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ABSTRACT

Here is reported a physical-chemical characterization of the complex formed between
fenbendazole and p-cyclodextrin, in order to assess whether it is feasible to prepare a
hydrosoluble pharmaceutical formula containing this complex. For such purpose, these
complexes were prepared by co-precipitation in aqueous media, obtaining an increasing
solubility of the pharmaceutical from 0.28 up to 2.5 pg/mL. Thereafter the complexes were
characterized by UV-visible spectrophotometry, IR, DSC-TGA and computational calculations.

Fenbendazole became more soluble as the content of B-cyclodextrin was increased, as shown
by B-type saturation observed in phase solubility diagrams. According to the Benesi-
Hildebrand method, the association constants were calculated to be 10.9 M and 1.78 x10° M
for 1:1 and 1:2 stoichiometries respectively, without exhibiting a particular selectivity for any
of these proposed stoichiometries. The decrease of fenbendazole signals by IR and DSC-TGA
characterizations reveal evidence of the complex formation. In order to clarify the inclusion
nature of fenbendazole in the formed complexes, quantum and molecular mechanic calculations
were performed, showing that the thiobenzyl group is favoured energetically to interact with the
first cyclodextrin molecule. These results were obtained by DFT-D3 and M05-2X functionals,
and it is also proven that the 1:2 (FBZ:BCD) stoichiometry was favoured by quantum mechanics

and the MM-PBSA method of molecular mechanics.

Keywords: B-cyclodextrin, fenbendazole, IR, DSC-TGA, UV/vis, computational calculations,
DFT-D3, M05-2X, MM-PBSA
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RESUMEN

El presente trabajo de Tesis tuvo como objetivo de estudio realizar una caracterizacion
fisicoquimica del complejo de fenbendazol y s-ciclodextrina y poder examinar si seria factible
realizar una formulacion farmacéutica conteniendo un complejo fenbendazol- g-ciclodextrina
hidrosoluble. Para tal fin se prepararon los complejos en medio acuoso por el metodo de
coprecipitacion obteniéndose un aumento de la solubilidad del farmaco desde 0,28 hasta 2,5 pg/mL,
para después caracterizarlos por técnicas de espectrofotometria UV/Vis, IR, DSC-TGA y con

calculos computacionales.

Los resultados del presente estudio indicaron que el fenbendazol aumentaba su solubilidad
conforme aumentaba la cantidad adicionada de p-ciclodextrina, esto se evidencio en el
diagrama de solubilidad de fase del tipo B, el cual refleja que llegaba hasta un punto de
saturacion. La constante de asociacion calculada por el método de Benesi-Hildebrand es de
10,9 M1y 1,78 x10° M para una estequiometria 1:1 y 1:2, respectivamente, no mostrando
una selectividad por alguna estequiometria propuesta. La caracterizacion por medio de IR,
DSC-TGA evidencia la complejacion del sistema al observar la desaparicion de las sefiales de
la molécula de fenbendazol. Con la intencion de dilucidar la naturaleza de la inclusion se
realizaron calculos de mecanica cuantica y mecanica molecular, permitiendo entender el
mecanismo de inclusion por el cual el grupo tiobencil del fenbendazol era favorecido
energéticamente para interaccionar con la primera ciclodextrina, estos célculos fueron
obtenidos con los funcionales DFT-D3 y M05-2X, a su vez se demostré que la relacion
estequiométrica 1:2 (fenbendazol:f-ciclodextrina) era favorecida por calculos de mecénica

cuéntica y por el método MM-PBSA de mecéanica molecular.

Palabras clave: p-ciclodextrina, fenbendazol, IR, DSC-TGA, UV/Vis, célculos
computacionales, DFT-D3, M05-2X, MM-PBSA
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1. INTRODUCCION
La biodisponibilidad es un término farmacocinético que describe la velocidad y el grado
con que una sustancia activa es absorbida a partir de un medicamento y se vuelve
disponible en su lugar de accidn. Pardmetros como la solubilidad, velocidad de disolucion,
permeabilidad gastrointestinal y el metabolismo del primer paso ejercen un control sobre
la biodisponibilidad de los medicamentos. La solubilidad de los medicamentos en agua es
una propiedad que juega un rol fundamental en la absorcién del principio activo después
de la administracion oral y se considera una medida de equilibrio. Ademas, la velocidad
con la que el principio activo pasa de estado solido a una solucién es criticamente
importante cuando el tiempo de disolucidn es limitado, tal es el caso de los medicamentos

de liberacion controlada [1].

En la ultima década los calculos computacionales y el modelaje molecular estan siendo
usados por la quimica y uno de los métodos méas adecuado para aumentar la potencia del
farmaco in vitro es la adicion de grupos lipofilicos a determinada posicion de la estructura
molecular. Esto ha causado un aumento significativo del nimero de moléculas de caracter
lipofilo, poco solubles. De esta forma el nimero de candidatos de principios activos

insolubles en agua se ha incrementado [2].

El sistema de clasificacion biofarmacéutica (BSC) clasifica los medicamentos basados en
su solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal, ademas correlaciona la disolucién in
vitro y la biodisponibilidad in vivo; esta clasificacion abarca cuatro grupos, basados en
su habilidad de atravesar las membranas bioldgicas y su solubilidad acuosa. Entre estas
categorias se tiene la categoria (I) los farmacos que poseen alta solubilidad y alta
permeabilidad, categoria (Il) los que poseen baja solubilidad y alta permeabilidad,
categoria (111), alta solubilidad y baja permeabilidad y categoria (I\V) con baja solubilidad
y baja permeabilidad (Tabla 1) [2].

De los diversos compuestos que pertenecen a la clase Il, se encuentran los farmacos del
tipo benzimidazol, los cuales han probado tener un amplio espectro de eficacia frente a
parasitos tisulares e intestinales y son ampliamente usados para el control de estos en el

ganado bovino, equino y otros mamiferos.
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Entre los representares de los benzimidazoles se tiene al fenbendazol y albendazol (Figura

la y Figura 1b) debido a su particular largo tiempo de vida media in vivo. Estos son

generalmente pobremente solubles en agua y son administrados oralmente en suspension,

pasta, polvo o en un bolo intraluminal. De esta manera, el 2-aminobenzimidazol-1-

carbamato tiene baja solubilidad probablemente debido a la presencia de un enlace de

hidrogeno intramolecular entre el grupo NH del benzimidazol y el carbonilo del

carbamato. Esta caracteristica ha sido hasta ahora el mayor obstaculo para el desarrollo de

aplicaciones mas convenientes como para ser administradas con agua de beber [4].

Q 0
S N >—OCH3 g
N 0]
©/ U\HH A @
N~ ~OCH
N N 3
H H H

Figura 1: (a) Estructura quimica del fenbendazol (parte izquierda) y (b) estructura

quimica de albendazol (parte derecha).

El problema para los benzimidazoles en general y para el fenbendazol en particular, es su

baja solubilidad y por lo tanto, su absorcion limitada, lo que, unido a su metabolismo

rapido, hace que se use frecuentemente en dosis elevadas para mejorar su efectividad.

Seria idoneo que las nuevas formulaciones lleguen a mejorar estos factores limitantes [4].
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El desarrollo de nuevas formulaciones de medicamentos para su uso en medicina humana
y veterinaria, requiere de un enfoque multidisciplinar. Con el uso de la tecnologia
farmacéutica, se puede mejorar la actividad farmacoldgica y/o farmacocinética. Entre las
herramientas de las formulaciones de farmacos, se tiene el uso cada vez més frecuente de
excipientes quimicamente modificados para mejorar caracteristicas como solubilidad,
desintegracion, aglutinacién, compresibilidad y uso de la quimica computacional como
una herramienta mas para la prediccion de sus propiedades [4].

Con el fin de disefiar sistemas de administracion de farmacos, se han desarrollado varios
tipos de materiales transportadores para llevar la cantidad necesaria de principio activo

hacia el sitio de accion, con gran eficiencia y precision.

Las ciclodextrinas son potenciales candidatos para esta funcion por su habilidad de alterar
las caracteristicas fisicoquimicas y propiedades bioldgicas de la molécula huésped a
través de la formacion de los complejos de inclusion en estado sélido y solucion. La alfa,
beta y gama ciclodextrinas son las formas mas comunes de ciclodextrinas naturales,
consistiendo en seis, siete y ocho residuos de glucosa, respectivamente, unidos a traves
de enlaces glucosidicos a-1,4, formando un compuesto macrociclico. Cada ciclodextrina
tiene sus propiedades y una capacidad de formar complejos de inclusion hospedero-
huésped con moléculas “huésped” especificas, esta habilidad depende de su

compatibilidad con la cavidad hidrofdbica de la ciclodextrina [5][6].

El conocimiento de como es que la molécula de ciclodextrina se acompleja con su
huésped es la clave de la formacién del complejo. Asi algunos estudios se orientan a
conocer las interacciones responsables de la estabilidad de este complejo. Estudios sobre
el mecanismo de inclusion entre ciclodextrinas y farmacos esteroideos fueron realizados
a través de simulaciones de dindmica molecular, se encontr6 una buena correlacion entre
estos y sugiriendo que las fuerzas intermoleculares que priman son las de tipo de van der

Waals y las interacciones hidréfobas [7].

Debido a la capacidad de las ciclodextrinas para formar complejos de inclusion, su
naturaleza apolar dentro de su cavidad y su naturaleza polar fuera de ella, es posible que
moléculas insolubles en agua puedan llegar a ser completamente solubles mediante un
tratamiento con disoluciones acuosas de ciclodextrina, sin que se produzca modificacion
quimica alguna en la molécula huésped, ya que no se origina ningun enlace covalente

durante la interaccion entre la ciclodextrina y la molécula insoluble en agua [8].
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Varias hipdtesis han sido propuestas para la formacion de complejos de ciclodextrinas y
su estabilizacion, asi como también la liberacion de agua del interior de la cavidad, la
liberacion de la tension del anillo, interacciones hidrofébicas, puentes de hidrogeno,
fuerzas de induccion, fuerzas de dispersion de London y los factores estéricos. Sin
embargo, el mecanismo por el cual suceden todas estas contribuciones relativas no son

aun bien conocido [8].

De hecho, aunque las constantes de estabilidad han sido medidas para ciertos complejos
de ciclodextrinas, en la actualidad todavia resulta dificil predecir “a priori” la estabilidad
real de un posible complejo entre una ciclodextrina dada y una molécula de farmaco en

un disolvente dado y después establecer si esta complejacion podria ser realmente factible

[9].

Diversos estudios han sido realizados para caracterizar complejos de inclusion entre
farmacos y ciclodextrinas. La f-ciclodextrina es la mas utilizada debido al bajo costo y al
tamafio de su cavidad apropiado para acomodar una gran variedad de farmacos. Las
técnicas experimentales mas utilizadas han sido las técnicas de andlisis térmico,
calorimetria exploratoria diferencial, espectroscopia de resonancia magnética nuclear

(RMN), las espectroscopias en el ultravioleta-visible y en el infrarrojo [1][11].

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica que evidencia mejor la formacion
del complejo de inclusion. De acuerdo a la literatura, las alteraciones ocurren
principalmente en los Hz y Hs, incluso en el Hs (Figura 2), dependiendo de la profundidad
con la que la molécula huésped entra en la cavidad de la ciclodextrina. Esta técnica
fortalece las informaciones de la topologia de interaccion entre la molécula huésped y la
ciclodextrina y también sobre la estequiometria y la constante de asociacion del complejo

[1][11].

H:

Hs — Hs

Hs Hs

Hs

Figura 2: Representacion esquematica de los hidrogenos Ho, Hs, Ha Hs y Hes de la
p-ciclodextrina
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Estudios como los del farmaco dapsona y de las ciclodextrinas sugieren que la
caracterizacion en estado sélido y en solucion son herramientas importantes para entender
el mecanismo de inclusion de estos complejos. Estos permitieron verificar la formacion
de este. Asi mismo, en otros estudios de Guilherme Lionello sobre una caracterizacion
fisicoquimica del complejo de inclusion de tiabendazol:s-ciclodextrina, se comparo sus
estudios experimentales y tedricos encontrando una correlacion entre resultados,
destacando en este estudio el uso de calculos computacionales como el uso de la teoria
del funcional de densidad (DFT) para su aproximacion tedrica y también el uso de

modelos semiempiricos [1][10].

Numerosas técnicas han sido desarrolladas para la preparacion y caracterizacion de los
complejos de inclusion con ciclodextrinas. Segun Sharma, entre los métodos de
preparacion se tiene los métodos de coprecipitacion, kneading, griding, neutralizacion y
liofilizacion. Muchas de ellas demuestran ser adecuadas dependiendo de las
caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas huésped. Asi mismo en su caracterizacion
se emplean técnicas de espectroscopia infrarroja (IR), espectrofotometria UV/Vis,
espectrometria de RMN (Resonancia Magnética Nuclear), difraccion de rayos X,
espectrometria de masas, dicroismo circular y espectroscopia de fluorescencia. Algunos
de estas técnicas evidencian la formacion del complejo, pero otras tienen varias
limitaciones en el rango de aplicaciones. De esta forma, métodos de modelizacion
molecular han sido propuestos recientemente como herramientas poderosas para obtener
informacidn acerca de las estructuras tridimensionales y las energias de interaccion de la

inclusién de complejos [9][11].

Un estudio sobre formacion de complejos de inclusién de ciclodextrinas y el farmaco
meloxican, en el uso de calculos de la teoria de la densidad del funcional (DFT) a través
de la aplicacion del funcional B3LYP/6-31G, permitié la obtencion de geometrias méas
confiables entre los deméas métodos semiempiricos y también las interacciones de energia
pueden ser obtenidas con alta precision. Sin embargo, los calculos fueron desarrollados
en moléculas en fase gas, despreciando las posibles interacciones que son dadas por la

solvatacion en el sistema de inclusién [6] [12].

Otro método computacional desarrollado para estudiar las interacciones moleculares

entre el complejo de inclusion de S-ciclodextrina y agentes antiulcerantes fue de mecanica
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molecular, con el cual la molécula de cloranbucil es estabilizada en gran medida sobre la
cavidad de la ciclodextrina. La estabilizacion entalpica se debi6 a la formacién de enlaces
de hidrogeno e interacciones van der Waals con un ajuste favorable. Este proceso de

inclusién fue impulsado por la entalpia [13].

Sin embargo, un problema fundamental en la formacién de los complejos de inclusion
huesped-hospedero entre las ciclodextrinas es su estabilidad y estequiometria.
Investigaciones demuestran que el complejo de inclusion entre S-ciclodextrina y valsartan
solo es viable en relacion 1:1 y se verificd que es inviable en relacion 2:1. Este estudio

fue realizado a través de dinamica molecular y métodos semiempiricos [14].

El presente trabajo busca contribuir a la solucién de la problematica de la poca solubilidad
de los farmacos de tipo benzimidazol, al caracterizar el complejo de inclusion entre
fenbendazol y p-ciclodextrina en solucién, con el uso de herramientas como la
espectroscopia de absorcion UV/Vis, espectrometria de RMN, calorimetria diferencial de

barrido (DSC), espectroscopia IR y calculos computacionales.

La p-ciclodextrina es un potencial candidato para poder formar un complejo con el
fenbendazol, potenciando de esta manera la solubilidad del farmaco de partida. Esto
podria significar el desarrollo de nuevos tipos de formulaciones en el sector farmacéutico.
No obstante, la mejora de la solubilidad también tiene que acompafiar a la estabilidad del

complejo formado, siendo necesario hacer una caracterizacion de estos.
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2. OBJETIVOS
a. OBJETIVO GENERAL
Realizar una caracterizacion fisicoquimica del complejo formado entre

fenbendazol y S-ciclodextrina en solucion acuosa.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar el complejo de fenbendazol y g-ciclodextrina

e Caracterizar el complejo en solucion por espectrofotometria de absorcion
ultravioleta.

e Caracterizar el complejo en estado sélido a través de técnicas de
calorimetria diferencia de barrido (DSC) y espectroscopia infrarroja.

e Aplicar célculos tedricos para determinar las energias asociadas a su
formacion en estado gaseoso y acuoso. Se usaran calculos semiempiricos
(PM®6), de la teoria del funcional de densidad (DFT) y de dinamica

molecular.

A continuacion, se detallan las propiedades de las ciclodextrinas y del fenbendazol, se
describe su quimica y en particular de los complejos de inclusion. También se hace
indicacion de cudl es el interés practico del estudio de sus interacciones con las

ciclodextrinas.
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3. MARCO TEORICO
3.1. FENBENDAZOL

El fenbendazol, metil-5-(feniltio) benzimidazol-2-carbamato, es un farmaco de uso
veterinario derivado del benzimidazol, con propiedades antihelminticas, antifingicas y
bactericidas. Su principal aplicacién es en la quimioterapia de parasitos de canes. El
fenbendazol tiene amplio espectro de accion que incluye prevencion de transmision
transplacentaria de T.canis, tratamiento de la giardiasis y fases parasitarias de huevos,

larvas y adultos de otros paréasitos [15][16].

El mecanismo de accion es debido a la union del farmaco a la tubulina dimérica del
nematodo para prevenir la polimerizacion de la tubulina durante el ensamblamiento de los
microtdbulos. Los microtibulos son esenciales en la mitosis y metabolismo energético.
Estos benzimidazoles son mas efectivos en contra de células con division activa que estan
presentes en los huevos del nematodo vy las larvas. El parasito morira por interferencia con

su habilidad para metabolizar energia [15][16].

