc es de 8.60. Los marcadores
corresponden a los datos experimentales y la linea continua corresponda a la curva teorica que
ajusta a los datos experimentales y que es construida con el programa PEAQ-ITC. Las tres curvas
de enlace presentan un salto brusco en la propiedad de AQ/dt cercanos a un valor de 2, lo que
indica que si la RM=2, entonces, de acuerdo con su definicion de relaciéon molar, la estequiometria
de 2:1 en el orden HFlur:aCD, formandose asi el complejo (HFlur),aCD. Ademas, los cambios
bruscos estan muy marcados; es decir, la pendiente estd muy pronunciada lo que indica que la

reaccion es muy cuantitativa.
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Figura 5. Termogramas (graficos superiores) y curvas de enlace (graficos inferiores) obtenidos en la
valoracion calorimetria isotérmica de aoCD con HFlur a pH=2.0 y T=30 °C usando como disolvente 70/30
% agua-etanol, correspondientes a los experimentos la, 1b y 1c descritos en la seccion 7.2.1. En las curvas
de enlace, los marcadores corresponden a los datos experimentales, y la linea continua representa el ajuste

de la curva usando el programa PEAQ-ITC.
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En la Tabla 8 se muestran los parametros termodinamicos determinados usando el programa
PEAQ-ITC asociadas a la formacion del complejo 2:1 (HFlur)>aCD. Al correr el programa se fij6
un valor de N=2 debido a que el salto brusco en las curvas de enlace se daba cerca de 2; con este
valor se logr6 obtener un buen ajuste de la curva de enlace experimental por lo que se determin6

que en el sistema HFlur/aCD, dos moléculas de HFlur se meten a la cavidad de la aCD.

Tabla 8. Parametros termodinamicos asociados a la formacion del complejo de inclusion (HFlur),aCD a

pH=2.0 y T=30 °C usando como disolvente 70/30 % agua-etanol, por calorimetria por titulacion isotérmica.

Experimento la 1b lc
N 2 2 2
Log K; 6.79 5.79 6.31
AH® (kcal/mol) 1.62 + 8.7e-2 4.87+0.398 4.44+0.187
-TAS°(kcal/mol) -11 -12.9 -13.2
AG°® (kcal/mol) -9.43 -8.03 -8.75

De acuerdo con la Ecuacion 2 en donde se establece que AG° = AH°—TAS®, es posible observar
que el proceso de inclusion es un fendémeno entrépico, debido a que el término -7AS° en los tres
experimentos, contribuye mas que el término entalpico AH®° a la espontaneidad de la reaccion
(AG®). Por otro lado, el valor promedio del logaritmo de la constante de formacion Kr es 6.30, lo

que indica que se favorece la formacioén de un complejo de inclusion estable.
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8.2 Parametros termodinamicos del sistema HFlur/BCD

Los termogramas (graficos superiores) y curvas de enlace (graficos inferiores) obtenidos en las
tres valoraciones calorimétricas del sistema HFlur/BCD, se muestran en la Figura 6, etiquetados
como 2a, 2b y 3c, respectivamente, para cada experimento. Los valores de RM alcanzados al
finalizar las adiciones fueron de 6.77, 6.77 y 8.42, respectivamente. Los tres termogramas son
similares y so6lo muestran picos orientados hacia abajo, lo que indica que el proceso de
complejacion es exotérmico. Sin embargo, los termogramas de las Figuras 2a y 2b presentan
mayor similitud entre ellos, ya que el termograma de la Figura 2c presenta picos ligeramente de

menor magnitud.

Las Figuras de las curvas de enlace correspondientes a las Figuras 2a, 2b y 2¢ presentan la misma
forma de la curva; los marcadores corresponden a los datos experimentales, y la linea continua es
la curva de ajuste construida con el programa PEAQ-ITC. El programa se alimentd con un valor
de N=2 debido a que los datos experimentales presentaron un cambio brusco en el eje de AQ/dt
localizado a un valor de RM = 2. Se observo que las curvas tedricas ajustan bien a los datos
experimentales por lo que se determind que el complejo que se forma es de estequiometria 2:1
(HFlur)2fCD); es decir, 2 moléculas de HFlur se incluyen completamente en una molécula de

BCD.

