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INTRODUCCION

El isoxicam es un analgésico no esteroideo (AINEs), destaca ya que en
comparacion con otros como naproxeno o sudoxicam, el isoxicam posee un efecto
prolongado en su actividad antiinflamatoria; no obstante de la familia de los oxicams
no es comercializado para uso farmacéutico debido a la baja solubilidad que
presenta.

Ante la desventaja ya mencionada, el uso de agentes complejantes como las
ciclodextrinas, en particular la 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (por ser mas soluble
respecto a otras ciclodextrinas) para la formacion de complejos de inclusién, ofrece
una alternativa para aumentar la solubilidad de este tipo de farmacos y asi fomentar

su usol-8l,

Actualmente se han reportado diversos estudios de complejos de inclusién con otros
AINEs como tenoxicam, piroxicam, meloxicam, entre otros, sin embargo no se ha
encontrado nada reportado en la literatura acerca de complejos de inclusion con

isoxicam.

Dar a conocer la existencia de complejos de inclusion de isoxicam con
ciclodextrinas, asi como algunas de sus propiedades como: constantes de
equilibrio, estequiometria, angulo de rotacion, conductividad, entre otras, puede ser
de gran utilidad para que en un futuro se convierta en un analgésico competitivo

como lo son piroxicam, tenoxicam, meloxicam, por mencionar algunos®-19,

La evaluacion de los complejos de inclusion requiere diferentes métodos de analisis,
los cuales se basan en la deteccion de cualquier variacién fisica o quimica,
consecuencia de la formacién del complejo de inclusién entre el farmaco (huésped)

y la ciclodextrina (anfitrién).

De las técnicas para determinar las propiedades de los complejos de inclusién se
encuentra la espectroscopia UV/Vis la cual es econdmica, rapida y muy utilizada

para conocer la relacion huésped-anfitrion de los complejos de inclusion.
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Sin embargo, existen técnicas muy utiles y confiables como son la polarimetria y la
conductimetria, que en esta Ultima década han cobrado importancia, ya que han
demostrado ofrecer informacién termodinamica y estructural de los complejos

formados; ademas de ser técnicas simples, rapidas y econémicas!1-13],
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES TEORICOS
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1.1 OXICAMS

Los oxicams son un grupo de farmacos antinflamatorios no esteroideos también
conocidos como AINEs (Antinflamatorios no esteroideos) o por sus siglas en inglés
como NSAIDs (Nonsteroidal anti-inflammatory drugs); dentro de este grupo se
encuentra el tenoxicam, piroxicam, meloxicam, isoxicam, entre los mas

relevantes®4,

En general, la familia de oxicams poseen una estructura tautomérica de ceto-enol;
cuyo nombre segun las reglas de la IUPAC es 4-hidroxi-1,2-benzotiazina-3-
carboxamida (figura 1.1), por lo que son llamados también como enol-

carboxamidas.

Esta familia de farmacos, tienen valores de pKa que oscilan entre 3y 7, enlaces T;

asi como uno o mas heteroatomos en su estructura 571,

Debido a las propiedades de los oxicams ya descritas, para su estudio se utilizan
diversas técnicas analiticas, entre las que incluyen espectrofotometria, polarimetria,
voltamperometria, cromatografia, potenciometria, resonancia magnética nuclear
RMN, cristalografia, entre otras; sin olvidar que también han sido ampliamente

estudiados mediante métodos de modelacién molecular.
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Figura 1.1. Estructura quimica general de un Oxicam!?.

El isoxicam (4-hidroxi-2-metil-N-[5-metil-3-isoxolyl-2H-1,2-benzotiazin-3-
carboxamida 1,1 diéxido]) (figura 1.2) es un farmaco perteneciente a los oxicams;
este tipo de farmacos son muy conocidos por sus propiedades antinflamatorias,

analgésicas y antipiréticas 89,

Los AINEs a nivel mundial se utilizan principalmente para combatir el dolor ante
enfermedades como artritis, diferentes tipos de cancer y condiciones
postoperatorias. De este grupo, el isoxicam es muy importante ya que posee
actividad prolongada ante situaciones de inflamacién, por otra parte provoca menor
efecto ulcerogénico y toxico, teniendo asi una indicacién terapéutica superior

comparada con otros AINEs como naproxeno o sudoxicam.