El fenbendazol se administra via oral a razén de 50 mg/kg cada 24 horas durante 3 dias
consecutivos contra la giardiasis. Pero para otro tipo de parasitos, una sola dosis suele ser
altamente eficaz. El fenbendazol ofrece el margen de seguridad mas amplio y la mejor
eficacia de todos los benzimidazoles. No obstante, una de sus desventajas es que se
absorbe por el tracto gastrointestinal en pequefia proporcion, alcanzando niveles

plasmaticos en 2 a 4 horas no mayores del 1 % de la dosis administrada [15][16].

En cuanto a la fotoestabilidad, estudios de Soto et al. sobre fenbendazol evidenciaron
fotosensibilidad en presencia de luz directa, m&s no en luz indirecta y oscuridad. Se
evidencié por FT-IR que las sefiales caracteristicas del grupo amida desaparecieron,
indicando un rompimiento del enlace del grupo amida por la exposicion a la luz en el

tiempo. Estos cambios se observaron en un medio &cido [17].

Un factor limitante para la eficiencia de este farmaco es su baja solubilidad en agua,
reportada en la literatura de menor a 1 mg/L segun la ficha de datos del Directorio Europeo
para la Calidad de Medicinas y Cuidado de la Salud (EDQM). De esta manera el uso de
excipientes que ayuden a mejorar esta propiedad puede ser considerada una alternativa

para mejorar su biodisponibilidad.

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP ER}EEL'}?;?AD

DEL PERU

3.2. CICLODEXTRINAS
Las ciclodextrinas son una familia de oligosacaridos ciclicos derivados del almidon que
contienen unidades de (o-1,4)-D-glucopiranosa y poseen una superficie externa
hidrofilica y una cavidad lipofilica central, y actualmente han recibido gran atencién en
el campo farmacéutico debido a la capacidad de formar complejos de inclusion con

muchos farmacos lipofilicos.

Las ciclodextrinas tienen larga aplicacion a través de la historia. Estas fueron descubiertas
por Villiers en 1891, sin embargo, ellas no llegaron a utilizase hasta que French y sus
colaboradores modificaron el proceso quimico para su produccion en 1950. Las
ciclodextrinas son obtenidas de la digestion del almiddn por una enzima llamada
glucosiltransferasa. Pero la disponibilidad de las ciclodextrinas y su alto costo de
produccidn limitaron las investigaciones y aplicaciones hasta 1970. Con el avance de la
biotecnologia, esto cambié rotundamente llegandose a producir ciclodextrinas con alto
grado de pureza y a un bajo costo [3].

De acuerdo con Yang, H. (2008), méas de 30 diferentes productos farmacéuticos contienen
ciclodextrinas y son vendidos alrededor del mundo (Tabla 2) [3].

La familia de ciclodextrinas comprende una serie de oligosacaridos ciclicos, y varios
miembros de esta familia son usados en la industria farmacéutica, quimica y aplicaciones
en la ciencia de los alimentos. Las ciclodextrinas son generalmente cristalinas, solubles
en agua, ciclicas, homogéneas, no reductoras. Los tres tipos de ciclodextrina mas
conocidas son la a-ciclodextrina, f-ciclodextrina y y-ciclodextrina, las cuales poseen

respectivamente 6, 7 y 8 mondmeros de glucosa (Figura 3).

La estructura molecular de las ciclodextrinas fue definida mediante estudios
cristalogréficos por la técnica de difraccion de rayos X, estas presentan una forma toroidal
0 conica debido a la ausencia de libre rotacion de las ligaciones glicosidicos y de la
conformacién de cada unidad de glucosa. En su estructura presenta dos grupos
hidroxilicos: los secundarios, que se encuentran localizados en el borde mas amplio, estan
ligados a los atomos de carbono Cz y Cs, mientras que los primarios se encuentran
ubicados en el borde méas estrecho y ligado a los carbonos Cs (Figura 3). Esta
caracteristica es debido a la libre rotacion de los grupos hidroxilicos primarios, que

reducen el diametro efectivo de la cavidad. En cuanto a los grupos hidroxilos secundarios,
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estos constituyen una cadena relativamente rigida. Por eso esta cavidad de las

ciclodextrinas es més larga segun Bekers et al. [26].

Tabla 2: Productos farmacéuticos que contienen S-CD en el mercado global (Adaptado de Miranda, J.

C. de, Martins, T. E. A., Veiga, F., & Ferraz, H. G. (2011))

Nombre de ) ) ) )
Farmaco/ciclodextrinas Formulacion Compafiia
Marca
Prostarmon E PGE2/5CD Tableta sublingual Ono (Japon)
Caverject Dual Alprostadil/ aCD Solucion i.v Pfizer (USA)
Aerodiol 17-p-Estradiol /IMSCD Spray Nasal Servier (Francia)
Losan Pharma
Cetirizina Cetirizina/sCD Tableta masticable (Suiza),UCB Pharma
(USA)
Fluner Flunarizina/fCD Tableta Geno Pharmaceutical
Vitaseptol Tiomersal/fCD Solucion oftalmica Europhta (Mdnaco)
o ] Tableta Medical Union
Mobitil Meloxicam/fCD o _ )
supositorio Pharmaceuticals (Egipto)
o » Bristol-Myers Squibb
N o ) Solucién inyeccion
Abilify Aripiprazol /sulfobutil-5CD (USA), Otsuka Pharm.
muscular ’
(Japon, USA)
) ) _ » Pfizer Animal Health
Cerenia Maropitant/sulfobutil-pCD Solucién parenteral
(USA)
Dexocort Hidrocortisona/HPSCD Solucién Actavis (UE)
Nicorette Nicotina/sCD Tableta sublingual Pfizer (USA)
Vfend Voriconazol/Sulfobutil eter-CD Solucion i.v Pfizer (USA)
MitoExtra Mitomicina /HPSCD Solucioén i.v Novartis (Suiza)
Voltaren Diclofenaco sddico /HPSCD Solucién oftalmica Novartis (Suiza)
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Figura 3: Estructuras quimicas de las moléculas de la a-ciclodextrina, p-

ciclodextrina y y-ciclodextrina. Adaptada de Miranda, J. C. de, Martins, T.
E. A., Veiga, F., & Ferraz, H. G. (2011)

Las p-ciclodextrinas consisten en siete mondmeros de glucosa unidas covalentemente a
través del enlace glucosidicos a-1,4. Desde el punto de vista topolégico, este macrociclo
puede ser observado como un cono truncado, en el cual el borde interno (~ 6,4 A) lleva
los grupos hidroxilos primarios y el borde externo (~ 15,4 A) lleva los grupos hidroxilos
secundarios. Dentro de la cavidad toroidal no hay presencia de grupos hidroxilos. Esta
zona de la molécula tiene un fuerte caracter hidrofobo, de acuerdo a esta caracteristica,
junto con las fuerzas de van der Waals y los puentes de hidrogeno, permiten a la S-

ciclodextrina alojar pequefias moléculas en solucién acuosa [26].
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Las principales ventajas de las ciclodextrinas naturales como transportadores son: (1) su
bien definida estructura quimica, que proporcionan muchos sitios potenciales de
modificacion quimica; (2) la capacidad de las ciclodextrinas de tener diferente tamafio de
cavidades; (3) baja toxicidad y accion farmacolodgica; y (4) la proteccion del “huésped”
incluido la degradacion. Su principal aplicacion de las ciclodextrinas es la mejora de la

solubilidad, estabilidad y biodisponibilidad de la molécula “huésped”.

Como se menciond anteriormente, las tres principales ciclodextrinas difieren entre si por
la cantidad de unidades de glucosa y esa diferencia le confiere propiedades Unicas a cada

ciclodextrina (Tabla 3).

Tabla 3: Propiedades de las ciclodextrinas naturales (Szejtli,1994; Veiga et al.,2006; Brewster, Loftsson,
2007;Wintgens y Amiel, 2010). Adaptado de Jullian Matthaei.C (2007)

Propiedades a-CD p-CD y-CD
Unidades de glucosa 6 7 8
Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297
Diametro externo (A) 14,6 15,4 17.5

Diametro interno (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3

Altura (A) 79 7,9 7

Volumen de la cavidad (A) 174 262 427

Forma de cristales Red hexagonal Paralelogramos Prisma

monociclicos cuadratico

pKa por potenciometria 12,333 12,202 12,081

Constante de difusion a 3,443 3,232 3,0
40 °C (m/s)
Hidrolisis por a-amilasa Insignificante Lento Répido

Debido a estas

ciclodextrinas

caracteristicas, pueden ser
disueltas en agua y ademéas pueden encapsular diferentes tipos de compuestos
hidrofébicos en su interior, especialmente compuestos aromaticos, formando asi
variados complejos de inclusion. De esta manera la molécula huésped puede ingresar en

un medio hidrofilico sin necesariamente cambiar su solubilidad, sino es la
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ciclodextrina en si la que se disuelve en agua mientras que la molécula huésped esta

en el interior hidrofébico de la ciclodextrina, sin tener contacto con el agua [18].

No obstante, en ocasiones, la contribucion de la ciclodextrina no es suficiente para
obtener la solubilidad deseada, por lo que se han sintetizado numerosas ciclodextrinas
derivatizadas, las que, dependiendo del sustituyente, pueden aumentar la solubilidad de
la misma ciclodextrina, modificar su volumen e hidrofobicidad y estabilizar a la molécula
huesped, lo que puede provocar cambios en las propiedades fisicas, bioldgicas y quimicas
de dichas moléculas. Ejemplo de ello son: la carboximetil-g-ciclodextrina, sulfobutiléter-

[-ciclodextrina, 2-hidroxipropil--ciclodextrina y la 2,6 dimetil-g-ciclodextrina.

Dentro de las ventajas que presentan las ciclodextrinas, destaca su baja toxicidad, lo que
permite que sean utilizadas en quimica analitica, agricultura, en industrias farmacéuticas

y alimentarias [18].

Las modificaciones en la estructura de las ciclodextrinas que se evidencian en la Figura 4,
generalmente son realizadas por la sustitucion de los grupos hidroxilos
primarios/secundarios por diversos grupos funcionales, siendo clasificados en derivados
hidrofilicos (grupo metil e hidroxipropil), hidrofobos (grupo acetil y etil), anfifilicas

(estructuras de micelas) y derivados iénicos (sulfobutil-éter) segin Silva Arrais, M.

(2012).
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Figura 4: Sitios de modificaciones frecuentes en la 5-CD (Veiga et al, 2006). Adaptada de
Silva Arrais, M. (2012).
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3.3. COMPLEJOS DE INCLUSION Y EQUILIBRIO ASOCIACION-DISOCIACION
La formacion de un complejo de inclusion estable en solucion acuosa puede ser atribuida,
en parte, al hecho de que las ciclodextrinas poseen una cavidad apolar con una geometria
bien definida. Los complejos de inclusion pueden ser modelos Utiles del proceso de
complejacién biomolécula-ligando, debido a su similaridad en sus propiedades
termodinamicas de asociacion cuando se compara con la relacién antigeno-anticuerpo,

ligando-ADN, enzima-sustrato y complejos proteina-carbohidrato [19].

Las constantes de asociacion proveen una medida cuantitativa de la estabilidad del
complejo y un completo entendimiento del complejo de inclusion es impedido por la
incertidumbre en el valor de la constante de asociacion. Entonces, es necesario llevar a
cabo estudios de asociacién entre el sistema hospedero y huésped, en los cuales las
estructuras moleculares de estos son variadas sistematicamente para permitir una

correlacion de parametros de la estructura quimica con la estabilidad del complejo [19].

La condicién minima requerida para la formacion del complejo de inclusion esta en la
compatibilidad geométrica entre la molécula receptora y el sustrato. El tamafio y la
geometria de la molécula a ser incluida en la ciclodextrina deben ser adecuados para la
cavidad apolar, pues dependiendo de la ciclodextrina utilizada, la cavidad puede ser
pequefia o grande para la acomodacion del huésped. La a-ciclodextrina, por poseer una
cavidad pequefia, es utilizada en la complejacién de moléculas pequefias o de cadenas
laterales de moléculas grandes. En cuanto a la y-ciclodextrina, se usan para complejar
moléculas grandes como antibidticos macrolidos o esteroides y la s-ciclodextrina es muy

atil en aquellas moléculas que por lo menos tengan un anillo aromatico.

Otra condicion a ser observada es la polaridad de la molécula huésped pues, en general,
las moléculas hidrofobas tienen mayor afinidad por la cavidad apolar de la ciclodextrina

cuando esta en solucidn acuosa segun Loftson y Brewster [20].

Asi, la formacion del complejo de inclusion estd condicionada a la estructura y

propiedades fisicoquimico de los farmacos y las ciclodextrinas.

En solucion acuosa la cavidad hidrofoba de la ciclodextrina esté llena de moléculas de
agua. La adicion de moléculas hidrofobas como farmacos, promueve la movilizacion de
las moléculas de agua que se encuentran originalmente en el interior de la cavidad de la
ciclodextrina. Debido al microambiente termodindmicamente desfavorable (interaccion

polar-apolar) de la cavidad, las moléculas de agua tienden a salir de ella (Szejtli, 1998),
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contribuyendo también un aumento de entropia. Este proceso lleva a la encapsulacién
total o parcial de la molécula huésped en la cavidad de la ciclodextrina, formandose un
complejo soluble en agua. La estequiometria de esos complejos puede variar entre las
siguientes proporciones 1:1; 1:2; 2:1 y 2:2; pero es mas comun y frecuente encontrar

complejos 1:1 (una molécula del farmaco y una de la ciclodextrina) [21].

La extension de la complejacion en medio acuoso es caracterizada por la constante de
asociacion o estabilidad del complejo, esta constante es directamente proporcional al
grado de asociacion de la molécula huéesped en la cavidad de la ciclodextrina. Su valor
debe estar comprendido entre 50 y 2000 L.mol para que los complejos formados tengan

aplicacion préactica [20].

Figura 5: llustracion esquematica de la asociacion de la ciclodextrina libre (hospedero)
con el ligando (huésped) para formar un complejo de inclusion. Adaptada de
Crini,G (2014).

La constante de asociacion es un parametro muy importante en la evaluaciéon de la
afinidad y del grado de conexién de las moléculas encapsuladas en la cavidad de la
ciclodextrina.

Las fuerzas intermoleculares que estabilizan al complejo pueden ser:
e Puente de hidrdgeno

En el cual se involucra un atomo de hidrégeno ligado a un elemento electronegativo.
Generalmente estas interacciones de puentes de hidrégeno entre el huésped y la
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ciclodextrina son provenientes de los grupos hidroxilos primarios (Ce-OH) de las
ciclodextrinas, que pueden girar en el enlace Cs-Cs. En contraste, los hidroxilos
secundarios, enlazados a los Cz y Cs, estan rigidamente enlazadas.

e Fuerzas de van der Waals

Segun Tabushi son responsables por la estabilizacion del complejo de inclusion,
debido a la remocion de agua en la cavidad de la ciclodextrina.

Todas estas interacciones pueden ser consideradas relativamente débiles, pero
proporcionan efectos sinergistico en conjunto. De esta forma, las moléculas
interaccionan unas con otras, resultando en la formacion de complejos con

estabilidad suficiente para garantizar su aislamiento. (Quifiones, 2001).

3.4. ISOTERMA DE SOLUBILIDAD

En un sistema heterogéneo constituido por el huésped, hospedero y agua, es posible
observar la variacion de solubilidad del huésped a traves de las isotermas de solubilidad.
Esta variacion puede repercutirse en un aumento ligero, un aumento hasta un cierto limite
0 una disminucién. Experimentalmente este ensayo es realizado con la adicion del
farmaco en exceso a varios viales que contienen la solucion de ciclodextrina en gradiente
de concentracion. Estos viales con su contenido son mantenidos sobre agitacion a una
temperatura constante. Después del equilibrio alcanzado el sobrenadante es analizado
para determinar la concentracion total del huésped. Con los valores obtenidos se
construye un diagrama de fases, donde se expresa la concentracion del huésped versus el
gradiente de concentracién del hospedero (Higuchi y Connors, 1965; Brewster y
Loftsson, 2007).
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Figura 6: Diagrama de solubilidad de fases que muestra el comportamiento de un
complejo soluble (A), o un complejo menos o poco soluble (B). Higuchi y
Connors (1965) Adaptada de Loftsson (2007).

Nota: [G] es la concentracion de la molécula huésped, [H] es la concentracion de la molécula que es el

hospedero y los puntos a, b y ¢ representan el distinto desarrollo en la isoterma de solubilidad.

El método de diagrama de solubilidad planteado por Higuchi-Connors tiene la ventaja de
un simple analisis de datos y el hecho que es aplicable para una variedad de
estequiometrias. Debajo del prerrequisito de idealidad, el método genera informacion
sobre la solubilidad intrinseca del compuesto, constante de asociacion y estequiometria

del complejo.

De estas representaciones se puede distinguir dos tipos de diagramas, A y B, de acuerdo
ala Figura 6. Los del tipo A corresponden a los complejos que son solubles, lo que indica
que el hospedero ha facilitado el incremento de la solubilidad del huésped. Existen tres
tipos de variantes para los diagramas tipo A. El primero es el A, el cual se obtiene cuando
el complejo es de primer orden con respecto al huésped lo que puede significar una
estequiometria hospedero-huésped 1:1; 1:2 y 1:3; pero hay casos especiales que podrian

evidenciar una estequiometria hospedero-huésped 2:1 [20][22].
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Si la curvatura es positiva, como se observa para Ap, los complejos son de elevado orden
con respecto al hospedero, presentando estequiometrias hospedero-huésped de 2:1; 3:1;
4:1. Una curvatura negativa, An, podria ser si el hospedero a grandes concentraciones
produce una auto agregacion o una interaccion soluto-solvente que permiten alguna
alteracion que afecta la constante de estabilidad del complejo (Higuchi y Connors, 1965)
[20][22].