La Tabla 9 contiene los valores de los parametros termodinamicos determinados para el sistema
HFlur/BCD de los tres experimentos realizados. Para hacer el ajuste de las curvas de enlace se fijo
un valor de N = 2. El valor del logaritmo de la constante de formacion (Log Ky) de los tres
experimentos distan en s6lo 0.07 unidades entre ellos, tomando un valor promedio de 6.23; este
valor indica que el proceso de inclusion se ve favorecido y que el complejo es estable. De acuerdo
con la Ecuacion de AG®° =AH°-TAS®, se determind que la inclusién para este sistema es un
proceso entropico, debido a que el término -7AS° contribuye més a la espontaneidad de la reaccion

(AG®) que el término entalpico AH°.
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Figura 6. Termogramas (graficos superiores) y curvas de enlace (graficos inferiores) obtenidos en la
valoracion calorimetria isotérmica de BCD con HFlur a pH=2.0 y T=30 °C usando como disolvente 70/30
% agua-etanol, correspondientes a los experimentos 2a, 2b y 2¢ descritos en la seccion 7.2.2. En las curvas
de enlace, los marcadores corresponden a los datos experimentales, y la linea continua representa el ajuste

de la curva usando el programa PEAQ-ITC.
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Tabla 9. Parametros termodindmicos asociados a la formacion del complejo de inclusion (HFlur),fCD a

pH=2.0 y T=30 °C usando como disolvente 70/30 % agua-etanol, por calorimetria por titulacion isotérmica.

Experimento 2a 2b 2c
N 2 2 2
Log K¢ 6.26 6.24 6.19
AH® (kcal/mol) 8.95+0.336 9.14 £ 0.346 9.03+£0.375
-TAS°(kcal/mol) -17.5 -17.7 -17.5
AG° (kcal/mol) -8.55 -8.51 -8.44
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8.3 Parametros termodinamicos del sistema HFlur/yCD

En la Figura 7 se muestran los termogramas (graficos superiores) y curvas de enlace (graficos
inferiores) obtenidos para las tres valoraciones calorimétricas del sistema HFlur/yCD, etiquetados

como 3a, 3b y 3c, respectivamente.

En cuanto a forma, los termogramas de los experimentos 3a y 3¢ son mas similares entre si, en
comparacion con el termograma del experimento 3b, ya que al inicio ambos graficos presentan
picos solo exotérmicos, finalizando con picos de menor tamafio, pero endotérmicos. Mientras que
en el segundo experimento, todos los picos estan orientados hacia abajo; es decir, todo el proceso

de interaccion entre ambos componentes es exotérmico.

Las curvas de enlace de los tres experimentos calorimétricos realizados para el sistema HFlur/yCD
se muestran en la parte inferior de los experimentos 3a, 3b y 3c respectivamente; presentan una
forma muy similar entre si, y ademas se alcanza una relacion molar RM de 6.77 aproximadamente
en los tres casos. En estas curvas, los marcadores corresponden a los datos experimentales y la
linea continua corresponda a la curva tedrica que ajusta a los datos experimentales y que es
obtenida con el programa PEAQ-ITC. Se puede observar que las tres curvas de enlace no presentan
un salto brusco en la propiedad de AQ/dt, indicando que la reaccion que se lleva a cabo entre HFlur
y yCD es poco cuantitativa. Sin embargo, el programa PEAQ-ITC también fue alimentado
ajustando un valor de N = 2 logrando obtener un buen ajuste a los datos experimentales,
obteniendo los parametros termodinamicos que se muestran en la Tabla 10. Para este sistema,
también se determind que el complejo formado es de estequiometria 2:1, es decir el complejo

formado es (HFIur),yCD.

Considerando que AG°=AH°-TAS°, es posible determinar que la inclusion es un proceso
entdlpico debido a que el término AH® contribuye mas a la espontaneidad de la reaccion (AG®)

que el término entropico —TAS®.
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Figura 7. Termogramas (graficos superiores) y curvas de enlace (graficos inferiores) obtenidos en la
valoracion calorimetria isotérmica de yCD con HFlur a pH=2.0 y T=30 °C usando como disolvente 70/30
% agua-etanol, correspondientes a los experimentos 3a, 3b y 3¢ descritos en la seccion 7.2.3. En las curvas
de enlace, los marcadores corresponden a los datos experimentales, y la linea continua representa el ajuste

de la curva usando el programa PEAQ-ITC.
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Tabla 10. Parametros termodinamicos asociados a la formacion del complejo de inclusion (HFlur)>yCD a

pH=2.0 y T=30 °C usando como disolvente 70/30 % agua-etanol, por calorimetria por titulacion isotérmica.