No obstante, pese a las ventajas que ofrece el uso de isoxicam, este posee una
solubilidad mucho menor comparada a la de otros AINES, por lo cual actualmente

no se comercializa para uso farmacéuticol*-1%,
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Figura 1.2. Férmula desarrollada del isoxicam!”].

1.2. CICLODEXTRINAS

Los macrociclos conocidos como ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos
unidos por subunidades de glucopiranosa, obtenidas por la degradacién del almidén

por la enzima ciclodextrina glucosiltransferasalt-12l,

Histéricamente las ciclodextrinas no son compuestos recientes, pues desde 1891
Villesr ya habia trabajado con estos compuestos; sin embargo, hasta 1903
Shardinger caracteriz6 y estudié concretamente algunos compuestos de la familia
de las ciclodextrinas. Para la década de los 50s” a nivel mundial surgioé un auge en

cuanto a su estudio y empleo debido a sus aplicaciones farmaceéuticas.

A pesar de que ya pasaron mas de cien afios de su descubrimiento, en la actualidad

se siguen encontrando nuevas propiedades y aplicaciones de las ciclodextrinas!*3
16]

De acuerdo al numero de unidades de glucopiranosa, las CDs se clasifican en: a-
ciclodextrina (a-CD, ciclohexilamilosa, con 6 unidades de glucopiranosa), B-
ciclodextrina (B-CD, cicloheptamilosa, con 7 unidades de glucopiranosa), y y-

ciclodextrina (y-CD, octamilosa, 8 unidades de glucopiranosa).
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Las CDs tienen forma de cono truncado debido a la conformacion de silla en sus
unidades de glucopiranosa, poseen una estructura tridimensional caracterizada por

una superficie exterior hidréfila y una cavidad interna hidrofoba como se observa en

la figura 1.3.

a) b)

O v

OH

Figura 1.3. a) Estructura bidimensional de la 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina b)
Esquema tridimensional en forma de cono truncado de la 2-Hidroxipropil-3-
ciclodextrinal®l,

La cavidad interna se encuentra delineada por atomos de hidrogeno y un puente
glucosoidal, este ultimo estd formado por pares electrénicos no enlazados de los
atomos de oxigeno ocasionando alta densidad electronica y un entorno similar al de

las bases de Lewis, provocando un caracter hidrofobo.

En el exterior de la cavidad se encuentran los grupos hidroxilo (OH), en el borde
mas ancho se encuentran los secundarios, mientras que en el borde mas estrecho

se encuentran los primarios (figura 1.4) [17-211,
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Grupos hidroxilo primarios

Grupos
hidroxilo
secundarios

Cavidad apolar

Figura 1.4. Superficie y cavidad de una ciclodextrinal?,

El tamafio de la cavidad depende de la cantidad de unidades de glucosa (a mayor
namero de unidades el tamafio aumenta y viceversa) aunque la altura es constante
(6.0-7.0 A); sin embargo, en la solubilidad no ocurre asi pues la B-CD es
considerablemente menos soluble en agua que la a-CD y y-CD, esta disminucién
en la solubilidad es debido a los puentes de H entre los grupos hidroxilo que hay en

el C2 y C3 de la molécula ocasionando una mayor rigidez en la 3-CD.

A pesar de que la solubilidad de la B-CD es menor (comparada con la a-CD y la y-
CD), el tamafio de su cavidad es mas apropiado para encapsular gran variedad de
moléculas con propiedades biologicas y farmacoldgicas; por otra parte, la

sustitucion de los grupos OH del C2 y C3 ha hecho que se favorezca la solubilidad.

1.2.1-Hidroxipropil-B-ciclodextrina

CBI
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En general, la hidroxipropil-B-ciclodextrina se obtiene por la hidroxilacion de la 8-
ciclodextrina especificamente en la posicion 2 para la 2-Hidroxipropil-B-

ciclodextrina.

Las CDs naturales tienen una hidrosolubilidad limitada (especialmente la 3-CD) sin
embargo, la HP-B-CD (2-hidroxipropil-B-ciclodextrina) cuenta con una excelente
solubilidad tanto en agua como en disolventes organicos, mayor a 600mg/mL (Tabla
1.1).