Los diagramas de tipo B representan la situacién donde los complejos son menos solubles
0 insolubles. Existen dos variantes de B. Una en la cual el complejo formado es tan
insoluble que no incrementa la solubilidad del huésped, el resultado puede ser una linea
como By, y otra en la cual la meseta y la declinacion no es tan marcada (la linea Bs). La
linea Bs es similar a AL en el inicio del incremento, pero a concentraciones criticas del
hospedero en el punto “a”, la meseta emerge indicando un limite en la solubilidad del
complejo. El punto “b” puede ser alcanzado cuando todo el sélido del huesped presente
en el sistema ha sido complejado y consecuentemente cada complejo ha precipitado. Sin
el huesped sobre el complejo formado en la solucion se observa una declinacion aparente
de la solubilidad hasta el punto “c” [20][22].

Entonces como se menciono, los diagramas de solubilidad mas frecuentes son del tipo
lineal (AL) y en el caso de tener una relacion estequiométrica 1:1, la aparente solubilidad

del farmaco (Stotar) Sera dado por la ecuacion 1.

Ecuacion 1: Solubilidad aparente para una relacion estequiométrica 1:1

(hospedero:huésped)

Stot = So + m [Dn.CD]
Nota: So es la solubilidad inherente del farmaco en medio acuoso, Dy es una molécula del farmaco

(huésped) y [DmCD] es la concentracién del complejo entre el farmaco y la ciclodextrina.

Si una molécula del farmaco forma un complejo soluble en agua con una molécula de
ciclodextrina, entonces se obtendra una pendiente en el diagrama de solubilidad que

puede ser determinado por la Ecuacion 2.
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Ecuacion 2: Pendiente del diagrama de solubilidad para una relacién estequiométrical:1

(hospedero:huésped)

. So. Kq.
Pendiente = —>=—:L
So K11 +1

Nota: Ki.1 es la constante de asociacion para el complejo. En este caso, la pendiente es siempre menor a

la unidad

Si el complejo formado fuera 2:1 (farmaco/ciclodextrina), entonces la pendiente podria

ser determinado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ecuacion 3: Pendiente del diagrama de solubilidad para una relacion estequiométrica
2:1 (huésped:hospedero)

255Kz

Pendiente = ———
252 Kyq+1

Nota: Kz es la constante de asociacion del complejo, SZ es la solubilidad intrinseca elevada al cuadrado. En este caso
la pendiente es siempre menor que dos.

La desviacion positiva de la linealidad (diagramas de Tipo Ap), sugiere la formacion de
complejos de alto orden con respecto a la ciclodextrina. La estequiometria del sistema
puede ser probado por un modelo cuadratico con un buen ajuste para la estequiometria

1:2 (farmaco/ciclodextrina) que se muestra en la Ecuacién 4.

Ecuacion 4: Modelo de ajuste para una relacion estequiométrica 1:2

(huésped:hospedero) para el diagrama de solubilidad

Stot = So + K1:1So[CD] + K11 K1:2 So [CD]?
Nota: [CD] representa la concentracién libre de ciclodextrina, So es la solubilidad inherente del farmaco
en medio acuoso, Kj;es la constante de asociacion para una estequiometria 1:1 y Ky es la constante de

asociacion para una estequiometria 1:2 [20][22].

El célculo de la constante de estabilidad requiere de conocer la estequiometria. Pero esto
no siempre es posible, obteniendo solo una estimacion de la estequiometria de los
diagramas de solubilidad. Por esta razdn, los calculos de la constante de asociacion son
frecuentemente basados en la asuncion de una estequiometria razonable y el resultado es

algunas veces ambiguo.

Es importante recordar que esta técnica no indica si el farmaco forma un complejo de
inclusion con la ciclodextrina, solo evidencia como influencia la ciclodextrina sobre la

solubilidad del farmaco. Estos estudios de diagrama de solubilidad son realizados en
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soluciones acuosas saturadas con el farmaco donde la formacién de complejos agregados

de alto orden est4 mas favorecida que en soluciones no saturadas [22].

3.5. COMPLEJOS DE INCLUSION Y DE NO INCLUSION

Los grupos hidroxilo existentes en la superficie exterior de la molécula de ciclodextrina
son capaces de formar puentes de hidrogeno con otras moléculas y de esta manera las
ciclodextrinas pueden formar complejos solubles en agua con compuestos lipéfilos
insolubles en agua. En soluciones acuosas saturadas, los complejos hospedero:huésped

frecuentemente consisten en una mezcla de complejos de inclusion y no inclusion.

Esto puede explicar por que el valor de la constante de asociacidn para el complejo de
formacion es dependiente de la concentracion. Los complejos de no inclusion también
pueden existir en situaciones en que ocurre adsorcién del huésped y la superficie exterior

de la ciclodextrina [Loftsson e col., 2002; Loftsson e col., 2004].

3.6. ECUACION DE BENESI-HILDEBRAND

Este método presupone diferentes estequiometrias para el complejo de inclusion, y a partir
de estas se deduce una expresion valida para el célculo de la estequiometria real,
confirmandose a partir de los resultados obtenidos si la estequiometria presunta es cierta

o0 por el contrario es necesario ajustar otro modelo [25].

Si se supone una estequiometria 1:1 (hospedero:huésped), la constante de formacién del

complejo viene dada por la Ecuacion 5.

Ecuacion 5: Constante de formacion del complejo 1:1 (hospedero:huésped)

[FBZ.BCD]
[FBZ].[BCD]

Nota: [FBZ.BCD] es la concentracién del complejo de p-ciclodextrina y fenbendazol en el equilibrio,

[FBZ] es la concentracién de fenbendazol libre en el equilibrio y [BCD] es la concentracion de

ciclodextrina libre en el equilibrio.

El método parte de las siguientes suposiciones:

(1) La concentracidn inicial de la g-ciclodextrina y fenbendazol son [BCD]o y [FBZ]o
respectivamente

(2) La [BCD] es mucho mayor que [FBZ]o

(3) La concentracion de [BCD.FBZ] es x, entonces

X
([FBZ]o — x)([BCD]o — x)

Ka =
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Teniendo en cuenta que la longitud del paso optico es 1,0 cm, la absorbancia dada a una

longitud de onda puede ser descrita como sigue:

A = €eeo ([BCD]o — x) + &rsz ([FBZ]o — X) + €rcnrez.X
Nota: &sco, Ersz ¥ Ercorsz SON l0S coeficientes de absorcion molar de p-ciclodextrina, fenbendazol y del
complejo, respectivamente.

Como no existe absorbancia para s-ciclodextrina en el rango de 220 a 350 nm, esta puede
ser insignificante comparando con, €rsz Y Escorez. TOMando en cuenta esta aproximacion

y estableciendo que:

AA = A — €S([FBZ]o)

AE = EBCD-FBZ — EFBZ

[BCD]o >» [FBZ]o
se obtiene la ecuacion de Benesi-Hildebrand, Ecuacion 6y 7.

Ecuacion 6: Modelo de Benesi-Hildebrand para la relacion estequiométrica 1:1

(hospedero:huésped)

N N g
AA ~ As  k(Ae).[BCD]

Y para un modelo estequiométrico 2:1 (hospedero:huésped), se tiene

Ecuacién 7: Modelo de Benesi-Hildebrand para la relacion estequiométrica 2:1

(hospedero:huésped)

1 1 N 1
AA  As * k(Ag).[BCD]?

3.7. SIMULACION COMPUTACIONAL

Diferentes enfoques pueden ser usados para investigar un fenomeno. El mas comdn es
realizar un experimento, el cual ha sido usado a lo largo del tiempo. A través de los
experimentos, el observador puede obtener una representacion real del proceso de interés.
En base a estos, es posible comprobar o verificar las hipdtesis planteadas y obtener una

conclusion, de esta forma se obtiene teorias y leyes.
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El segundo aproximamiento para investigar un fenémeno es una simulacion, la cual es
una imitacion de un sistema real, en otros términos, la realidad es modelada en un sistema
representativo. Las simulaciones son realizadas cuando el experimento no es posible
realizar o llega a demandar un procedimiento tedioso o demandante de tiempo. Pero para
obtener una simulacion exitosa es necesario que sus condiciones impuestas sean lo
suficientemente precisas; de esta manera los experimentos validan y confirman los

resultados de la simulacién.

Las simulaciones en computadores han llegado a ser una herramienta muy atil, no solo
en la ciencia, si no en diferentes campos, como el manejo de riesgos, prediccion del stock
en las ventas, desarrollo de carros y planos, desarrollo de fArmacos y muchos mas. En
esta parte del trabajo se enfocard a describir las interacciones en un sistema

hospedero:huésped.

En la siguiente seccion se describira una breve introduccion de los métodos

computacionales empleados.

3.7.1. METODOS COMPUTACIONALES

Los métodos computacionales para la simulacion de biomoléculas han emergido
rapidamente en los Gltimos afios como un complemento Gtil para los experimentos. Los
modelos generados por computadora y las simulaciones permiten analizar la estructura y
los detalles cinéticos de sistemas biolégicos grandes, que son dificiles de capturar
experimentalmente. Estudios sistematicos y analisis estadisticos proveen informacién
acerca de conformaciones estables y cambios topoldgicos de un sistema debido a
influencias externas e internas. Estos analisis pueden mejorar el entendimiento y
prediccion de funciones bioldgicas al proveer nuevas bases para la experimentacion y

aplicacion practica en medicina y tecnologia.

Ademas, este campo de la quimica computacional puede ser considerado relativamente
joven, debido a los recientes avances y desarrollo del poder computacional, capacidad de
memoria, arquitectura en paralelo, célculos en la nube y eficiencia de célculo de
algoritmos. De esta manera existen diversos programas que permiten realizar
simulaciones de sistemas quimicos y biologicos cubriendo diversas escalas de simulacién
dependiente del tiempo. Los modelos de simulacion pueden cambiar dependiendo la

propiedad que se desee observar y el tamafio del sistema (Figura 7).
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Figura 7: Modelos de simulacién para un sistema de un determinado tamafio y escala
de tiempo.Roca Sabio,A (2013).

Las técnicas de célculos computacionales pueden ser clasificados bajo tres categorias:
a) célculos ab initio y de la estructura electrénica del funcional de densidad, b) métodos

semiempiricos y ¢) mecanica molecular [27].

Los métodos de estructura electronica utilizan las leyes de la mecanica cuéntica en vez
de la fisica clasica como base de sus calculos. De acuerdo a esta, la energia asi como
otras propiedades de la molécula se pueden obtener mediante la resoluciéon de la

ecuacion de Schrodinger (Ecuacion 8).
Ecuacidn 8: Ecuacion simplificada de Schrodinger
HY=EY

No obstante, para sistemas polielectronicos grandes no es posible resolver esta ecuacion
de forma exacta, caracterizandose los métodos de estructura electronica por diferentes

aproximaciones matematicas para su solucion. Entre estos se tiene:

- Los metodos semiempiricos, los cuales usan modelos parametrizados a partir de

datos experimentales con el fin de simplificar los calculos.
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- Los métodos ab initio, que se basan en las leyes de la mecanica cuantica y en un
pequefio nimero de constantes fisicas, como son: la velocidad de la luz, las masas y
cargas de electrones y nucleos y la constante de Planck.

- Los métodos del funcional de densidad (DFT), que son similares a los ab initio, pero

incluyen la correlacion electronica [27].

3.7.1.1. METODOS SEMIEMPIRICOS

Los métodos como el orbital molecular del electron libre (FEMO), orbital molecular de
Hickel (HMO) y el de Pariser-Parr-Pople (PPP), se aplican solamente a moléculas
conjugadas planares con electrones 7. Sin embargo, otros métodos semiempiricos, como
de la teoria del orbital molecular (TOM) como AM1, PM3, PM6, PM7, CINDO y
MINDO (se muestran a continuacién) pueden ser aplicados a la mayoria de moléculas

y consideran todos los electrones de valencia [28].
La teoria del orbital molecular semiempirico se subdivide en dos categorias:

a. Los que usan el hamiltoniano, que es la suma de los términos de un electrén
encontrados en la teoria de Huickel.

b. Los que usan un hamiltoniano que incluye tanto términos de repulsion de dos
electrones como términos de un electrén, encontrados en el método de Pariser-

Parr-Pople.

3.7.1.1.1. METODO DE PARISER-PARR-POPLE (PPP)

Este método es generalmente considerado ser el mas confiable en prediccion de la
longitud de absorcién maxima de moléculas conjugadas grandes y considera efectos
interatomicos. Diferente a todos los demas métodos semiempiricos, el método PPP
incorpora solo efectos de orbitales © y no considera los efectos ¢. Cuando se
compara a otros métodos, como CNDO, INDO, etc; este tiene las siguientes
ventajas:

a) habilidad para trabajar efectivamente con sistemas heteroatomicos

b) habilidad para distinguir la geometria molecular

c) habilidad para distinguir entre singletes y tripletes.

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP 32-}‘65;_'}?;?‘“0

DEL PERU

Este método usa la misma asuncién del método de Hiickel (HMO), sin embargo la
diferencia es que en el caso del método PPP las cantidades de energia alfa o beta
definidas en el determinante incluyen efectos de interacciones electronicas [28].

3.7.1.1.2. METODOS DEL DESPRECIO INTERMEDIO DEL
SOLAPAMIENTO DIFERENCIAL (INDO) Y DESPRECIO
COMPLETO DEL SOLAPAMIENTO DIFERENCIAL (CNDO)
Pertenecen a la categoria de OM semiempiricos de dos electrones (generalizaciones
del método PPP) que son aplicables a moléculas planares y no planares. EI método
de desprecio completo del solapamiento diferencial (CNDO), el método de
desprecio intermedio del solapamiento diferencial (INDO). Ambos métodos tratan
explicitamente solo con los electrones de valencia. CNDO e INDO son

considerados obsoletos debido al avance de los otros méetodos [28].

3.7.1.1.3. METODO DEL MODELO 1 DE AUSTIN (AM1)

Fue desarrollado por Dewar et al. y fue parametrizado para compuestos que
contienen H, B, Al, C, Si, Ge, Sn, N, P, O, S, F, CI, Br, I, Zn y Hg al usar 100
compuestos modelo. La diferencia entre AM1 y MNDO es que los exponentes de
orbital de valencia de tipo Slater de “s” y “p” sobre los mismo atomos son diferentes
[28].

3.7.1.1.4. METODO PARAMETRIZADO 3 (PM3)
El método PM3 toma la energia de valencia molecular Vva que incluye la repulsién
internuclear, como la suma de la energia puramente electronica Eel.val, Mas la

energia de la repulsion core-core Vc [29].

Ecuacién 9: Ecuacion de la energia de valencia molecular para el método PM3
Vval = Eelval + Ve

Los métodos tipo Dewar (MINDO, AM1, PM3) tratan a la molécula como una

coleccion de electrones de valencia y centros atdbmicos, donde cada centro (core)

consiste de un a&tomo y sus electrones internos. La aproximacién mas simple se

puede escribir de la siguiente forma:

Ve = ZB>A XA [C4Cp (SaSalSpSs )] + fas
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Nota: C,Cp son las cargas del core A y B, ademas (S,S,41S5Sg) es la integral de repulsion
electronica que involucra los orbitales de valencia s de los 4tomos A y B; el ultimo termino
fap corresponde a un valor que varia segin el método y que concuerda con los datos

experimentales.

3.7.1.1.5. METODO PARAMETRIZADO 6 (PM6)

Este nuevo método semiempiricos que fue desarrollado en el 2004 es superior a los
otros en varios aspectos. Estd basado en el método NDDO y mejorado por la
adopcion de Viotyuk en los términos de interaccion diaténica ndcleo-nucleo y la

aproximacion de Thiel del orbital d.

Estas modificaciones permiten la parametrizacion de 80 elementos y también

reducen el error para un grupo de elementos.

3.7.1.2. TEORIA DEL FUNCIONAL DE DENSIDAD (DFT)

La teoria del funcional de densidad es un metodo computacional que deriva
propiedades de la molécula basandose en la densidad del electrén de la molécula.
DFT difiere de los métodos ab initio, donde la energia de la molécula y todos sus
valores derivados dependen de la determinacién de la funcién de onda. La funcion
de onda no es una realidad fisica pero si es una construccién matematica, mientras
la densidad electronica es una caracteristica fisica de todas las moléculas. Esta es
una primera ventaja al recurrir a DFT, al basarse en la densidad electronica como
una propiedad real de toda molécula. Otra ventaja al usar DFT es que esta densidad
electrénica depende solo de las coordenadas (X, y, z) de un electrén, mientras que
la funcion de onda es matematicamente mas complicada cuando aumenta el nimero
de electrones. Sin embargo, la precision del método DFT puede ser afectada debido

a las aproximaciones que usa.

El fundamento matematico del método DFT es el funcional, que se entiende como
una funcion de otra funcion, denotada como Y = F [f (x)]. Esto significa que el valor
de Y es por si misma dependiente de otra funcion. En el método DFT, la energia de
la molécula es un funcional de la densidad del electron. La densidad electronica es
una funcion el cual depende de tres variables, las coordenadas (X, y, 2)
correspondientes a las posiciones electronicas. El funcional (F) de la densidad

electronica da la energia de la molécula.
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Densidad electronica = p (X, Y, 2)
Energia=F [p (X, Y, 2)]
Con el fin de encontrar el valor del funcional F, se realizan ciertas aproximaciones.
Esta es una de las razones por la que hay muchos métodos diferentes de DFT, lo
cual significa que hay muchas maneras de aproximar el funcional.
En 1960, Hohenberg y Kohn usaron el teorema de Thomas-Fermi para desarrollar
una version més detallada de la teoria. La teoria de Kohn y Sham describe la
matematica de la densidad electronica y su subsecuente correlacion con la energia

molecular, la cual se muestra en la Ecuacion 10 [30].