Experimento 3a 3b 3c
N 2 2 2
Log K¢ 442 5.27 5.47
AH® (kcal/mol) -13.2+1 -12.9 £0.658 -13+0.857
-TAS°(kcal/mol) 5.65 5.57 5.39
AG® (kcal/mol) -7.51 -7.30 -7.60
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8.4 Parametros termodinamicos del sistema HFlur/2HPBC

Los termogramas (graficos superiores) y curvas de enlace (graficos inferiores) obtenidos en las
tres valoraciones calorimétricas del sistema HFIur/2HPBCD, se muestran en la Figura 8§,
etiquetados como experimentos 4a, 4b y 4c, respectivamente. Los tres termogramas son similares
entre si, en ellos se muestran picos orientados hacia abajo, indicando que el proceso de

complejacion es exotérmico.

Por otro lado, las curvas de enlace de los tres experimentos realizados para el sistema
HFlur/2HPBCD presentan una forma muy similar entre ellas, lograndose observar una sigmoide
en donde el salto brusco en la propiedad de AQ/dt se da a un valor de RM igual a 2.0
aproximadamente. Los valores de RM alcanzados al finalizar las adiciones para las tres
valoraciones calorimétricas fueron de 7.16 en cada una de ellas. Por lo tanto, para hacer el ajuste
de los datos experimentales, el programa PEAQ-ITC fue alimentado con un valor de N = 2,

obteniendo un buen ajuste como se puede observar en cada una de las curvas de enlace.

La Tabla 11 contiene los valores de los pardmetros termodinamicos determinados durante la
reaccion que se lleva a cabo en el sistema HFlur/2HPBCD de los tres experimentos realizados. El
valor de N = 2 alimentado en PEAQ-ITC y la obtencion de un buen ajuste a los datos
experimentales, dieron indicio de que el complejo formado es de estequiometria 2:1; es decir, el
complejo que se forma en el sistema es (HFlur),2HPBCD. El valor promedio del Log Kf es igual
a 5.4, lo que indica que se forma un complejo estable. Analizando las contribuciones entalpicas y
entropicas al proceso de inclusion, la entalpia contribuye mas que la entropia al valor de AG®. Se
puede observar que la entropia en 4b aumenta 3.61 unidades con respecto a los experimentos 4a 'y
4c; sin embargo, el valor de AG® sigue siendo similar entre ellos, esto debido a que en el
experimento 4b también existe un cambio en el valor de la entalpia, y el resultado de las

contribuciones ocasiona que no exista una gran variacion en la energia libre de Gibbs.
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Figura 8. Termogramas (graficos superiores) y curvas de enlace (graficos inferiores) obtenidos en la
valoracion calorimetria isotérmica de yCD con HFlur a pH=2.0 y T=30 °C usando como disolvente 70/30
% agua-etanol, correspondientes a los experimentos 4a, 4b y 4c descritos en la seccion 7.2.4. En las curvas
de enlace, los marcadores corresponden a los datos experimentales, y la linea continua representa el ajuste

de la curva usando el programa PEAQ-ITC.
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Tabla 11. Parametros termodinamicos asociados a la formacion del complejo de inclusion
(HFIur),2HPBCD a pH=2.0 y T=30 °C usando como disolvente 70/30 % agua-etanol, por calorimetria por

titulacion isotérmica.

Experimento 4a 4b 4c
N 2 2 2
Log K¢ 5.42 5.34 5.45
AH® (kcal/mol) -12.30 £ 0.870 -15.81 £ 1.16 -12.34 £ 0.866
-TAS°(kcal/mol) 4.79 8.40 4.79
AG°® (kcal/mol) -7.51 -7.41 -7.55
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8.5 Comparacion de sistemas HFlur-aoCD, HFlur-BCD, HFlur-yCD y HFlur-2HPBCD

Al comparar los parametros termodinamicos de la Tabla 12 correspondientes a los sistemas HF lur-
oCD, HFlur-BCD, HFlur-yCD y HFlur-2HPBCD, se observa que la formacion de los complejos
con o y B CD son endotérmicos, mientras que para y y 2HPB CD son endotérmicos. Analizando
el factor entropico en todos los sistemas estudiados, se obtuvo que hay un mayor desorden durante

la formacion del complejo HFlur-BCD; y un menor grado de desorden en el caso de HFlur-yCD.