Este aumento de solubilidad, también consigue evitar un inconveniente que se
presenta con el uso de la B-CD, que es la precipitacion de complejos de la B-CD
formados con otros principios activos y compuestos naturales de elevada lipofilia.

Tabla 1.1.Solubilidad de las especies de ciclodextrinas mas utilizadas(?2.

Ciclodextrina Sustitucién? MasaP Solubilidad en agua
(mg/mL)¢
a-ciclodextrina - 972 145
B-ciclodextrina (B-CD) - 1135 18.5
2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina 0.65 1400 >600
B-ciclodextrina metilada 1.8 1312 >500
aleatoriamente
Sal B-CD sulfobutil éter de 0.9 2163 >500
sodio
y-ciclodextrina - 1297 232
2-Hidroxipropil-y-ciclodextrina 0.6 1576 >500

aPromedio del niumero de sustituyentes por unidad repetida de glucopiranosa.
bMasa en Daltons

¢Solubilidad en agua a 25°C

Por otra parte, la toxicidad de la 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina, es mucho menor

comparada con la B-ciclodextrina, ya que esta Ultima se encuentra restringida para

CBI
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la via parenteral, mientras que la 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina se permite hasta en
500mg/kg por via intravenosa.

Ademas de las ventajas ya mencionadas, otras que ofrece el uso de ciclodextrinas
son: evitar la precipitacion de complejos de inclusion formados, mejorar la
estabilidad de algunas moléculas, aumentar el principio terapéutico, mejorar

propiedades farmacocinéticas, ademas de disminuir la toxicidad en muchos de los
casosl17:19.22-26]

1.2.2 Complejos de inclusién

La particular estructura tridimensional de las CDs, esta caracterizada por una
superficie externa hidréfila y una cavidad interna hidréfoba, que es la responsable
de encapsular parcial o totalmente moléculas de tamafio adecuado dentro de su

cavidad dando lugar a la formacion de complejos de inclusion.

Para la formacién de complejos de inclusion, se requiere de una molécula
hidrofébica o bien una molécula polar con una parte hidrofébica (huésped), la cual
se va incorporar a la CDs (anfitrion), promoviendo el desplazamiento de las
moléculas al interior de la cavidad, ocasionando asi repulsiones entre el huésped
apolar y el agua polar de la CDs (anfitrion); este proceso ocasiona la encapsulacion
parcial o total de la molécula huésped aumentando asi la solubilidad del compuesto

a trabajar.

El complejo de inclusion estd presente en solucion en equilibrio dinamico
caracterizado por la ausencia de enlaces covalentes. La formacién de complejos de
inclusién implica la interaccion entre las moléculas del huésped y el anfitrién,
involucrando diversas fuerzas i6nicas como, van der Waals, enlaces de hidrégeno,
dipolo-dipolo, interacciones electrostaticas de dispersion y efecto hidréfobo sin
olvidar que es importante considerar el tamafo y la forma de las moléculas; no
obstante la fuerza mas importante es la interaccion polar-apolar provocada por las
moléculas de la cavidad de la CD (anfitrion) por una parte y por la otra el huésped.

uAM
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Sin embargo la estabilidad de los complejos de inclusién se debe principalmente a

las fuerzas hidrofobicas(t8.27-29],

La capacidad de las CDs de formar complejos de inclusién con una amplia variedad
de moléculas huésped es la base para la mayoria de sus aplicaciones en el campo
farmacéutico, agroquimico, industria alimenticia y cosmética. En la figura 1.5 se
representa una imagen tridimensional, de la formacion de un complejo de inclusion
de isoxicam-B-CD relacion 1:1, tomada del trabajo que estan realizando la Dra.