Ecuacion 10: Ecuacién de Kohn'y Sham

Eorr{p] = T[p] + Ene [p] + J[p] + Exc [p]

Nota: donde Eper es la energia electronica total, T es la energia cinética de los electrones, Ene €s la
atraccion nucleo-electrén (energia coulémbica), J es la energia de repulsion electron-
electrén, y Ex es la energia de correlacion-intercambio electro-electron, en tanto que p es
por si mismo una funcién de las coordenadas (x, Y, z) del electron [30].

Entonces, Eprr, T, Ene, J ¥ Exc son funcionales, donde el funcional Ex esta
relacionado al principio de exclusion de Pauli, el cual establece que dos electrones

no pueden ocupar el mismo nivel de energia [30].

Los métodos de DFT son complicados y diversos, pero generalmente pueden ser

divididos en tres clases:

1. Métodos que usan la aproximacién de la densidad local (LDA), donde el
supuesto mas importante es que, en estado gaseoso, una molécula con muchos
electrones posee regiones del espacio donde la densidad electronica se
mantiene uniforme. Sin embargo, esta aproximacion LDA no funciona bien
con la estructura de banda electrénica de sélidos.

2. Métodos que aplican el factor de correccion de gradiente. La gradiente toma en
cuenta la no uniformidad de la densidad electrdnica en regiones del espacio
alrededor de la molécula.

3. Métodos que son una combinacion de la aproximacion de Hartree-Fock y DFT
para la energia de intercambio. Ellos son conocidos como los métodos hibridos
[30].

Las fuerzas de dispersion de London constituyen un tipo de fuerza intermolecular

que considera efectos de correlacion, los cuales son cruciales, no solo en la
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estabilidad de biomoléculas de agregados moleculares, sino también en las
propiedades termoquimicas de sistemas de mediano tamafio, como son las energias
de reaccion o barreras energéticas. Debido a su universalidad, una descripcion
apropiada de las dispersiones de London, es un prerrequisito para la precision de

los métodos computacionales [31].

La teoria del funcional de Kohn-Sham (DFT) ha llegado a ser una importante
metodologia en quimica computacional, ademas que es considerada en principio,
una teoria exacta. Sin embargo, es conocido que las aproximaciones realizadas
mediante estos calculos de energia no describen adecuadamente a las fuerzas de
dispersion de London en el sistema [31].

En los ultimos 10 afios se ha desarrollado un gran esfuerzo para resolver este
problema, y varias estrategias para tratar las dispersiones de London con DFT han

sido desarrolladas y estas pueden ser clasificadas en cuatro categorias:

1. El funcional de densidad parametrizado en contra de la energia de interaccion
no-covalente, tales como los métodos usados en las formas reparametrizadas
del funcional de intercambio de Perdew-Wang, donde también se incluyen los
funcionales de Truhlar M05 y M06.

2. El funcional de densidad que directamente incluye una porcién no local que
permite la descripcion de la dispersion de London. El funcional de densidad de
tipo van der Waals (vdw) combina un funcional estandar de intercambio-
correlacion con un término de energia no local [31].

3. Correcciones de dispersion aditivas que pueden ser combinadas con
funcionales de densidad estandar, asegurando el correcto comportamiento
asintdtico de la energia de dispersion por construccion. Estas correcciones
pueden ser divididas en dos sub-categorias:

a. La primera pertenece el funcional de Grimme, correcciones atdmicas por
pareja independientes de la densidad, como DFT-D1, DFT-D2 y DFT-D3.

b. La segunda incluye las correcciones dependientes de densidad, como las
del modelo por Becke y Johnson (XDM), el aproximamiento DFT +
vdw/vdw-TS por Tkatchenko y Scheffler.

4. Los potenciales efectivos de un electron disefiados para imitar efectos de

dispersion de London multi-electronicos. Este aproximamiento es inspirado
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por la idea de potenciales efectivos del nucleo (ECPs), normalmente usados

para describir los electrones del ndcleo de elementos pesados [31].

De los métodos que pertenecen a la tercera categoria, en particular la correccion
de Grimme, DFT-D3 ha recibido mucha atenciébn y ha sido usado
satisfactoriamente en varios estudios que han probado su universalidad,
incluyendo estudios sobre termoquimica, geometria, energias relativas en

conférmeros de relevancia bioldgica [31].

3.7.1.3. DINAMICA MOLECULAR
En general, el modelado molecular engloba varios métodos tedricos y técnicas
computacionales, los cuales son usados para simular el comportamiento y caracteristicas

de biomoléculas u otra sustancia quimica.

Estas técnicas son mayormente aplicadas en el campo de la fisica, quimica y biologia
computacional, asi como en bioinformatica y ciencia de los materiales, para el estudio de
sistemas moleculares desde el rango de compuestos quimicos pequefios hasta sistema

bioldgicos complejos y agregados de materiales [32].

La caracteristica comdn de la dinamica molecular (MD) es la descripcion del nivel
atomistico del sistema, en contraste con simulaciones de quimica cuantica, donde la
funcion de onda electrdnica es considerada explicitamente. El beneficio de la dindmica
molecular es que esta reduce la complejidad del sistema molecular, lo que permite que
muchos atomos sean considerados durante la simulacion por un largo periodo de tiempo
[32].

En el método de dindmica molecular, lo que se analiza es la evolucion temporal del
modelo considerado, aqui destacan los ensembles de volumen constante y energia
constante (NVE), volumen constante y temperatura constante (NVT), presion constante
y temperatura constante (NPT). Por tanto, la parte central de este constituye el algoritmo
de integracion de las ecuaciones de movimiento de Newton, que son ecuaciones
diferenciales ordinarias acopladas, no-lineales y de segundo orden, que deben ser
resueltas numeéricamente. Dadas las posiciones y velocidades iniciales a un tiempo inicial
to, la tarea del algoritmo es obtener las posiciones y velocidades iniciales a un tiempo
to +At[32].
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Existen numerosos algoritmos para integrar las ecuaciones de Newton. Todos ellos
convierten las ecuaciones diferenciales en ecuaciones de diferencia finita. La eleccion del
algoritmo es fruto del compromiso entre el grado de precision requerido y el costo

computacional. Los algoritmos mas usados son el de Verlet y el velocity Verlet [32].
En resumen, un programa de dindmica molecular (MD) trabaja de la siguiente manera:

1. Se leen los parametros que especifican las condiciones de la simulacion

2. Seinicializa el sistema, se asignan posiciones y las velocidades iniciales

3. Se calculan las fuerzas sobre todas las particulas

4. Se integran las ecuaciones de movimiento de Newton, en este paso y junto con el
anterior, conforman el ndcleo de la simulacion. Se repiten n veces hasta haber
calculado la evolucion temporal del sistema durante el tiempo total de simulacion
deseado. Se van guardando las posiciones, velocidades, fuerzas, etc, durante cada paso
en un archivo para luego ser procesadas.

5. Se calculan e imprimen los diferentes promedios relevantes. Para ello se descartan
no pasos iniciales, correspondientes al periodo para alcanzar el equilibrio entre estados
y se estima el promedio termodindmico de una magnitud dinamica arbitraria A como

se observa en la ecuacion 11

Ecuacion 11: Promedio termodindmico de una magnitud dinamica arbitraria A

J. wf J. mn
Ay = lim — Alt)dt =~ At = iAt)
( ) t—oa f not n— Mg ‘i=§0:+l

Numerosos paquetes de programas de computadora existen para realizar simulaciones de
dindmica molecular, uno de los cuales ha sido usado ampliamente es Amber, el cual
contiene un paquete llamado AmberTools, con estos programas es posible desarrollar
multiples simulaciones quimicas. EI programa Amber refiere mas que solo un paquete de
dindmica molecular, esto incluye la colaboracion de numerosos programas que trabajen
juntos para configurar, desarrollar y analizar simulaciones de dinamica molecular desde
la preparacion hasta su analisis. El nombre Amber también refiere a una serie de campos
de fuerza de mecanica molecular clasica, primariamente designada para la simulacion de
biomoléculas, también de aminoacidos, carbohidratos, fosfolipidos y moléculas organicas
generales [45][46].
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De aqui en adelante se describira algunos conceptos usados por el software Amber 14, el

cual fue usado para el desarrollo de la tesis.
1.APROXIMACION DEL CAMPO DE FUERZA

Uno de los paquetes que contiene Amber 14 es el llamado Sander, es un programa de
minimizacién de energia y de dinamica molecular el cual relaja la estructura por
movimientos iterativos de atomos a través de un gradiente de energia y genera
configuraciones por integracion de las ecuaciones de Newton. Estas configuraciones son
guardadas en intervalos regulares durante la simulacion y después pueden ser procesados
para el célculo de propiedades quimicas como por ejemplo el calculo de energia libre
[33].

La ecuacion del campo de fuerza que utiliza este programa tiene la siguiente forma:

Ecuacién 12: Ecuacion del campo de fuerza para el programa AMBER 14

Vir) = Z Ky(d — ﬂ'n]z + Z Kgy(0 — 5'{1]2
enl

aces angulos

+ 2 (Va/2)(1 + coslng — 4))

diedros
+ Y ((Ag/ri) — (Bi/r) + (@g5/ri5))

no enlazante 1j

Nota: d y do son las distancias de enlace finales e iniciales respectivamente, & y ; son los angulos finales
e iniciales, Ky, Kgson constantes de fuerza, ng es la multiplicidad del diedro, J es la fase del &ngulo

diedro, qi, g; son cargas atémicas parciales [45].

Los dos primeros términos representan la aproximacion armonica de la fisica clésica, la
cual se ejecuta en el modelo de mecanica molecular (MM), y corresponden a la vibracién
armonica y flexion del enlace quimico. El sistema no tiene permitido ir mas alla de su
estado de equilibrio, el estiramiento del enlace quimico llega hasta cierto punto en que se
generan configuraciones impropias para los angulos de enlaces. Estas perturbaciones

permiten restaurar las fuerzas, las cuales aumentan la energia potencial del sistema [33].

Parametros tales como angulos diedros y de torsion restringen las rotaciones alrededor de
los enlaces. EI componente de energia potencial de cada rotacion del enlace es dado por
una serie de expansiones de Fourier alrededor del angulo diedro de equilibrio, con una

barrera de energia potencial y periodicidad [33].
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El resto de la Ecuacion 12 representa los terminos no enlazantes dentro de la molécula,
los cuales cambiaran la orientacion espacial molecular global. Las fuerzas involucradas
para estos términos son las van der Waals y las fuerzas electrostaticas. De acuerdo al
campo de fuerza clasico de Amber, estos parametros son definidos por un grupo de

atomos que son separados por 4 enlaces 0 mas [33].

2.SISTEMAS PERIODICOS

Las computadoras solo pueden guardar y manejar la informacion de la trayectoria para
un namero limitado de atomos en una simulacion dada. Para tratar con esta limitacion e
imitar un sistema infinito, se introducen condiciones periodicas de contorno. La idea
bésica es que el sistema infinito es aproximado por un arreglo periodico de réplica de un
sistema finito. La siguiente Figura muestra un sistema de dos dimensiones. Todos los
atomos estan contenidos en una celda central y cada celda esta rodeada por ocho vecinos.
Si un &omo deja un lado de la celda, este reingresa del lado opuesto con la misma

velocidad. No existen paredes entre las celdas y los efectos superficiales son eliminados

[34].
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Figura s: Condiciones periddicas de contorno. La célula central es replicada en ambas
direcciones. Adaptada de Zhiju Zheng (2010).

3. EFICIENCIA DEL CALCULO

Para obtener las fuerzas, la funcion potencial debe ser evaluada, lo cual constituye el paso
que mas tiempo demanda en una simulacion computacional. Un esquema comun para
reducir el tiempo computacional es considerar una esfera con un radio alrededor de cada

particula. Como se muestra en la Figura 9 las interacciones entre el atomo central y los
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atomos contenidos en la esfera son incluidas, mientras que las interacciones con otros

atomos fuera de la esfera son despreciadas.

Figura 9: Sistema de &tomos interaccionantes que muestra un potencial cutoff. Adaptada
de Zhiju Zheng (2010).

Nota: La caja punteada muestra una region dptima para testear si un 4&tomo esté dentro del cutoff.

El radio es llamado distancia cutoff y se emplea generalmente en las simulaciones un
valor de cutoff de 2,5 o (o es el parametro de Lennard-Jones, la distancia a la cual el
potencial inter-particula es cero), este potencial de Lennard-Jones contiene solo la
interaccion no enlazante. Cuando las interacciones electrostaticas de largo alcance estan
presentes, el cutoff deberia ser mas grande para reducir los errores. Esta es una manera
eficiente para evitar calcular demasiadas distancias mientras se busca los a&tomos vecinos

localizados en la esfera [34].

El procedimiento de la particula de malla de Ewald (PME) o la suma completa de Ewald
es usada para manejar las interacciones electrostaticas de largo alcance sobre condiciones
periddicas de contorno, mientras que las de van der Waals son estimadas por el modelo

continuo.

El tamafio del tiempo de paso en la dinamica molecular (t = 1 fs) es determinada por la
rapidez de velocidad local del sistema y se aplica un algoritmo que permite restringir las

longitudes de enlace llamado SHAKE, lo que mejora la velocidad de simulacion.

Restringiendo el estudio a situaciones de equilibrio, es importante seleccionar las
condiciones bajo las cuales se realizara la simulacion, lo que nos seleccionaré el colectivo
de Gibss que se debera usar. Por ejemplo, si fijamos el nUmero de particulas N, el volumen
V 'y la energia E, el colectivo adecuado sera el microcanonico (NVE), que es el colectivo

convencional en dinamica molecular. En otras situaciones, interesara fijar la temperatura
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T en vez de energia, por lo que habra que considerar el colectivo canonico (NVT), que es
el caso habitual para el método Monte Carlo. Si estamos interesados en transiciones de
fase, es méas conveniente usar colectivos generalizados, como el isotermo-isobaro (NPT).
La eleccion del colectivo influye en la caracterizacion de las fluctuaciones de las
magnitudes termodinamicas. Estas son importantes desde un punto de vista practico ya
que permiten calcular funciones respuesta como la capacidad calorifica o el médulo de
elasticidad, etc.

4. DESVIACION CUADRATICA MEDIA (RMSD)

La desviacion de la estructura con respecto a una conformacion particular es medida por
el RMSD, el RMSD es definida por:

RMSD = (zN(R_R%z)

N

Nota: N es el nimero total de atomos/residuos considerados en el calculo y R; es el vector posicién de la
particula i en la imagen o en la conformacion de referencia (con el 0 en superindice), calculado
después de la alineacién de la estructura a la conformacién de referencia usando el Gltimo encaje
cuadratico.

5. METODOS PARA DETERMINAR LA ENERGIA LIBRE DE UNION

Existen muchos métodos computacionales disponibles para determinar el AGunion. Sin
embargo, no todos de ellos son aplicables en la practica en sistemas grandes. Incluso
métodos clasicos como perturbacion termodindmica (FEP) o integracién termodinamica
(TI) son extremadamente rigurosos y requieren demasiado poder computacional para

ser usado a gran escala [44].

5.1 METODOS MMPBSA (MOLECULAR MECHANICS POISSON-BOLTZMAN
SURFACE AREA) Y MMGBSA (MOLECULAR MECHANICS-GENERALIZED
BORN SURFACE AREA)

Estos métodos calculan AGuing;soiv poOr utilizar un ciclo termodinamico descrito en la
Figura 10. Todas las contribuciones pueden ser divididas de acuerdo a la siguiente

ecuacion

AGuni('m,solv AGuni(m,vacio + AGsolv,complejo - (AGsolv,ligando + AGsolv,receptor)
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El primer término describe la contribucién de la mecanica molecular del campo de
fuerza; la otra parte de la formula depende de la eleccion del método. En el método
MM/PBSA, la ecuacion de Poisson para encontrar el potencial electrostatico es
combinada con la ecuacion de Boltzmann para encontrar la distribucion de cargas
para dar una ecuacion linealizada de Poisson-Boltzmann. En el método de
MM/GBSA se aplica el modelo generalizado de Born [44].

AGObind
i: unién

Figura 10: llustracion del problema de calcular AGunisn . Ross Walker (2006)
Adaptado de Hermansson, A. (2015)

AGY

unién.solv

«—

0 o]
iT AGsolv,[igando iT AGso[v,‘rece‘pto‘r lT AGO
solv,complejo

AG®

unién,vacio

«—

Figura 11: Ciclo termodinamico utilizado en calculos de MM/PBSA y MM/GBSA.
Ross Walker (2006). Adaptado de Hermansson, A. (2015)

5.2. LA ENERGIA LIBRE DE SOLVATACION

La energia libre total de solvatacion es dada por la siguiente ecuacion:
Gsol = Gelec + Gvaw + Geav
Geav + AGuaw=yA+b *

Nota: Gso €s la energia libre de solvatacién, Geec €S la energia de la contribucidn electrostatica, Guaw
es la energia de la contribucion de las fuerzas de van der Wals y Gy €s la energia de la cavidad
0 receptor. * La contribucién no-polar es dada por una formula empirica, mientras la

electrostatica es un método independiente [44].
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5.3. EL MODELO GENERALIZADO DE BORN

El método analitico generalizado de Born (GB) supone una alternativa para el calculo
del término electrostatico de la energia libre de solvatacién, debido a su menor coste
computacional comparado con Poisson-Boltzman (PB), esta metodologia se ha

popularizado en dindmica molecular, para el reemplazo del solvente explicito [43].