J
an 7
N

l
AN

o
o

Figura 9. Estructura molecular propuesta del complejo de inclusion formado entre Flurbiprofeno y cada

ciclodextrina estudiada (a., B, vy 2HPP).

Se determiné que todos los procesos de formacion de los complejos de inclusion son espontaneos,
y que la geometria de los complejos es aquella en donde dos moléculas de HFlur se introducen en
la cavidad de las CD, esto se confirma debido a que en todas las curvas de enlace presentaron un
buen ajuste con el programa PEAQ-ITC de Malvern, usando un modelo con N=2, en donde la
relacion molar es aproximadamente 2 lo cual es posible cuando en el sistema hay una relacion de
dos moles de HFlur por cada mol de ciclodextrina. En la literatura cientifica se reporta que el
grupo carboxilico es afin del lado hidroxilo primario (didmetro menor), y el grupo fenilo cerca del

borde secundario (diametro mayor) (Figura 9) (Pirnau et al., 2014).
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Para un mejor analisis de los resultados termodinamicos, a continuacion, se presenta la Tabla 12
que muestra de maneja simultanea los resultados de cada uno de los sistemas HFlur/CD

estudiados.

Tabla 12. Parametros termodinamicos asociados a la formacion del complejo de inclusion (HFlur),CD de

los sistemas HFlur-oCD, HFlur-BCD, HFlur-yCD y HFlur-2HPBCD, a pH=2.0 y T=30 °C usando

como disolvente 70/30 % agua-etanol, por calorimetria por titulacion isotérmica.

Sistema Parametro Experimento
la 1b lc
N 2 2 2
Log K¢ 6.79 5.79 6.31
HFlur-aCD
AH° (kcal/mol) 1.62 + 8.7e-2 4.87+0.398 4.44+0.187
-TAS®(kcal/mol) -11 -12.9 -13.2
AG® (kcal/mol) -9.43 -8.03 -8.75
2a 2b 2c
N 2 2 2
Log K¢ 6.26 6.24 6.19
HFlur-BCD
AH° (kcal/mol) 8.95 +0.346 9.14 £ 0.346 9.03 £0.375
-TAS°(kcal/mol) -17.5 -17.7 -17.5
AG® (kcal/mol) -8.55 -8.51 -8.44
3a 3b 3c
N 2 2 2
Log K¢ 4.42 5.27 5.47
HFlur-yCD
AH° (kcal/mol) -132+1 -12.9 +0.658 -13+£0.857
-TAS°(kcal/mol) 5.65 5.57 5.39
AG® (kcal/mol) -7.51 -7.30 -7.60
4a 4b 4c
N 2 2 2
Log K¢ 5.42 5.34 5.45
HFlur-2HPBCD
AH° (kcal/mol) -12.30 £ 0.870 -15.81 £ 1.16 -12.34 +£0.870
-TAS°(kcal/mol) 4.79 8.40 4.79
AG® (kcal/mol) -7.51 -7.41 -7.55
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Al comparar los termogramas con los resultados de los parametros termodindmicos, se esperaba
que en todos los sistemas estudiados el valor del AH° fuera negativo, debido a que en los
termogramas los picos estan orientados hacia abajo. Sin embargo, en los sistemas HFlur-aCD y
HFlur-BCD el AH® es positivo (Tabla 12); esto se debe probablemente, a que los picos empiezan
con una cierta magnitud (tamafio) y conforme se van haciendo las adiciones, la magnitud es cada
vez mas grande hasta llegar a un punto en el que ésta se hace constante. En cambio, para los
sistemas HFlur-yCD y HFlur-2HPBCD los termogramas presentan picos grandes orientados hacia
abajo y conforme se van haciendo las adiciones, éstos decrecen en tamafo, ocasionando que el

valor de AH® sea negativo.

En la Tabla 12 también se observa que en los sistemas HFlur-aCD y HFlur-BCD, el proceso de
inclusion esta impulsado por entropia, ya que su valor aporta mas a la espontaneidad de la reaccion;
es decir, contribuye mas a la energia libre de Gibbs AG°. Mientras que para los sistemas HFlur-
vCD y HFlur-2HPBCD, el proceso esta impulsado por la entalpia, ya que su valor contribuye mas
a la energia libre de Gibbs.