Annia Galano Jiménez y el Dr. Alberto Rojas Hernandez.

a)Vista Frontal b)Vista Lateral

Figura 1.5.Representacion tridimensional de un complejo de inclusién 1:1 de
Isoxicam-B-ciclodextrina, en donde el isoxicam se encuentra totalmente
encapsulado por la B-ciclodextrina , en a) imagen frontal y en b) imagen lateral, del

complejo de inclusion

El estudio de complejos de inclusion no es un tema reciente, desde hace mas de
cinco décadas se han reportado diversos estudios acerca de la formacion,
estequiometria, constantes de equilibrio, comportamiento, interacciones, cinética,
uAM
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ventajas, etc. sobre complejos de inclusion de diversos metales y farmacos como
barbitdricos, antibidticos, azoles, antihistaminicos, analgésicos, antihipertensivos,
entre otros. No obstante, aun hay diversas propiedades de estos complejos que no

se conocenl12.14.29]

H.M. Cabral Marques y colaboradores en 1990 realizaron un estudio utilizando un
modelo molecular y H-NMR sobre complejos de inclusion entre B-ciclodextrina y
salbutamol, en el cual evidenciaron la formacion de los mismos, asi como su
comportamiento y algunas caracteristicas. Una década mas tarde, Ernesto Estada
y colaboradores retomaron el estudio anterior y otros sobre complejos de inclusion
de Salbutamol y B-Ciclodextrina, utilizando un modelado molecular, NMR y analisis
térmico, y determinaron propiedades como estequiometria y la orientacion del
salbutamol dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina. En 2012, A. Antony Muthu
Prabhu y colaboradores realizaron otro estudio sobre complejos de inclusion
salbutamol-pB-ciclodextrina y otros farmacos, encontrando complejos con
estequiometria diferente asi como nuevas propiedades, complementando la

informacién que ya se tenfa sobre los mismos!28-37,

Otro farmaco del que han sido muy estudiados sus complejos de inclusién es el
piroxicam. A. Braibanti y colaboradores en 1998 reportaron la evidencia de
formacién de complejos de inclusién piroxicam-B-ciclodextrina relacion 1:1, y con
ciertas propiedades 1. No obstante, en 1999 Graciela M. Escandar y colaboradores
demostraron la formacion de complejos de inclusion con piroxicam relacion 1:2 32,
Actualmente se siguen estudiando las propiedades de estos complejos de inclusién,

retomando lo que ya esta reportado!31-35],

Para el estudio de complejos de inclusion con farmacos sobre los cuales no existe
nada reportado, como el isoxicam, es indispensable considerar estudios realizados
sobre propiedades, constantes de equilibrio, estabilidad, etc., acerca de complejos

de inclusién con moléculas parecidas estructuralmente al farmaco en cuestion.

CBI
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En particular, en el campo farmacéutico la complejacion se utiliza para aumentar la
solubilidad, mejorar la biodisponibilidad y la estabilidad de farmacos. Por otra parte,
los complejos de inclusion pueden ser explotados para enmascarar sabores u olores
desagradables, reducir la evaporacion, estabilizar sustancias volatiles, proteger
moléculas sensibles a la luz o el oxigeno, reducir irritacion gastrica y cutanea,
prevenir incompatibilidades e interacciones entre sustancias; estos y otros

beneficios han despertado el interés cientifico en la Ultima décadal34-3],

Para la determinacién y evaluacion de las propiedades fisicas, quimicas y
farmacolégicas se utilizan diversas técnicas como potenciometria, conductividad
eléctrica, RMN, dicroismo circular, polarimetria, espectrofotometria, infrarrojo, entre

otrast37-39,

Para el estudio de complejos de inclusion, es importante conocer las ventajas y
desventajas que ofrece cada técnica instrumental; sin embargo, cabe destacar que
en los ultimos afios la polarimetria ha sido una de las técnicas muy utilizadas por
ser rapida, economica y facil de llevar a cabo en estudios de complejos de

inclusiont40-441,

Para el procesamiento de datos acerca de los complejos de inclusién, una
herramienta muy util es el método de razones molares, ya que a partir de este
método es posible conocer la estequiometria de los complejos formados, no
obstante, sélo es posible utilizarlo en reacciones cuantitativas y en complejos
relacion 1:1, donde la respuesta generada es Unicamente debida a los complejos

formados.

Sin embargo, en reacciones no cuantitativas y que generen complejos de inclusién
de estequiometria 1:1, 1:2, 2:1, etc. se puede utilizar como referencia el método de

razones molares y disefiar un modelo de calculo robusto que permita su estudio.