A cada atomo de la molécula le corresponde una esfera de radio ai con carga gi centrada
en el nacleo. En el interior del atomo, se asume un material dieléctrico de constante
uno. La molécula esta envuelta de un solvente de alta permitividad dieléctrica (80 para
el agua a 300 K). La energia libre electrostatica se determina a partir de la solvatacién
individual de Born para cada &tomo, corregida por la perturbacion del resto de atomos,

segun la ecuacion 13.
Ecuacién 13: Contribucion electrostatica segun el modelo generalizado de Born

AGelee = % (1 _ %) SN qiq;

J=1 FGp(rij,RiR))

Nota: rjj es la distancia entre cargas, y R; y R; son los denominados radios de Born (effective Born
radii) [43].

5.4 ECUACION DE POISSON-BOLTZMAN

La ecuacion de Poisson resuelve el potencial electrostatico (¢(r)) generado por una
distribucion de cargas moleculares (p(r)) dentro de un medio con una determinada
constante dieléctrica (&(r)). Si ademés se considera la presencia de iones, la
distribucion de los mismos se incluye en la ecuacion de Poisson mediante una
distribucion de Boltzmann, de donde resulta la ecuacion de Poisson-Boltzmann
(Ecuacion 14) [43].

Ecuacion 14: Ecuacion de Poisson- Boltzmann
V. &(r) V o(r) — k" ¢(r) = -4 mp(r)

La constante dieléctrica es dependiente de la distancia g(r) y equivale a la del agua en
zonas alejadas del soluto y desciende rapidamente con la distancia en las zonas limite

soluto-solvente [43].
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El parametro (k"), inverso de la longitud de Debye-Hiickel, adopta valores de 0,1 A en
condiciones fisioldgicas. Una vez que se calcula el potencial ¢(r), la contribucién

electrostatica a la energia de solvatacion viene dada por:
Ecuacion 15: Contribucion electrostatica segun el modelo de Poisson- Boltzmann
1
AGelec = 3 Zi qi ((P(ri)|solv - (p(ri)|vacio)

Nota: gi es la carga parcial del atomo en la posicion ri que genera la densidad molecular y ¢ (7;)vacio
es el potencial electrostatico calculado para la misma distribucién de cargas pero en ausencia
de limites dieléctricos (en vacio, en el que se utiliza una dieléctrica de 1 tanto en la cavidad del

soluto como fuera de ella) [43].

La ecuacion de Poisson-Boltzmann no es de fécil resolucién, por lo que se tiene que
aplicar métodos numéricos. Entre ellos, el método de diferencias finitas en una malla
(finite-difference method, FDPB) es el més usual. Este método se ha implementado en

diversos programas como Amber [43].
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4. METODOLOGIA

4.1. PREPARACION DEL COMPLEJO DE FENBENDAZOL:5-CICLODEXTRINA EN

MEDIO ACIDO POR EL METODO DE COPRECIPITACION.

Se preparo el complejo (fenbendazol:s-ciclodextrina) en proporciones molares 1:1, 1:2 'y
1:10 Para el complejo en relacion 1:1, se disolvi6 1,25 x 10 mol de fenbendazol (37,42
mg) en 10 mL de etanol/HClcc (99:1) en un matraz volumetrico de 25 mL. De igual forma
se disolvid una cantidad equimolar de S-ciclodextrina (141,87 mg) en 20 mL agua/etanol
(2:1). Las soluciones se mezclaron de forma que la solucion de fenbendazol fue agregada
gota a gota a la solucion de g-ciclodextrina y dejadas en agitacion por 2 horas. Entonces
el etanol se removid por medio de una estufa a 60 °C por un promedio de 12 horas. El
complejo precipitado se redisolvié en agua y se dejo en agitacion por un espacio de 8horas,
la suspension resultante se filtrd obteniendo el producto final. En la Gltima etapa la
solucion se transfirio para un tubo tipo “falcon”, posteriormente se congeld sobre
nitrégeno liquido y se liofiliz6 por 3 dias, se obtuvo el complejo fenbendazol:s-
ciclodextrina como un sélido fino y seco.

Después del secado, los complejos fueron pulverizados en un mortero de porcelana con
ayuda de un pilon. Los productos fueron acondicionados en viales y almacenados en

deseador de vidrio.

Nota: Debido al limite de solubilidad de g-ciclodextrina de 1,85 g/100 mL en agua, se considerd la relacion
1:10 (2,5x 10°M: 2,5 x 10° M)

4.2. PREPARACION DEL COMPLEJO DE FENBENDAZOL: f-CICLODEXTRINA EN

MEDIO NEUTRO POR EL METODO DE COPRECIPITACION.

Se preparé el complejo (fenbendazol:s-ciclodextrina) en proporciones 1:1, 1:2 y 1:10.
Para el complejo en relacion 1:1, se disolvio 1,25 x 10 moles de fenbendazol (37,42 mg
y una cantidad equimolar de g-ciclodextrina (141,87 mg) en 18 mL de agua. La mezcla
fue agitada por 48 horas. Luego se procedio a filtrar y asi obtener el producto final. En la
ultima etapa la solucion fue transferida a un tubo tipo “falcon”, posteriormente fue
congelada sobre nitrogeno liquido y liofilizada por 3 dias, se obtuvo el complejo

fenbendazol:g-ciclodextrina como un solido fino y seco.
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Después del secado, los complejos fueron pulverizados en un mortero de porcelana con
ayuda de un pilon. Los productos fueron acondicionados en viales y almacenados en
deseador de vidrio.

4.3.PREPARACION DE UNA MEZCLA FIiSICA DE FENBENDAZOL:-
CICLODEXTRINA
Se procedio a realizar una mezcla fisica por la cual se tomd fenbendazol y S-ciclodextrina
en un mortero y se realizé una homogenizacion simple. Esta mezcla sirvié como punto de

referencia para evidenciar si existe el proceso de inclusion en los métodos ensayados.

4.4. CARACTERIZACION DEL COMPLEJO FENBENDAZOL:4-CICLODEXTRINA EN
SOLUCION POR MEDIO DE LA ESPECTROSCOPIA DE UV/VIS

4.4.1. DIAGRAMA DE SOLUBILIDAD DEL COMPLEJO FENBENDAZOL:-
CICLODEXTRINA SEGUN EL MODELO DE HIGUCHI-CONNORS

El diagrama de solubilidad es construido conforme a la metodologia desarrollada por
Higuchi y Connors, se preparardn soluciones saturadas de fenbendazol con soluciones
acuosas de g-ciclodextrina a diferentes concentraciones (0; 1; 3; 5; 7; 10; 12 y 15 mM),
para ello se adicion6 7 mg del farmaco a 10 mL de las respectivas soluciones de /-
ciclodextrina. En seguida los viales fueron dejados en agitacion magnética a 600 rpm con
10 Watt de potencia a temperatura de laboratorio por 48 h, hasta el equilibrio de solubilidad
del fenbendazol. Después se retird la agitacion y se dejo reposar por un periodo de 1 h. Las
respectivas soluciones fueron filtradas utilizando una jeringa acoplada de unidad filtrante
millipore 0,45 um de didmetro, poro medio, para después cuantificar el fenbendazol por
espectroscopia de UV/Vis.

Los espectros fueron obtenidos en el espectrofotometro UV/Vis Agilent 8453 empleando

una longitud de onda de 297 nm. El experimento se desarroll6 por triplicado.
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4.4.2. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ASOCIACION DEL COMPLEJO
Se prepararon soluciones acuosas de S-ciclodextrina, para ello se partié de una solucion
madre de 100 mM vy se realizaron diluciones para obtener concentraciones de p-
ciclodextrinade 0; 1; 2; 3; 5; 7; 10 y 12 mM para un volumen de 18 mL. A estas soluciones
fueron adicionadas 20 pL de solucion patron de fenbendazol (48,63 mM en
dimetilsulféxido), llegando al volumen final de 18,02 mL, resultando en soluciones de
fenbendazol de 5,4 x 10° mol/L. Se dejé en agitacion magnética a 700 rpm con 10 Watt de
potencia por 24 horas. Después se retir0 la agitacion y se dejé reposar por un periodo de
una hora. Las respectivas soluciones fueron filtradas utilizando una jeringa acoplada de
unidad filtrante millipore 0,45 pum de didmetro, poro medio, para después cuantificar el
fenbendazol por espectroscopia de UV/Vis.

Los espectros fueron obtenidos en el espectrofotometro UV/Vis Agilent 8453 (Figura 12)

empleando una longitud de onda de 297 nm. El experimento se desarroll6 por triplicado.

Figura 12: Espectrofotometro UV/Vis 8453 de Agilent.
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4.5. CARACTERIZACION DEL COMPLEJO POR ESPECTROSCOPIA
INFRARROJA

Las lecturas de las muestras fueron realizadas en el espectrofotometro, modelo Frontier

FT/NIR Perkin — Elmer (Figura 13). El rango espectral que se utilizé fue de 650 cm™ a

4000 cmt

Figura 13: Espectrofotometro FT/NIR de Perkin-Elmer

4.6. CARACTERIZACION DEL COMPLEJO POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL
DE BARRIDO

Los estudios termoanaliticos fueron realizados en el Instituto de Quimica-Fisica

Rocasolano-Madrid y en el Laboratorio de Materiales de la Pontificia Universidad

Catolica del Perq, se utilizo el equipo de calorimetria diferencial de barrido (DSC), modelo

Pyris 1 de Perkin ElImer y NETZSCH STA 449 F3 Jupiter (Figura 14).

Los estudios del comportamiento térmico fueron realizados, a partir de la célula

calorimétrica con una razén de calentamiento de 10 °C/min.

Figura 14: Calorimetro diferencial de barrido NETZSCH STA 449 F3 Jupiter.
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47. ESTUDIO TEORICO DEL COMPLEJO DE FENBENDAZOL:S-
CICLODEXTRINA POR METODOS CUANTICOS

La geometria inicial de g-ciclodextrina fue adquirida de Protein Data Base y del farmaco
fenbendazol de Pubchem Database. Las estructuras fueron optimizadas previamente con
el semiempirico PM®6, para después construir manualmente los complejos en Gaussian
View 5.0.

Los oxigenos glicosidicos de la s-ciclodextrina fueron posicionados en el plano XY y se
localiz6 su centro con un dummy atom entre ellos para definir el centro del sistema de
coordinacion. La molécula de fenbendazol se posiciono en el plano Z y se hizo pasar a
través de la cavidad de la g-ciclodextrina de -5 A a 9 A con un tamafio de paso de 1 A,
generdndose multiples conférmeros de partida derivadas a partir de dos orientaciones
posibles (Ver Figura 15). Estos calculos se realizaron a un nivel PM6 de partida y luego
con DFT B3LYP/6-31G en fase gaseosa.

Ademaés se consideré aplicar calculos single point con el funcional DFT-D3 B3LYP/6-
31G (d,p) y con el funcional de Truhlar M05-2x; los cuales consideran fuerzas de
dispersion. Para el efecto del solvente se consideré un modelo continuo polarizable (PCM)
Las simulaciones fueron realizadas con el paquete de Gaussian 09 Versién D01 del

instituto de Quimica-Fisica Rocasolano - Madrid [49].

48.ESTUDIO TEORICO DEL COMPLEJO DE FENBENDAZOL:S-
CICLODEXTRINA A TRAVES DE CALCULOS DE MECANICA MOLECULAR
La geometria de partida para la s-ciclodextrina fue construida con el programa xleap del
paquete de modelamiento AmberTools 15. Los fragmentos de fS-ciclodextrina fueron
tomados de la base de datos R.E.DD.B (http://q4md-forcefieldtools.org/REDDB).
Asimismo, los parametros del campo de fuerza g4md-CD fueron aplicados para la S-
ciclodextrina. Este campo de fuerza es una combinacion de GLYCAMO4 vy
AMBER99SB, el cual ha sido reportado con buenos resultados al usar AMBER 10. La
geometria para la molécula de fenbendazol fue tomada de Pubchem Database, la cual fue
optimizada con un nivel de teoria de HF/6-31G** con el paquete de Gaussian 09 Rev.
D.01, también se calcularon las cargas parciales con el modelo RESP (Potencial
electrostatico restringido) con este programa, y junto con la herramienta antechamber
del paquete Ambertools 15 se parametriz6 la molécula de fenbendazol con el campo de
fuerza GAFF (Campo de fuerza Generalizado de Amber)[46].
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A

Orientacion A

v
N

Orientaciéon B

Figura 15: Sistema de coordenadas que describe el proceso de inclusién de la g-

ciclodextrina y fenbendazol.
Nota: El atomo marcado con lineas punteadas es usado para expresar el atomo de referencia que

ingresara a la cavidad de la B-ciclodextrina en pasos de tamafio de un 1A.

Las simulaciones de dinamica molecular se desarrollaron con el médulo Sander de
AmberTools 15. Se tomd las dos orientaciones mencionadas anteriormente para predecir
el modo de inclusion y generar los conférmeros. Los sistemas fueron solvatados en una
caja clibica con una distancia buffer de 12,0 A (distancia entre los bordes de la caja y la

molécula de interés). EI parametro utilizado para el agua es un modelo explicito TIP3P.
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La preequilibracion de los sistemas consistio en las siguientes etapas:

1. Minimizacion del soluto utilizando 1000 pasos del algoritmo de minimizacion de
Direccion de Maximo Gradiente (Steepest Descent) y 500 pasos del algoritmo de
Minimizacién Gradiente Conjugado (Conjugate Gradients), esto mantuvé el soluto fijo
con una constante de fuerza de 500 kcal mol™ angstrom™2.

2. Minimizacion de todo el sistema utilizando 2500 pasos del algoritmo de minimizacion
de Direccion de maximo gradiente (Steepest Descent) y 1500 pasos del algoritmo de
minimizacién Gradiente Conjugado (Conjugate Gradients).

3. Simulacion de 10 ps en un ensamble NVT, con una rampa de temperatura desde 0 hasta
300 K, y se tuvo el soluto fijo con una constante de fuerza de 25 kcal mol™* A2,

4. Simulacion de 50 ps en un ensamble NPT para cinco subpasos, en cada uno de ellos se
liber6 gradualmente la restriccion de la constante de fuerza de 25 kcal mol™® A -2 hasta
dejar el sistema relajado.

Una vez que se tiene preequilibrado el sistema, se procede a equilibrar para que los
parametros de densidad, presion y temperatura se encuentren estables y constantes para
la produccion de la dinamica.

5. Simulacion de 25 ps de un ensamble NPT y NVT sin restriccion del soluto.

6. Finalmente, una simulacion de 50 ps de un ensamble NVE sin restriccion del soluto [35].

Cuando el sistema estaba equilibrado, se procedi6 a realizar la produccién de la dinamica
molecular, por el cual se realizé 20 simulaciones de 1ns cada una por cada conférmero.
Estos calculos fueron realizados en el Sistema de stper cdmputo Legion de la Direccion de

Informética Académica (DIA) de la Pontificia Universidad Catdlica del Peru.

5.PLAN DE ANALISIS DE DATOS

5.1.DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA Y LA CONSTANTE DE
ASOCIACION DEL COMPLEJO DE INCLUSION

La constante de asociacion y estequiometria del complejo de inclusién entre

fenbendazol y pg-ciclodextrina es obtenido a partir de la Ecuacion de Benesi-

Hildebrand, los valores obtenidos de absorbancia fueron usados en las siguientes

ecuaciones que describen los modelos estequiométricos 1:1 y 1:2 respectivamente

(Ecuacién 6y 7)
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11 . 1
A—Ao A —Ao K(A — Ao)(CD)
1 1 1

= +
A—Ao A —Ao  K(A —A0)(CD?)

En las ecuaciones mostradas, Ao es la intensidad de absorcion de la molécula
huésped en ausencia de p-ciclodextrina, A es la absorbancia con una particular
concentracion de f-ciclodextrina, A" es la absorbancia al maximo de concentracion
de p-ciclodextrina usada y K es la constante de asociacion. La linealidad es obtenida
al graficar 1/A-Ao versus 1/CD para los complejos 1:1 y la grafica de 1/A-Ao versus
1/CD? para los complejos 1:2. La constante de asociacion es calculada de la
pendiente de la Ecuacion de Benesi-Hildebrand [22][23][24].

Ecuaciéon 16: Determinacion de la constante de asociacion para el modelo
estequiométrico 1:1y 1:2 segun Benesi-Hildebrand

1
" Pendiente(A —Ao)
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. DIAGRAMA DE SOLUBILIDAD DE FASE

El diagrama de solubilidad de fase del fenbendazol en funcion de la concentracion de S-
ciclodextrina a temperatura ambiente es mostrado en la Figura 16 y 17. La solubilidad del
fenbendazol aumenta con el incremento de la concentracion de ciclodextrina indicando en
una primera aproximacion de que se trata de un diagrama de tipo Ar, el cual es
caracteristico de los complejos con una estequiometria 1:1 (fenbendazol:s-ciclodextrina).
La constante aparente de estabilidad (Ks) del complejo fue calculado del slope y el
intercepto del diagrama de solubilidad de fase de acuerdo a un rearreglo de la Ecuacion 2

(descrito en el apartado 3.4)

slope

ch So(1-Slope)

Nota: So es la solubilidad intrinseca del farmaco en ausencia de ciclodextrina, la cual estaria
representado por el intercepto de la regresion lineal.