Si ahora se compara el valor de Log Kr de todos los sistemas HFlur/CD, se observa que usando las
ciclodextrinas o y [, tienen un valor en el intervalo de 5.79 a 6.79, y de 6.19 a 6.26,
respectivamente. Mientras que para los sistemas con y y 2HPBCD, el valor de Log Kr es de 4.42
hasta 5.47, y de 5.34 a 5.45, respectivamente. Con estos resultados, se concluye que los complejos

con mayor estabilidad son aquellos que se forman entre HFlur y las CDs o y 3.
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9. CONCLUSIONES

A pesar de la baja solubilidad del Flurbiprofeno en medio acuoso, fue posible estudiar el proceso
de complejacion entre flurbiprofeno y las ciclodextrinas a., 3, y y 2-hidroxipropil-f en una mezcla
etanol:agua 70:30 %. Se determiné la estequiometria y los pardmetros termodinamicos de los
complejos formados en cada uno de los sistemas estudiados (HFlur-aCD, HFlur-BCD, HFlur-yCD
y HFlur-2HPBCD), a pH de 2 y a una temperatura de 30 °C, por Calorimetria de Titulacién

Isotérmica.

Para todos los sistemas estudiados se determind que el complejo que se forma presenta una
estequiometria 2:1, y de acuerdo con los valores promedios de Log K, se determin6 que el orden

de estabilidad de los complejos (HFlur),aCD > (HFlur),CD > (HFlur),2HPBCD > (HFlur),yCD.

Se encontr6é que todos los procesos de formacién de los complejos de inclusion son espontaneos
al obtener valores negativos de AG°. La inclusion de HFlur en o y 3 ciclodextrina fue un proceso
de endotérmico, contribuyendo mas la entropia que la entalpia a la espontaneidad del proceso
(AG®); mientras que para la formacion de los complejos de inclusion de HFlur en y y 2HP
ciclodextrina, el proceso fue exotérmico contribuyendo mas a la espontaneidad de la reaccion el

término entalpico que el término entropico.

Comparando la inclusion de HFlur con las ciclodextrinas nativas o, B y v, se determin6 que el
complejo con aCD estd més favorecido que con 3 y y, debido a que en la aCD, al tener menor
tamafio de cavidad, se favorecen mas las interacciones intermoleculares como puentes de
hidrégeno y fuerzas de van der Waals entre las dos moléculas de HFlur y la pared interna de la
oCD. Contrastando la  y la 2HP se determin6 que el complejo con BCD es mas estable, se

determino que los sustituyentes hidroxipropilo de la 2HP[3 desfavorecen la inclusion.
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11. ANEXOS

11a. Participacion en congreso

Participacion en modalidad Cartel en el XXXIV Congreso Nacional de Quimica Analitica
organizado por la Asociacion Mexicana de Quimica Analitica (AMQA), realizado en los dias 21,

22 y 23 de septiembre de 2022 en el estado de Guanajuato, Guanajuato.

La Asociacion Mexicana de Quimica Analitica
a A - } y la Universidad de Guanajuato
= A, -y otorgan la presente

Constancia

a César O. Nevares Negrete, Leon D. Ponce Pérez,

x X X I v Angel A. Ceballos Aguilar, Rosario Moya Hernédndez.
~ Ricardo Hipélito Ndjera, Norma Rodriguez Laguna,
%Ong reso NaCIOI'Ia| Rodolfo Gémez Balderas
‘d L ] r Rl
ﬁu ImicCa An a I ltl ca por la presentacion del trabajo

Estudiode la Inclusion de Diflunisalen 2-
Hidroxipropil-o-ciclodextrina

X X IV - en el marco del XXXIV Congreso Nacional de Quimica
S I m p o SI o Analitica llevado a cabo los dias 21, 22 y 23 de septiembre
Estudiantil P O

Dra. Maria ICI;\SJRJH‘UICZ Siva Dra. Mana del Plar Gonzélez Musioz
Presidenta de la AMQA Presidenta Comité Orgarizador local

Guanajuato, Gto. Septiembre 2022
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11b. Libro de resumenes

El trabajo presentado en el XXXIV Congreso Nacional de Quimica Analitica organizado por la

Asociacion Mexicana de Quimica Analitica (AMQA), fue publicado en el libro de resimenes.
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