CBI
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CAPITULO 2

MODELO
DE CALCULO
ROBUSTO PARA EL METODO DE RAZONES MOLARES

2.1 METODO DE RAZONES MOLARES

UAM
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En quimica analitica, para determinar la relacion estequiométrica de complejos
formados a partir de un metal o un farmaco (M) con algun ligante (L), un método
muy util es el Método de Razones Molares; sin embargo actualmente no es facil
encontrar una presentacion de tema en libros de texto de quimica analitica o

inorganica.

Lo primero que se debe determinar para este método es la tabla de variacion de
cantidad de sustancia (TVS), siendo el profesor francés Gaston Charlot quien la
disefo.

Dicha tabla de variacion de sustancia (TVS), se construye considerando los diversos

equilibrios involucrados en la reaccion de formacion de interés.

La presentacion clasica del método razones molares se utiliza en reacciones
cuantitativas de formacion de un complejo (MalLb), como se muestra en la ecuacion
1.

AM F DL S Mablb cooiiiiec i (1)
con

_[M Ly ]
Bab‘[_m%[# D 2

donde M=Metal y L=Ligante

En esta reaccion una cantidad de (ligante) L se adiciona a M (metal o en nuestro
caso, el farmaco), en diferentes sistemas, con un volumen total constante (Vr), para
gue la respuesta (R) sea proporcional a la cantidad del producto de reaccidon Malb

(n), y k es el factor de respuesta; como se indica en la ecuacion 3.

CBI
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R=K ML [MaLp J= KMy o) e (3)

a

Considerando los puntos anteriores es posible construir de forma genérica la tabla

2.1 para cualquier reaccion cuantitativa.

Tabla 2.1 Tabla de variacion de sustancia, construida a partir del método de
razones molares, donde nm permanece constante y el volumen total es el mismo e
igual a V1= cent, dicha expresion representa la cantidad de L para la condicion

estequiometria.

aM bLs Malb
Inicio nm
Agr. nc
Y nw-(a/b)nc be~0 (1/b) n
2 n=cent ae=~0 be=0 (1/a) nm
g NM<NL ae=~0 ni-(b/a)nm (1/a) nu

Considerando los datos de la tabla 2.1; si la primera columna se divide entre nwy
las deméas columnas se dividen entre Vr y si ademas se multiplican por el
correspondiente factor de respuesta, es posible deducir la razén molar (r) y la
respuesta R (en unidades arbitrarias) del complejo ML formado. Lo anterior esta

representado en la tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Tabla de variacion de cantidad de sustancia expresada en términos de

razoén molar (r.) y respuesta R del sistema; cerL, representa la razon molar de L

para la condicion estequiométrica.

aM bL s Mal b
Inicio nm
Agr. no
rL<§ km(nv-(a/b)nu)/VT =0 Kmarb(1/b) ru(nm)/ VT
CElL=— =0 =0 KmaLb (1/@) nwm/ V1
2 ~0 ku(ni-(bla)nm)/ VT | kmawo (1/a) Nl VT

De acuerdo a la tabla 2.2, considerando la reaccion de formacion de un complejo y

km=kL=0, se construye una grafica R=f(rL), donde la interseccion entre las dos lineas

rectas formadas indica la razén molar del complejo formado en condicién

estequiométrica, el cual es igual al coeficiente estequiométrico L dividido entre el

.. b .
coeficiente M; CEfL=—, COMO Se muestra en la figura 2.1.
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0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 'l 5
di g
(a) (b)
Figura 2.1 Curvas de Respuesta=R=f (r.), aplicando el método de razones molares
donde a) a=1 para la formacién de especies de complejos kmLb b)a=2 para la

formacion de especies del complejo kmawn*9L.

Las graficas de la figura 2.1, que son las que normalmente se encuentran
reportadas en la literatura, Unicamente proporcionan informacion sobre la formacion
de un complejo, sin embargo en la naturaleza existen muchas reacciones que

involucran mas de un complejol4>-49l,

De la revision que se ha hecho acerca del método de razones molares, en todos los
casos se ha considerado solamente la formacion de un complejo para reacciones
cuantitativas, ademas la respuesta Unicamente depende del producto formado,
como se pude observar en la figura 2.1.