Diagrama de solubilidad de fase de fenbendazol
con f-ciclodextrina en medio acuoso
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Figura 16: Diagrama de solubilidad del fenbendazol en presencia de -ciclodextrina
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La K del complejo fenbendazol:p-ciclodextrina fue calculado a ser 1,9 x 10* M. Esta
constante aparente de solubilidad esta relacionada con la constante de asociacion
microscopica y la constante de asociacion propia (self-association). Es decir que esta
constante se encuentra enmascarada por efectos de autoagregacion de la ciclodextrina con
otras ciclodextrinas, e incluso es probable que exista un comportamiento micelar por el
cual el farmaco es rodeado por moléculas de ciclodextrinas aumentado de esta manera la
solubilidad [36].

De acuerdo a las observaciones de Loftson et al. (2005), sobre el diagrama de fases de
Higuchi, establecen que su confiabilidad se ve limitada para drogas o farmacos que poseen
una solubilidad intrinseca menor a 1 mg/mL, permitiendo considerar este diagrama solo

como un estimativo de la estequiometria [22].

Con lo anteriormente considerado, se tiene que el fenbendazol es un farmaco pobremente
soluble, que de acuerdo a la Food Drug Administration (FDA) tiene una solubilidad de 40
Mg/L, y que el diagrama de tipo AL obtenido solo seria un estimativo de la estequiometria
al igual que la constante calculada. De acuerdo con la Figura 17, se puede observar el
espectro UV/Vis de la interaccion del fenbendazol y s-ciclodextrina, no se evidencia un
cambio significativo del espectro en relacion a un desplazamiento de la longitud de onda
de méaxima absorcion, la cual se desplazé un nanémetro. Se observo que a medida que
aumenta la concentracion de S-ciclodextrina, la concentracion de fenbendazol disuelto
también aumentaba, lo que puede indicar que existe un proceso de inclusion o no-inclusion

que permite aumentar la solubilidad del fenbendazol.

Un método mas confiable de evaluacion de las ciclodextrinas, que no involucren la
variable de la solubilidad intrinseca, es la eficiencia de complejacion (CE), el cual es igual
a la fraccion molar del complejo y la concentracion libre de ciclodextrina y se halla de la

pendiente del diagrama de solubilidad con la siguiente ecuacién [22].

Pendiente
CE=——
1 — pendiente
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Figura 17: Espectro UV/Vis del complejo fenbendazol y S-ciclodextrina a concentracion
de 0 mM a 12 mM de g-ciclodextrina

Nota: Cada linea punteada pertenece a una concentracion de g-ciclodextrina.

De esta ecuacion se deduce que el valor de la CE es de 0,0066. Esta variable puede ser
usada para calcular la proporcion fenbendazol:s-ciclodextrina que corresponda a
incrementar las concentraciones adecuadas a usar durante una formulacion.

Ecuacion 17: Relacién molar para fenbendazol:g-ciclodextrina con la eficiencia de
complejacion

Fenbendazol:g-ciclodextrina = 1: (1 + —)

Se encuentra que la relacion molar necesaria (MR) es de 1:152. Este valor bajo para CE
es propio de farmacos con muy poca solubilidad. Entre otros ejemplos con baja eficiencia
de complejacion y una alta relacién molar se tiene la ciclosporina A con una CE de 0,007
y 1:150 de MR, flunitrazepan con una CE de 0,006 y 1:170 de MR, omeprazol con una
CE de 0,002 y 1:500 de MR, retinol con una CE de 0.007 y 1:150 de MR y tamoxifeno
con una CE de 0,004 y 1:250 de MR de acuerdo a Loftsson et al (2007) [37].
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6.2.DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ASOCIACION POR EL METODO
DE BENESI-HILDEBRAND

Para estimar la constante de asociacion y estequiometria del complejo entre fenbendazol
y f-ciclodextrina, se usé el analisis del test de Benesi-Hildebrand, asumiendo una
concentracion fija del farmaco y con adiciones sucesivas de la ciclodextrinay la condicién
experimental de que la concentracion de ciclodextrina sea mayor a la del farmaco de tal
manera de trabajar a concentraciones diluidas para evitar la influencia de formacién de
agregados moleculares y cuantificar exclusivamente la afinidad del farmaco por la
ciclodextrina. Esta afinidad se cuantifico mediante el cambio de absorbancia segun se

muestra en la Figura 17.

Comportamiento de la concentracion de fenbendazol a
distintas concentraciones de -ciclodextrina

1.0000
0.9000
0.8000
0.7000
0.6000
0.5000
0.4000
0.3000
0.2000
0.1000
0.0000

Absorbancia de fenbendazol

0.0000 0.0010 0.0020 0.0030 0.0050 0.0070 0.0100 0.0120
Concentracion de p-ciclodextrina(M)

Figura 18: Comportamiento del fenbendazol a distintas concentraciones de /-

ciclodextrina
El comportamiento que se muestra en la Figura 18 no es similar a un comportamiento
dado segun el diagrama de solubilidad de Higuchi, el cual se estimo6 de ser del tipo AL
para una estequiometria 1:1; por el contrario, esto evidencia que el comportamiento real
puede encajar en una grafica del tipo B, que refleja una estequiometria de grado superior.
Este resultado esta acorde de acuerdo con las investigaciones de Jang-Ha et al (2013)[38].
Las constantes de asociacion calculadas con el método de Benesi-Hildebrand son de 10,9
M1y 1,78 x10° M para una estequiometria 1:1 y 1:2, respectivamente. La grafica de
(AA)? vs 1/p-ciclodextrina para una estequiometria 1:1 (fenbendazol:s-ciclodextrina) se
muestra en la Figura 19 y en la Figura 20 la estequiometria 1:2 (fenbendazol:p-
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ciclodextrina). Aqui se puede observar que las dos estequiometrias se ven favorecidas por
el coeficiente de correlacion al ser similares, pero es importante resaltar que la
estequiometria 1:2 presenta una constante de asociacion relativamente grande
evidenciando que el desplazamiento del equilibrio estaria dado para la constante Kz.».
Sin embargo, la constante de asociacion suele ser sobrestimada por las multiples
asunciones de la ecuacion de Benesi-Hildebrand. Un ejemplo de ellos es el tiempo por el
cual alcanza el equilibrio afectaria en un incremento o disminucion de la pendiente en la
ecuacion (Loftsson, T et al (2003)(2005)) [20][22][37].

Metodo de Benesi-Hildebrand para una estequiometria
1:1 del complejo Fenbendazol-B-ciclodextrina

9.0000

y =0,008x + 0,0871
8.0000 R?=0,9794

7.0000

1.0000

0.0000
0.0000 200.0000 400.0000 600.0000 800.0000 1000.0000 1200.0000

1/B-ciclodextrina (M)

Figura 19: Método de Benesi-Hildebrand para una estequiometria 1:1 del complejo

fenbendazol y S-ciclodextrina.
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Metodo de Benesi-Hildebrand para una estequiometria
1:2 del complejo fenbendazol-B-ciclodextrina

9.0000 y = 7E%x + 1,2888

R*=0,9795
8.0000

7.0000
6.0000

5.0000

1/(A-A0)

4.0000
3.0000
2.0000
1.0000 ©

0.0000
0.000E+00 2.000E+05 4.000E+05 6.000E+05 8.000E+05 1.000E+06 1.200E+06

1/B-ciclodextrina (M)

Figura 20: Método de Benesi-Hildebrand para una estequiometria 1:2 del complejo

fenbendazol y g-ciclodextrina.

6.3. SINTESIS DE LOS COMPLEJOS EN MEDIO ACUOSO

Los compuestos sintetizados en medio acuoso por el método de coprecipitacion
permitieron obtener un aumento de la solubilidad en un rango de 5-9 veces la
solubilidad intrinseca del fenbendazol en medio acuoso, esto representa un aumento
desde 0,28 ug/L hasta 1,6-2,5 pug/L (Tabla 4).

No obstante, se hubiera esperado un aumento de la solubilidad conforme aumenta la
relacién molar de ciclodextrina, tal y como se observo en los diagramas de solubilidad,
este puede deberse a dos hechos reportados por otros autores [45] como es el tiempo
necesario para que el complejo formando alcance el equilibrio y la tecnologia usada

para la preparacion del complejo.
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Tabla 4: Concentracion obtenida de fenbendazol en los complejos sintetizados

CONCENTRACION
SUSTANCIAS mg/ml DEL DE
ANALIZADAS ABSORBANCIA COgMPLEJO FENBENDAZOL
(Hg/mL)
Fenbendazol en agua 0,0089 n.a 0,20
Complejo en relacién 0,1071 1,457 2,47
molar 1:1 agua
Complejo en relacion 0,0673 0,900 1,55
molar 1:2 agua
Complejo en relacién 0,0891 1,400 2,06
molar 1:10 agua

6.4.ESPECTROSCOPIA FT-IR DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS
En las préximas figuras se muestran el espectro FT-IR de (a)g-ciclodextrina, (b)
fenbendazol, (c) mezcla binaria, (d) complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en relacién
molar 1:1 en agua, () complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en relacion molar 1:2 en
agua, (f) complejo fenbendazol:g-ciclodextrina en relacién molar 1:10 en agua, (g)
complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en relacion molar 1:2 en HCl/etanol (1 %), (h)

complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en relacion molar 1:10 en HCl/etanol (1 %).

ESPECTRO FT-IR DE B-CICLODEXTRINA, FENBENDAZOL Y MEZCLA BINARIA (1:1)

{|B-CICLODEXTRINA

2925.T8em-1 1643.21cm1 1334 5oom-1
1415.03cm-1

%T

3291.80cm-1

1020.2Bem-1
357 41cm-1

| [FENBENDAZOL

%T

1
£88.26cm-1

1222.79em-1

964 1619.54cm-1

1265.3Tcm-1 1192.13cm-1

%T

60]
5| (MEZCLA BINARIA

51 T T T T T T —
4000 3500 3000 2500 ’ 2000 1500 1093 15cm-11000 450
cm-

Figura 21: Espectro FT-IR de (a) s-ciclodextrina,(b) fenbendazol y (c) mezcla

1625.87em-1

1022 64cm-1

1885.860m1  4obenacar

binaria.

Las frecuencias mas caracteristicas correspondientes a la p-ciclodextrina son
observadas a 3291.80 cm™, 2925.78 cm™, 1152.03 cm™, 1020.22 cm?, los cuales

corresponden al estiramiento simétrico y asimétrico de v[OH], v[CH2], estiramiento
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[C-O] y a la vibracién del enlace [O-C-H], respectivamente. Mientras que las
frecuencias caracteristicas de fenbendazol son observadas a 3327.57 cm™, 2954.5 an,
1619.54-1582.22 cm, 1439.65 cm™ y 1091.89 cm™ y representan las sefiales del
estiramiento N-H del grupo amida, el estiramiento caracteristico [C-H], el enlace
[C=0] de la porcion del grupo carbamato, estiramiento del doble enlace [C=C] de la
parte aromatica y el estiramiento del enlace [S-C], respectivamente.

En los espectros FT-IR de la Figura 21 se observa particularmente las sefales
correspondientes a fS-ciclodextrina y fenbendazol y que la mezcla binaria preparada
por una simple mezcla de ambas materias primas es la superposicion de ambos
espectros.

En la Figura 22 se compara los espectros de fenbendazol y f-ciclodextrina con el
complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en relacion molar 1:1 sintetizado en medio
acuoso, que resulta en un espectro del complejo muy similar a la de g-ciclodextrina.
Este hecho lo corroboran muchas investigaciones donde afirman que es frecuente
observar la desaparicién o desplazamiento de las sefiales en los espectros FT-IR de los
complejos de ciclodextrina-huésped. No obstante, este hecho también puede deberse
a que la cantidad del farmaco incluido es demasiado baja.

Ante esta problematica, el uso de célculos tedricos puede ayudar a demostrar la
desaparicion de estas sefiales. Sin embargo, son muy pocas las investigaciones
realizadas en este tdpico, pero se menciona el trabajo de Oliveira et al, en el cual
concluyen que la desaparicion de sefiales como las de carbonilo podria deberse a la

interaccion de este con grupos hidroxilo de la S-ciclodextrina. [39].
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ESPECTRO FT-IR DEL COMPLEJO FBZ:BCD (1:1) EN AGUA, B-CICLODEXTRINA'Y FENBENDAZOL
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Figura 22: Espectro FT-IR de (a)p-ciclodextrina, (b) fenbendazol, (d) complejo

fenbendazol:g-ciclodextrina en relacion molar 1:1 en agua.

ESPECTRO FT-IR DE COMPLEJO FBZ:BCD (1:1),COMPLEJO FBZ:BCD (1:2) Y COMPLEJO FBZ:BCD (1:10) EN AGUA
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Figura 23: El espectro FT-IR de (d) complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en relacion

1021.72em1

molar 1:1 en agua, (e) complejo fenbendazol:f-ciclodextrina en relacion
molar 1:2 en agua, (f) complejo fenbendazol:fs-ciclodextrina en relacion

molar 1:10 en agua.
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En las Figura 23 y 24 se observa la comparacion de los cinco complejos sintetizados
en agua en relacion molar 1:1; 1:2 y 1:10, y en medio acido en relacion molar 1:2 y
1:10, con el fin de observar variaciones en sus desplazamientos, lo que se detalla en la
Tabla 5.

Estos desplazamientos son mas notorios para el estiramiento del [O-H] a 3291,8 cm™.
Para los complejos en medio acuoso, se evidencia una disminucion de la frecuencia,
mientras que, para los complejos en medio acido, un aumento de estos. Esta diferencia
se debe precisamente a la presencia de mas interacciones de puente de hidrogeno. Este
comportamiento es también observado para las sefiales a 1152,03 cm™, 1076,74 cm
y 1020,22 cm™ (mostrados en la Tabla 5) pero en menor intensidad. Estas evidencias
sugieren una mejor inclusion del farmaco al interaccionar con una mayor cantidad de
ciclodextrina. Este tipo de desplazamiento de las sefiales de la f-ciclodextrina es

observado en trabajos de Mohan et al [40].

ESPECTRO FT-IR DEL COMPLEJO FBZ:BCD (1:2) Y DEL COMPLEJO FBZ:BCD (1:10) EN MEDIO ACIDO

1644.78cm-1

2925 12em-1 1333.30cm1
3230.32em-1
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50 1076.71

998 44cme1
1022 43em-1

2824 34em1

B 3273 50em1
A0

50)
457
3]
304 LCOMPLEJO FBZBCD (12 1022 28em-1
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Figura 24: El espectro FT-IR de (g) complejo fenbendazol:-ciclodextrina en relacion
molar 1:2 en HCl/etanol (1 %), (h) complejo fenbendazol:f-ciclodextrina

en relacion molar 1:10 en HCl/etanol (1 %).
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Tabla 5: Distribucion de frecuencias caracteristicas de p-ciclodextrina y los

complejos sintetizados.

Longitud de ond =
Grupo RES - ¢ 01.1 2 (cf]il ) Desplazamiento Ad
Funcional BCD Complejo de inclusion
(a) (b) © @ (e) @ | B | © | @@
v[OH]? 3291.,8 | 3293,91 |3306,73|3307,38| 3273,5 |3290,37| 2,11 |14,93(15,58|-18.3|-1,43

v[C-H]? 2925.78| 2922,64 |2925,37|2924,89|2924,34|2925,12| -3,14 |-0,41 |-0.89 | -1,44 | -0,66

S[OHpi]* | 1643.21| 1646,59 | 1644,64|1644,32 | 1638,61|1644,79| 3,38 | 143 | 1.11 | -4,6 | 1,58

8[CCH+OCH +

COHPP 1365.61| 1366,13 | 1366.36| 1365,38 | 1365,96|1366,39| 0,52 | 0,75 |-0,23| 0,35 | 0,78

v[CO + CC] +

S[COHP | 1152:03| 1152,76 | 1152,86|1153,18| 1152,07| 1152,52| 0,73 | 0,83 | 115 | 0.04 | 049

v[CO + CC] +

S[COHp | 1076.74| 1077.08 | 1077.36| 1077,56| 1077,25| 1076,77| 0,34 | 0,62 | 082 | 051 | 0,03

v [CC] + &

[OCH + CCOjp | 102022| 1021,72 | 10226 | 1023,49|1022,28| 1022,49| 1,5 | 2,38 | 3.27 | 2.06 | 2.27

aRef [ 41].
bRef [39 ].

o Flexion
v Estiramiento

(a) complejo fenbendazol:f-ciclodextrina en relacion molar 1:1 en agua, (b) complejo fenbendazol.f-
ciclodextrina en relacion molar 1:2 en agua, (c) complejo fenbendazol:f-ciclodextrina en relacion
molar 1:10 en agua, (d) complejo fenbendazol:f-ciclodextrina en relacion molar 1:2 en HCl/etanol (1
%), (e) complejo fenbendazol.f-ciclodextrina en relacion molar 1:10 en HCl/etanol (1 %).

6.5. ANALISIS POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO Y POR
TERMOGRAVIMETRIA.
Las ciclodextrinas son polvos cristalinos en forma de hidratos, para el caso de la -
ciclodextrina, el agua de constitucion representa el 12 %. De esta forma se observa en
la Figura 25 un pico amplio de naturaleza endotérmica que representa transiciones de
deshidratacion de agua aproximadamente por debajo de los 140 °C, corroborandose
con la sefial TGA una pérdida de masa de 7,1 %. Luego se observa el segundo pico
endotérmico que corresponde al punto de fusién a 311,8 °C, acompariado de otro pico
exotérmico debido a la descomposicion a los 341 °C. Se evidencid con el analisis de

TGA que la pérdida de masa es de alrededor de un 18,82 % comenzando a los 314,7 °C.
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Figura 25: Espectro DSC-TGA de (a)g-ciclodextrina.

La Figura 26 corresponde al farmaco fenbendazol. Es notorio observar el pico
endotérmico de fusién a los 226,9 °C. A su vez se observa un segundo pico a 233,6
°C, el cual podria ser indicativo de un compuesto enantioméricos o polimorfico. Se

corroboré dos veces el ensayo, dando un resultado similar para la materia prima

fenbendazol.
TG 1% DSC /(mW/mg)
Mass Change: -11.56 % lexors
100.00 1
Mass Change: 6.42% [ 5 £
\ .
90.00 - : \
Peak: 226.9 °C, 1.734 mW/mg Lo
Peak: 233.6 °C, 1.637 mW/mg
80.00 1
F1.5
70.00 - F1
F0.5
60.00 1
Area: 221.7 Jig Arsac 85.76 Jig 0
50.00 4 . . . . . . .
50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0
Temperature /°C
Main  2015-08-1110:05 User: User M1 - FBZ ngb-taa

Figura 26: Espectro DSC-TGA de (b) fenbendazol
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A su vez el grado de pureza indicado segun certificacion fue de 98 %. Este resultado
es similar a los encontrados por Moriwaki et al (2008), el cual reporta la presencia de
dos picos endotérmicos para la materia prima albendazol, molécula estructuralmente

parecida a fenbendazol [42].

La Figura 27 pertenece a una mezcla binaria de fenbendazol y f-ciclodextrina, en ella
se observa una superposicion de sefiales, evidenciandose el pico endotérmico de
fenbendazol a 225,8 °C; tres picos endotérmicos a S-ciclodextrina, siendo el primero
correspondiente a la pérdida de agua a una temperatura < 120 °C, el segundo y tercer
pico a 291,4 °C y 308,4 °C como los puntos de fusion de S-ciclodextrina, y el pico
exotérmico de degradacion en los 344,3 °C.

TG /% DSC /(mW/mg)
Mass Change: -4.66 % lexgg
100.00 { = £/
Mass Change: -6.64 %
' F2.5
90.00 4 Mass Change: -6.04 %
2
80.00 1
Peak: 225.8 °C, 1.325 mW/m 15
Peak: 80.3 °C, 0.9254 mW/mg
70.00 - Peak: 291.4 °C, 0.4085 mW/mg 1
Peak: 308.4 °C, 0.5152 mW/mg
60.00 1 +0.5
50.00 | Onset': 2044 °C prea: 115 Jig r0
r-0.5
Peak: 344.3 °C, -0.6458 mW/m o
40.00 Residual Mass: 40.96 % (399.6 °C)
50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0
Maun 2015-09-09 18:13  User: Use Temperature "oc

Figura 27: Espectro DSC-TGA de (c) Mezcla binaria

La Figura 28 pertenece al complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en relacion molar 1:1,
en la cual se observan dos picos endotérmicos caracteristicos. EIl primero pertenece al
proceso de deshidratacion y luego el segundo en 286,9 °C, para después empezar el
proceso de degradacion aproximadamente a los 310 °C y la sefial perteneciente a
fenbendazol desaparece totalmente. En comparacion con la molécula de p-
ciclodextrina, esta tiene un pico endotérmico prominente a los 311 °C, con la presencia
adicional de un pequefio pico endotérmico a los 305 °C; lo cual demuestra una
diferencia notable de aproximadamente 24 °C, diferencidndose de la materia prima.
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De acuerdo a una revision bibliografica del comportamiento de los complejos de
ciclodextrinas por calorimetria diferencia realizado por Takahashi et al. (2012);
concluye que la evidencia de complejacion se da cuando la sefial del farmaco
(huésped) se desplaza o desaparece completamente. Con los resultados obtenidos, se
evidencia la complejacién por la desaparicion de la sefial de la molécula de
fenbendazol, ademas la sefial se diferencia a la de la ciclodextrina al desplazarse a una

menor temperatura de fusion menor a la de la ciclodextrina.

TG /% DSC /(mW/mg)
Mass Change: -12.40 % 1 exq
100.00 ++
x Onset*: 290.8 °C L6
80.00 < .
Mass Change: -64.00 %
Peak: 286.9 °C, 0.1153 mW/mg
60.00 - Peak: 220.8 °C, 0.1259 mW/mg Lo
A \ Resiyjual Mass: 23.67 % (399.6 °C
40.00 1 C ' 0
L2
20.00 1 Area: 3.26 Jig
L4
0.00 4 ‘ . i . . i .
50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0
Main 2015-08-17 09:50 User: User Temperaturej c M2 - Complex 1 1 Agua - 2.ngb-tas

Figura 28: Espectro DSC-TGA de (d) Complejo fenbendazol:s-ciclodextrina (1:1) en

agua

En la Figura 29 se observa las sefiales DSC y TGA del complejo fenbendazol:p-
ciclodextrina en relacién molar 1:2 en medio acuoso, el cual tiene un comportamiento
similar al complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en relacion molar 1:1 y el segundo
pico endotérmico esta a los 286,2 °C, mientras que el pico exotérmico a los 308 °C. Y
la Figura 30 es una superposicion de las sefiales caracteristicas de la p-ciclodextrina,
fenbendazol, mezcla binaria y del complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en relacion
molar 1:1 en medio acuoso; evidenciandose los desplazamientos del complejo y

comportamiento diferente a las materias primas y mezcla binaria.
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Figura 29: Espectro DSC-TGA de (d) Complejo fenbendazol:s-ciclodextrina en

relacion molar 1:2 en agua
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Figura 30: Espectro DSC-TGA de (a) g-ciclodextrina, (b) fenbendazol, (c) mezcla
binaria (d) complejo fenbendazol:p-ciclodextrina en relacién molar 1:1
en agua.
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6.6. CALCULOS DE MECANICA CUANTICA

La insercion del farmaco fenbendazol en la cavidad de la g-ciclodextrina fue investigado
por célculos de mecénica cuantica con el uso del programa Gaussian 09 Rev.D.01, el cual
permitio realizar célculos de optimizacion geomeétrica y de singlepoint para obtener las
energias asociadas de los conformeros estudiados. Las moléculas de partida se optimizaron
con el semiempirico PM6 (Figura 15) y la relacion energética encontrada para las
orientaciones A y B (Figuras 31 y 32) establecen que para la orientacion A se tiene 3
conformeros favorecidos energéticamente (conférmeros 3,4 y 12) con un valor de energia
de complejacion de -13,3 kcal/mol, mientras que para la orientacion B, se tiene 2

conférmeros (conférmeros 13 y14) con una energia de complejacion de -19,7 kcal/mol.

El cambio de la energia de complejacion a valores mucho mas negativos indica una
inclusion més favorable. Asi, la orientacion B se encuentra favorecida energéticamente con

una diferencia energética entre la orientacion A de 6,4 kcal/mol.

ENERGIAS DE COMPLEJACION DE FBZ:BCD (1:1) A DIFERENTES
POSICIONES EN EL EJE Z- ORIENTACION A

=]
[=]
a

8

nymo]:}

8

AEKC
8

g

-10.00

Coordenada de reaccion (&)

Figura 31: Energias de complejacion de fenbendazol:fs-ciclodextrina (1:1) a diferentes

posiciones en el eje Z (coordenada de reaccion) para la orientacion A a un

nivel del PM6
Nota: * Se indica que el calculo realizado tiene restriccion de coordenadas tanto para el fenbendazol y -

ciclodextrina
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ENERGIAS DE COMPLEJACION DE FBZ:BCD (1:1) ADIFERENTES
POSICIONES EN EL EJE Z- ORIENTACION B

Coordenada de reaccion ()

Figura 32: Energias de complejacion de fenbendazol:s-ciclodextrina (1:1) a diferentes
posiciones en el eje Z (coordenada de reaccion) para la orientacion B a un
nivel de PM6

Nota: * Se indica que el calculo realizado tiene restriccion de coordenadas tanto para el fenbendazol y -
ciclodextrina

Antes de examinar la naturaleza de inclusion de los conférmeros considerados de menor
energia, se debe tener en cuenta qué beneficios y limitaciones posee este nivel de calculo.
El método semiempirico PM6 (ver el apartado 3.7.1.1) est4 parametrizado para ciertos tipos
de atomos al usar valores experimentales previos para sus calculos de energia. La ventaja
real es que debido a que la parte de dos electrones del hamiltoniano no esta incluida
explicitamente en los calculos. Por ende, el sistema se simplifica enormemente y el tiempo
de célculo también. No obstante, esta simplificacion, disminuye la precision en el calculo.
En esta tesis, este calculo permitio realizar un scan de la superficie potencial de una manera
rapida, el uso de estos métodos es muy util para realizar primeras investigaciones del

sistema a estudiar.

Para aumentar el nivel de precision de los calculos, se considerd realizar una optimizacién
geométrica con el método DFT vy el funcional B3LYP/6-31G; con este método se resuelve
la Ecuacién de Schrodinger basandose en la densidad electrénica de la molécula y no en la
funcién de onda como los métodos de Hartree-Fock.

En las Figuras 33 y 34 se encuentra el perfil de energia potencial para las dos orientaciones
consideradas con el funcional B3LYP/6-31G, obteniéndose para la orientacion A un
conformero favorecido energéticamente (conférmero 11) y para la orientacion B se observd

4 conférmeros favorecidos energéticamente (conférmeros 14, 15, 16 y 17). Los resultados
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en terminos de energia de complejacion sugieren que la orientacion B esta favorecida sobre
la A con una diferencia energética de 6,4 kcal/mol, teniendo correlacion con los célculos a
un nivel PM6.

ENERGIAS DE COMPLEJACION DE FBZ:BCD (1:1) ADIFERENTES
POSICIONES EN EL EJE Z- ORIENTACION A

5.0

3o
%D.D w_/—/‘/
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. 17.8 143

B 0.0 125 182
=

5.0-2 1 0

1 3.3
-10.0 2 3 e
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7.0 Ers El—__——__-_ﬂ 6

Coordenada de reaccion (4)

Figura 33: Energias de complejacion de fenbendazol:s-ciclodextrina (1:1) a diferentes
posiciones en el eje Z (coordenada de reaccion) para la orientacion A a un
nivel de B3LYP/6-31G

Nota: * Se indica que el calculo realizado tiene restriccion de coordenadas tanto para el fenbendazol y -

ciclodextrina

ENERGIAS DE COMPLEJACION DE FBZ:BCD (1:1) A DIFERENTES
POSICIONES EN EL EJE Z- ORIENTACION B
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Figura 34: Energias de Complejacion de fenbendazol:f-ciclodextrina (1:1) a diferentes
posiciones en el eje Z (coordenada de reaccion) para la orientacion B a un
nivel de B3LYP/6-31G

Nota: * Se indica que el calculo realizado tiene restriccion de coordenadas tanto para el fenbendazol y S-
ciclodextrina
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Tabla 6: Conformeros de menor energia a diferentes niveles de teoria sin restriccion

alguna para las orientaciones Ay B

Nivel de Teoria del Semiempirico PM6 DFT B3LYP76-31G
calculo

ORIENTACION A Conformeros 3,4y 11, 12 Conférmero 11

ORIENTACION B Conformeros 13y 14 Conférmeros 14, 15, 16, 17

Nota: ver anexos

Al analizar las conformaciones obtenidas de menor energia para las orientaciones Ay B
(Figura 35), se observa que en la orientacion A, la inclusion es por la parte aromética de la
molécula de fenbendazol, especificamente por el grupo tiobencil. Ademas, la naturaleza no
lineal del huésped favorece una inclusion parcial de la molécula. En la orientaciéon B se
observa que la inclusion por parte del grupo carbamato es favorecida, pero ademas se tiene
que esta conformacion es mas favorable cuando se aleja del centro de la g-ciclodextrina,

guedando también parcialmente incluida.

Sin embargo, estudios que fueron realizados en los Gltimos afios por Kruse et al, establecen
que las interacciones intermoleculares juegan un rol muy importante en la estabilizacion
de este tipo de complejos y ademas indican que una de las debilidades del funcional
B3LYP/6-31G es que no considera fuerzas de dispersion, ni de van der Waals, ni las de
largo alcance. Debido a esto se ensayo6 con funcionales que incluyan estas fuerzas como lo
es el de Grimme DFT-D3y de Truhlar M05-2X [43].

En la Tabla 6 se describe las energias de complejacion determinadas con un célculo Unico
(single point) de energia con los funcionales de Grimme y Truhlar de las conformaciones
optimizadas previamente, se evidencié que la orientacion A se encontraba favorecida
energéticamente por una diferencia de 1,6 kcal/mol para el funcional de Grimme; y de 0,9
kcal/mol para el funcional de Truhlar. Los resultados obtenidos sugieren que, en medio
gaseoso, la orientacion A estd ligeramente méas favorecida que la orientacion B, en
contradiccion a los célculos anteriores con el funciénal B3LYP/6-31G. Esta postura
finalmente obtenida se corrobora con los resultados por otros grupos de investigacién como

el de Kruse et al, Antony et al, Chen et al, por el cual describen que la correccion de la
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dispersion por estos funcionales da un mejor performance de las caracteristicas
termoquimicas de estos complejos [44][45][46].

Figura 35: Estructura de los complejos fenbendazol:s-ciclodextrina (1:1) optimizados con el nivel
B3LYP/6-31G para la orientacion A (parte superior) y orientacion B (parte inferior).
Vista frontal (parte izquierda) y vista lateral (parte derecha).
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Tabla 7: Energias de complejacion a distintos niveles de teoria para el complejo
fenbendazol:p-ciclodextrina (1:1) en medio gaseoso.

Nivel de teoriadel | DFT B3LYP/6-31G | DFT B3LYP/6- MO5-2x/6-
, 31+G**-D3 31+G**
calculo keal/mol
(keal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
(a) (b)
ORIENTACION A 110,66 2445 1447

Conformero 11
ORIENTACION B -17,09 -22,84 -13,60
Conformero 16

ORIENTACION C -110,23 10800 -

Nota: Los calculos con los funcionales de Grimme (a) y de Truhlar (b) fueron realizar con un single point

(ver Anexos)

La Tabla 7 corrobora los resultados obtenidos en medio gaseosos, la orientacion A adquiere
una energia de complejacién mas negativa por ende mas probable de formacion en medio
acuoso, con una diferencia energética de 4,9 kcal/mol y 2,75 kcal/mol para los funcionales
de Grimme y Truhlar. También se puede observar que la orientacion C (estequiometria 1:2)
posee una energia de complejacion mas favorable que las demas orientaciones con -110,23

kcal/mol.

Tabla 8: Energias de complejacion a distintos niveles de teoria para el complejo 4

ciclodextrina: fenbendazol (1:1) en medio acuoso.

DFT B3LYP/6- MO5-2x/6-
Nivel de Teoria del calculo 31+G**-D3 31+G**
(kcal/mol) (kcal/mol)
ORIENTACION A
-22’6 '12,31
Conférmero 11
ORIENTACION B
-17,69 9,56

Conférmero 16

Nota: Los célculos con los funcionales de Grimme y de Truhlar fueron realizar con un single point
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6.7.CALCULOS DE MECANICA MOLECULAR

Los célculos de dinamica molecular fueron realizados con el programa Ambertools 15, el
cual permitio realizar simulaciones de las estructuras de S-ciclodextrina y fenbendazol en
relacion estequiométrica 1:1 y se obtuvo que la orientacion A era favorecida sobre la B
por ocurrir espontdneamente. Esto se evidencia en la Figura 34, en la cual se extrajeron
fotografias de las estructuras del complejo durante una simulacion de 11 ns.

Se observa que en el proceso de inclusion por la parte del grupo tiobencil se da a partir de
los 700 ps, manteniéndose de esta manera hasta alcanzar los 11 ns de simulacion Esto
confirma el célculo energético obtenido por mecanica cuantica con el funcional DFT-D3
y M05-2X, los cuales consideran las fuerzas de dispersion para el complejo fenbendazol: -
ciclodextrina.

En la orientacion B considerada por calculos de mecanica cuantica, por el cual la inclusion
se daba por el grupo carbamato, no se observo en ningin momento de la simulacién ni
tampoco en subsecuentes simulaciones.

La estequiometria 1:2 se teste6 también con célculos de mecéanica molecular. Sin embargo,
aun no se logré observar la total inclusion con la segunda ciclodextrina. Esto podria
requerir mas tiempo de simulacion o estudios méas especificos de otras conformaciones
con estequiometria 1:2. No obstante, se calcul6 la energia libre de union de este célculo
con las aproximaciones de MM-PBSA para predecir su energética en relacion a la

orientacione A (ver apartado 10.2).

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T gx_:_\éELl}gIBAD

DEL PERU

4 ns 8 ns 10 ns

Figura 36: Estructuras del complejo fenbendazol:g-ciclodextrina (1:1) obtenidos para
alcanzar la orientacion A desde los Ons hasta los 10 ns

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP 32-}‘65;_'}?;?‘“0

DEL PERU

6.7.1. ESTABILIDAD DEL SISTEMA

Para obtener alguna informacion acerca de la estabilidad del sistema despues del
proceso de equilibracion del complejo de inclusion, se calculd la desviacion cuadrética
media (RMSD) relativa a la estructura inicial para todos los atomos del complejo, S-
ciclodextrina y fenbendazol. Esto fue calculado a lo largo de la simulacion de las
orientaciones A (11 ns) y C (17 ns) usando el modulo Cpptraj del programa
AmberTools 2015.

Las graficas del RMSD para estos sistemas se muestran en la Figura 37. En las
orientaciones A, y C, los valores de RMSD de los ultimos 5 ns de simulacion para el
complejo (azul), p-ciclodextrina (marron) y fenbendazol (negro) fueron encontrados
hasta ~3,5 A; ~2,5 A y ~2,0 A respectivamente para la orientacion A. Para la
orientacion C valores para el complejo, -ciclodextrina y fenbendazol de ~4 A; ~4 A

y ~2 A respectivamente.

Se tiene en consideracion que valores bajos de RMSD (hasta 2 A) son considerados
como sistemas estables y de alta calidad de reproduccién, pero también va a depender
de la naturaleza del sistema. En este caso existen dos variables delimitantes a
considerar. Una de ellas es el tiempo de simulacion considerado. A pesar de ser un
sistema pequefio, el tiempo de calculo por cada nanosegundo con las condiciones que
ofrece el servidor Legion requiere aproximadamente 50 horas de calculo por
nanosegundo. Se estima que para la total estabilizacion del sistema requiera mayor
tiempo de simulacion con ~30 ns como minimo. La segunda variable a considerar, que
afecta a la orientacion C, es que en este sistema se considera dos moléculas de
ciclodextrina, las cuales aumentan el grado de variabilidad de la estructura inicial de

partida en comparacion con las otras orientaciones consideradas.
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Figura 37: Grafica de RMSD para el complejo fenbendazol:g-ciclodextrina, el ligando

fenbendazol, la ciclodextrina para la orientacion Ay C
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6.7.2. ENERGIA LIBRE DE UNION DEL COMPLEJO FENBENDAZOL:S-
CICLODEXTRINA

El aproximamiento MM-PBSA es el célculo para estimar la energia libre de union.
Este método combina las energias de mecanica molecular con los céalculos de
solvatacion. Con el fin de calcular la distribucion electrostatica de la energia libre de
solvatacion con una solucion numérica, se aplicaron los métodos de Poisson-
Boltzmann (PB) del programa AmberTools. Se extrajeron 200 fotografias de la fase
de produccion en cada sistema y fueron usadas para los calculos de energia libre. En
la Tabla 9 se tiene la energia libre de union (AG) y otras energias de contribucion.
Las estructuras consideradas para estos céalculos se muestran a continuacion en la
Figuras 38 - 40.

Figura 38: Estructura del complejo fenbendazol:s-ciclodextrina (1:1) de més baja

energia en medio acuoso obtenidos en 10 ns de simulacién
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Charged (negative) Polar Distance — Salt bridge
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Glycine Water * H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site Metal coordination

J Metal X Hydration site (displaced) »— Pi-Pistacking

Figura 39: Representacién esquematica de la interaccion del fenbendazol y pg-

ciclodextrina de mas baja energia en medio acuoso en 11 ns de simulacion

Figura 40: Estructura del complejo de fenbendazol:s-ciclodextrina (1:2) de la

orientacién C

Segun la Tabla 9, la orientacion C es la que se encuentra favorecida energéticamente
con -22,6 kcal/mol, mientras que después prosigue la orientacion A con -16,43
kcal/mol. Estos resultados se corroboran con la parte cuantica previamente descrita,

reforzando la hipdtesis de la formacidn de un complejo 1:2 para este sistema. Ademas,
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se observa como las fuerzas electrostaticas y de van der Waals toman un papel
importante en la estabilizacion de estos complejos de inclusion. Estas fuerzas se
consideraron también en los calculos mecano-cuanticos con los funcionales de Truhlar
y Grimme.

Tabla 9: Energias libre de union (kcal/mol) con la aproximacion de MM-PBSA del
sistema de fenbendazol:f-ciclodextrina

orientacion A orientacion C
Contribucion MEAN STD MEAN STD
Energética

ELE -7,05 48 -7,41 2,41
VDW -24,52 1,38 -32,64 2,48

INT 0 0 0 0
GAS -31,58 5,39 -40,05 3,74
PBSUR -2,47 0,12 -2,74 0,13
PBCAL 17,62 4,9 22,2 2,88
PBSOL 15,15 4,79 19,46 2,79
PBELE 10,57 1,6 14,79 2,16
PBTOT -16,43 1,77 -20,6 2,36

Donde AFEg.e es la energia electrostdtica calculada por el campo de fuerza, AEvpw
es la contribucién de van der Waals calculada por MM, GAS es la energia total en
fase gas (suma de ELE, VDW, INT), PBSUR es la contribucion no polar para la
energia libre de solvatacion calculada por un modelo empirico, PBCAL, es la
contribucion electrostatica a la energia libre de solvatacién calculada por PB,
PBSOL es la sumatoria de las contribuciones polares o no polares, PBELE es la
suma de la contribucion electrostatica de la energia libre de solvatacion y de la
MM, PBTOTAL es la estimacion final de la energia libre de union calculada
(kcal/mol).

La Figura 39 muestra la posible interaccion del fenbendazol y g-ciclodextrina en la
orientacion A en medio acuoso. Se evidencia la formacién de un puente de hidrégeno
entre el atomo de nitrégeno del heterociclo del fenbendazol y un residuo de la -
ciclodextrina, ademéas de la interaccion con el solvente a través de puentes de
hidrogeno con el 4&omo de oxigeno del grupo carbamato y el segundo &tomo de
nitrogeno del heterociclo, tal y como se observa en la Figura 36.
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7. CONCLUSIONES

En base a los resultados presentados en la presente investigacion se concluye lo siguiente:

e Se logro sintetizar los complejos de inclusion en medio acuoso lograndose aumentar
la solubilidad del fenbendazol hasta 2,5 pug/mL.

e Los resultados por espectroscopia UV/Vis indican un claro efecto solubilizante de la
[-ciclodextrina sobre el fenbendazol, obteniéndose un aumento de solubilidad hasta
29,9 pg/mL con 15 mM de p-ciclodextrina y tomando en consideracion el
comportamiento del fenbendazol a concentraciones diluidas, se considera un
diagrama de solubilidad de tipo B.

e El célculo de la constante aparente de estabilidad (Ks) fue de 1,9 x 10* M. Esto
refleja que la interaccion del fenbendazol con la ciclodextrina tiene un grado de
estabilidad moderada a fuerte. Sin embargo, este valor solo es un estimativo debido
a que la ecuacion de Higuchi — Connors no brinda una confiabilidad exacta para
farmacos con una solubilidad intrinseca menor a 1 mg/mL.

e La constante de asociacion calculada por el método de Benesi-Hildebrand es de 10,9
M7y 1,78 x10° M? para una estequiometria 1:1 y 1:2, respectivamente, no
mostrando una selectividad por alguna estequiometria propuesta.

e Los espectros FT-IR y los termogramas DSC-TGA de los complejos se evidencian
como una superposicion de las sefiales de la p-ciclodextrina, desapareciendo
completamente las sefiales caracteristicas del fenbendazol. Estos fendmenos ocurren
y son descritos en la literatura como evidencia de complejacion.

e Los calculos de mecéanica cuantica obtenidos con el programa Gaussian 09 Rev.D.01
permitieron dilucidar el fenomeno de inclusién del fenbendazol con la p-
ciclodextrina, obteniéndose que el grupo tiobencil es el méas favorecido
energéticamente para incluirse en la cavidad de la g-ciclodextrina . A su vez se
obtuvo que las fuerzas de dispersion juegan un papel clave en la estabilizacion del
complejo de inclusion. Los calculos con los funcionales DFT-D3 y M05-2X
permitieron describir este fendmeno. La diferencia energética de la orientacion A
sobre la B fue del,61 kcal/mol y 0,87 kcal/mol en medio gaseoso y de 4,9 kcal/mol
y 2,5 kcal/mol en medio acuoso con los funcionales de Grimme y Truhlar
respectivamente. Ademas, los célculos para la orientacion C con el funcional

B3LYP/6-31G sugieren que la inclusion del complejo fenbendazol:s-ciclodextrina

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP | gz_}\gﬁgﬁmo

DEL PERU

es mas favorecida para una estequiometria 1:2, lo cual se ratificé con los célculos de
mecénica molecular.

e Los calculos de mecanica molecular obtenidos con el programa AmberTools 15,
corroboran los resultados obtenidos por mecanica cuéntica, obteniéndose que la
orientacion A se ve favorecida espontaneamente en un medio acuoso, y observandose
el proceso de inclusién a los 700 ps de simulacion. La orientacion B no se observé
en ninguna simulacion realizada.

e La energética de la orientacion C como un indicativo de la estequiometria 1:2
(fenbendazol:p-ciclodextrina) se demostr6 con los calculos de MM-PBSA,
estimando que la energia libre de union para esta orientacion fue de -20,60 kcal/mol,
con una diferencia energética de 4,17 kcal/mol por encima de la orientacion A

(complejo 1:1).

8. RECOMENDACIONES

Segun las conclusiones anteriores, se recomienda lo siguiente:

e Continuar estudios del fendmeno de inclusion con el uso de RMN para
mediciones de distancias de protones de la g-ciclodextrina y fenbendazol,
mediante analisis de ROESY-2D y COSY-2D.

e Examinar el proceso de inclusion considerando el medio acido, o algun otro
medio que beneficie la inclusion. Asimismo, verificar la estabilidad del
complejo en un medio organico como el DMSO.

e Considerar en proximos estudios la adicion de un tercer compuesto para
aumentar la disgregacion del fenbendazol. Actualmente los estudios con
ciclodextrinas consideran compuestos ternarios que mejoran la formulacion
de compuestos insolubles.

e Continuar los estudios de mecanica molecular hasta obtener un RMSD menor

a2 A. Se estima aumentar el tiempo de simulacion hasta unos 60 ns.
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Tabla 10: Optimizacion de energia y calculos singlepoint de las moléculas de partida en el vacio.

ANEXOS
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DEL PERU

SINGLEPOINT
MOLECULAS | OPTIMIZACION | OPTIMIZACION | DFT B3LYP/6- S”T'\AGO'%'_EZ';%'_NT

DE PARTIDA PM6 B3LYP/6-31G 31+G**-D3
31+G** (HT)

(HT)
R-

CICLODEXTRINA -2.51287403 -4273.956397 -4275.906263 -4275.16809
FENBENDAZOL -0.01214372 -1292.069963 -1292.485128 -1292.29221
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Tabla 11: Optimizacion de energia de los conférmeros generados para la orientacion A con el semiempirico PM6 en el vacio.

ORIENTACION A | OPTIMIZACION ]
CONFORMEROs | (PISTANCIAEN A DE ENERGIA ENERGIADE | REOPTIMIZACION | ENERGIA DE
CONSIDERADOS DESDE LOS PM6 COMPLEJACION PM6 SIN COMPLEJACION
ATOMOS DE RESTRAINT (Kcal/mol) RESTRAINT (HT) (Kcal/mol)
REFERENCIA) (HT)
1 -5 -2.52656031 -1.0 -2.52954259 2.8
2 -4 -2.52535947 -0.2 -2.53148847 -4.1
3 -3 -2.52054064 2.8 -2.54614823 -13.3
4 -2 -2.52900457 25 -2.54614813 -13.3
5 -1 -2.53802953 -8.2 -2.54184246 -10.6
6 0.5 -2.53224626 -45 -2.54126348 -10.2
7 1 -2.53127059 -3.9 -2.53703144 75
8 2 -2.53105012 -3.8 -2.54373341 -11.7
9 3 -2.53287423 -4.9 -2.54598774 -13.2
10 4 -2.53845666 -8.4 -2.54469525 -12.3
11 5 -2.54003087 9.4 -2.54444503 -12.2
12 6 -2.53183852 -4.3 -2.54618929 -13.3
13 7 -2.53130744 -39 -2.54132971 -10.2
14 8 -2.52905827 25 -2.54006064 9.4
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Tabla 12: Optimizacion de energia de los conférmeros generados para la orientacion B con el semiempirico PM6 en el vacio.
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WTENERR
< | PONTIFICIA
%
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DEL PERU

ORIENTACION

OPTIMIZACION

B (DISTANCIA | “h e ENERGIA ENERGIADE | REOPTIMIZACION ENERGIA DE
CONFORMEROS | EN A DESDE - -
CONSIDERADOS | LOS ATOMOS PM6 COMPLEJACION PM6 SIN COMPLEJACION

DE RESTRAINT (Kcal/mol) RESTRAINT (HT) (Kcal/mol)

REFERENCIA) (HT)

1 -6 -2.52214 1.8 -2.5271020 13
2 -5 -2.52720 -14 -2.5359995 -6.9
3 -4 -2.53462 -6.0 -2.5359995 -6.9
4 -3 -2.53202 -4.4 -2.5367823 7.4
5 -2 -2.52777 1.7 -2.5327131 -4.8
6 -1 -2.52460 0.3 -2.5340835 -5.7
7 0.1 -2.52691 12 -2.5454210 -12.8
8 1 -2.53291 -5.0 -2.5464039 -13.4
9 2 -2.53265 -4.8 -2.5456561 -13.0
10 3 -2.53585 -6.8 -2.5441545 -12.0
11 4 -2.53993 9.4 -2.5441545 -12.0
12 5 -2.54441 It -2.5535257 -17.9
13 6 -2.54955 -15.4 -2.5563721 -19.7
14 7 -2.54802 -14.4 -2.5563722 -19.7
15 8 -2.54375 -11.8 -2.5476001 -14.2
16 9 -2.54287 -11.2 -2.5447263 -12.4
17 10 -2.53834 -8.4 -2.5483690 -14.7
18 11 -2.53064 -35 -2.5424618 -10.9
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Tabla 13: Optimizacion de energia de los conférmeros generados para la orientacion A con el funcional B3lyp/6-31G en el

vacio.
OPTIMIZACION
ORIENTACIONA | DE ENERGIA REOPTIMIZACION
CONFORMEROS | (DISTANCIAENA | DFT B3LYP/6- COE,\NAEES//:‘CDEN DE ENERGIA DFT Cg,\'\/'IEESJ'QC?I%N
CONSIDERADOS DESDE LOS 31G Sidealimol B3LYP/6-31G SIN camol
ATOMOS DE RESTRAINT RESTRAINT (HT)
REFERENCIA) (HT)
4 2 5565.986604 24.95
5 1 5565.99086 2228
7 1 -5566.003538 14.32
8 2 5566.006419 12,51
9 3 5565.997294 18.24 -5566.011707 9.20
10 4 15566.021071 332 -5566.0427 110.25
11 5 -5566.03747 6.97 -5566.043347 -10.66
12 6 5566.033639 457 5566.039659 -8.34
14 8 5566.029356 -1.88
15 9 -5566.030505 -2.60
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Tabla 14: Optimizacion de energia de los conférmeros generados para la orientacion B con el funcional B3lyp/6-31G en el
vacio.

ORIENTACION | OPTIMIZACION ]
B (DISTANCIA | DE ENERGIA REOPTIMIZACION
CONFORMEROS E(N ADESDE | DFT B3LYP/6- COE,\'\/'“EFESQCDI%N DE ENERGIA DFT CC%E?%QS%N
CONSIDERADOS | LOS ATOMOS 31G Keainoh B3LYP76-31G SIN eammol
DE RESTRAINT RESTRAINT (HT)
REFERENCIA) (HT)
8 1 -5566.021526 3.0 -5566.030425 22550
9 2 15566.032013 35
10 3 1556603577 59 '5566.049016 114216
11 4 -5566.029874 22 -5566.03856 7.655
12 5 -5566.039563 83
13 6 -5566.033378 44 -5566.040843 29,088
14 7 -5566.028627 14 15566.053594 -17.089
15 8 -5566.040035 8.6 -5566.053596 217.090
16 9 15566.050348 151 -5566.053598 217.092
17 10 -5566.048034 113.6 -5566.053595 217.090
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Tabla 15: Calculo de energia del tipo singlepoint de los conformeros generados para la orientacion A con los funcionales de
Grimme y de Truhlar en el vacio.

ORIENTACION
A (DISTANCIA ENiFEG'A
CONFORMEROS EN A DESDE SINGLEPOINT ENERGIA DE SINGLEPOINT ENERGIA DE
CONSIDERADOS | LOS ATOMOs | COMPLEJ | pET B3LYP/6- | COMPLEJACION MO5-2x/6- COMPLEJACION
DE ACION | 31+G**-D3 (HT) (Kcal/mol) 31+G** (HT) (Kcal/mol)
REFERENCIA) | (Kealimol)
9 3 9.20
10 4 -10.25
11 5 -10.66 _5568.430354 -24.449 | -5567.483352 | -14.466
12 6 8.34

Tabla 16: Calculo de energia del tipo singlepoint de los conférmeros generados para la orientacion B con los funcionales de
Grimme y de Truhlar en el vacio.

ORIENTACION
B (DISTANCIA | SINGLEPOINT | o\ eosiADE | SINGLEPOINT | ENERGIA DE
CONFORMEROS | ENADESDE | DFTB3LYP/6- | ovio) EIaciON | MO5-2x/6- | COMPLEJACION
CONSIDERADOS | LOS ATOMOS | 31+G**.D3
(Kcal/mol) 31+G** (HT) (Kcal/mol)
DE (HT)
REFERENCIA)
15 8 -5568.4277908 2228405
16 9 -5568.4277963 2228439 '5567.481976 113.6025
17 10 5568.4277909 -22.8405
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