No obstante, considerando las ecuaciones de la tabla de variacion de cantidad de
sustancia, asi como las ecuaciones ya descritas, se llegé a la conclusién de que a
partir del método clasico de razones molares en donde soélo se considera la
formacion de un complejo, es posible estudiar reacciones sucesivas de formacion
de complejos; dicho lo anterior la tabla 2.3 fue construida con la misma metodologia
de latablas 2.1y 2.2.

CBI

Dwision de Ciencias Basicas o Ingenieria

Casa abierta al tiempo



23

Tabla 2.3. Tabla de variacién de cantidad de sustancia para una reaccion de
formacion sucesiva de complejos, en la cual se esta considerando la formacion de

dos complejos ML y MLa2.

M + L ML Kf1>>1
INICIO nM
Agr. nL
Antes condicidén estequiométrica
1
nL
0 <r<1 nM-nL | e1=0
Condicion estequiométrica 1 €1~0 nM
_ €1~0
r=1
ML + L ML2 Neses
Condicion estequiométrica 1 nM
Agr. nL
Antes Condicion estequiométrica
2
1<r<2 nM-n'L | e2~0 n'L
0<r<1
Condicion estequiométrica 2
r=2
; €2~0 €2~0 nM
r=1
Después condicion
estequiométrica 2
2<r ~ n'L-
, €2~0 nM nM
r>1

Considerando la tabla 2.3 y bajo los mismos supuestos del método de razones

molares, indican que su aplicacion es para reacciones cuantitativas, la respuesta
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sélo debe estar dada por los complejos formados y que esta es lineal, es posible

construir la Figura 2.2.

3,5 -

Figura 2.2. Curva de Respuesta=R=f (r), siguiendo el método de razones molares,
para una reaccion de formacién sucesiva de complejos; donde a=1 para la
formacion de la especies del complejos kmib observado en el primer cruce de
rectas b)a=2 para la formacién de especies del complejo kmzwb en el segundo

cruce de rectas. km>kmi2.

En la figura 2.1 anicamente es posible observar un cruce de lineas rectas porque
s6lo esta mostrando la formacién de un complejo en la reaccion, no obstante en la
figura 2.2 es posible visualizar dos cruces de lineas rectas ya que involucra las

reacciones de formacion de dos complejos.

La tabla 2.3 s6lo considera la formacion de dos complejos, sin embargo, a partir de
este modelo y considerando la tabla se puede determinar la estequiometria de

reacciones sucesivas.

CBI

Casa abierta al tiempo Do i Clencins Btsicas  ngeriaris




25

En el caso de reacciones sucesivas de formacion de complejos, cada cruce de

rectas indicaria la formacion de especies formadas.

2.2. MODELO DE CALCULO CONSIDERANDO EL METODO DE RAZONES
MOLARES.

Debido a que en la quimica no todas las reacciones son cuantitativas, y por tanto la
respuesta generada por las mismas no s6lo depende de los productos formados,
para esta investigacion fue necesario desarrollar un modelo de célculo basado en
el método de razones molares que permita el estudio de reacciones no cuantitativas

con la formacién de mas de un complejo.

Se necesita entonces un algoritmo que permita obtener la grafica de la respuesta
como funcién de la razén molar, R=f(r), en un sistema donde la concentracion de
farmaco total ([Fm]roraL) es constante y la concentracion de ciclodextrina total

(ICD]rortaL) es variable, y se forman los complejos FmMCD y Fm(CD)-.

2.2.1 Desarrollo algebraico del modelo de céalculo robusto para el sistema en que

se forman los complejos de inclusion FmMCD y Fm(CD)2

La ecuacion de balance del farmaco en un sistema donde se forman los complejos

de inclusibn FMCD y Fm(CD)2, es entonces:

[FMtota=[FM]H[FMCD]H[FM(CD)2]. .+ e oo (4)

A continuacién, se definiran las fracciones de todas las especies que contienen

farmaco, en ese sistema.
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_¢ _ [FmcD]
meCD—fl——[Fm] ey P P PP (6)

Fm(CD)
me(CD)zzfzz[[F:r;]T;l] ................................................................................. (7)

Considerando ahora los equilibrios de formacion globales:

_ [FmcD]

Fm + CD—FmCD Bi1 FmI[CD] """ e e (8)

_[Fm(cD),)

Fm + 2CD—FmCD Bi2 TFml[CDIE ©*7 % "t e e 9

Despejando [FMCD] de la ecuacion 8, la [Fm(CD)2] de la ecuacion 9; y

sustituyéndolas en la ecuacién de balance del farmaco, se tiene:

[FM]tota=[FM]+B12[FM][CD]+B12[FM][CD]?.....uiriniieiieeeeeee e, (10)

Sustituyendo la ecuacion 8 en el denominador de cada una de las fracciones, se

llega a:
_ [Fm] _ [Fm] _ [Fm] _
“[Fmltotal [Fm]+B[CD][Fm]+B1[CDIIFm] [Fm](1+[B:[CD]+B+2[CDIA)
1
T BIIODI B IO " T (11)
_ [FmcD] _Bu[Fm][CD] _
Semltotal  TFml =12 [CDIf0. et (12)
fo
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_[Fm(cD),]_ BrolFml[cD

- [Fm]total - [Ff_m]
0

L B1a[CDIf0. oo (13)

Como se observa en las ecuaciones 11-13, las fracciones de las especies que
contienen farmaco en el sistema solo dependen de la [CD] como variable y de los

valores de las constantes globales como parametros.

Por otra parte, la repuesta R es una funcion lineal de las concentraciones de

equilibrio de las especies:

R=Kkrm[Fm]+krm(cp)[FM(CD)]+krmcp)2[FM(CD)2]+kep[CD].. v (14)

y considerando a partir de la ecuacion (11):

] O T O AL -« e et (15)

De la ecuacion (12)

[FMCD]=f0B 11 CD][F M TOTAL: « .« ettt ettt et e e e ae e (16)

Y de la ecuacion (13)

[FMCD2]=f0B 12 CD ]2 [FMITOTAL: « vttt etneee ettt e e e (17)

Al sustituir las ecuaciones 15-17 en la ecuacion de R (14) se obtiene (18):
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R=fo[Fm]roTaL(kFm+krmcp)B11[CD]+krm(cp)2B12[CD]?)+Kcp[CD]...vvvvevievneeie (18)

La ecuacion 18 muestra que para calcular R se necesita conocer la [CD] como
variable, las constantes globales de formacion y los factores de repuesta como

parametros y la [Fm]roraL (que es constante).

Finalmente, del balance de ciclodextrina se obtiene (19)

[CD]roTAL=[CDI+[FM(CD)+2[FM(CD)2].. e (19)

Sustituyendo 16 y 17 en 19:

[CD]roraL=[CD]+foB11[CD][FM]roTaL+foB12[CD]?[FMITOTAL. .. vueneeneiiieieeneennn. (20)

Asi, la relacion molar de CD a Fm (r) es:

nch cD
r=reomu=merorar — ICPIrorar e, (22)

nFmrorar  [FmlroraL

Sustituyendo 20 en 21:

r= — 2L 4 £oB11ICD] + FOB12ICDIZ e (22)

[FmlToTaL

Como se observa de la ecuacion 22, r depende de [CD] como variable, de las
constantes globales como parametro y de [Fm]roraL (Que es constante), ademas

conocer el valor de r es indispensable para determinar la estequiometria de la
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especie 0 de las especies formada en una reaccion, siendo asi un parametro

fundamental dentro del modelo de céalculo desarrollado. .

Entonces, para obtener la grafica de R=f(r), se puede hacer una hoja de céalculo en
donde en una columna se dan valores a [CD], en otra se calcula fo con la ecuacion
11, en unatercera columna se calcula R con la ecuacién 18 y en una cuarta columna

se calcula r con la ecuacién 22.

Si el modelo ya descrito es aplicado a reacciones cuantitativas, la respuesta

generada es la misma que en el método de razones molares clasicol*°l.

Sin embargo, si este modelo es aplicado a sistemas en que se forman dos
complejos con reacciones poco cuantitativas se obtienen respuestas que no han
sido reportadas o que no han sido bien comprendidas. Ademas de eso, se pueden

generar otras graficas que tal vez podrian ayudar a estudiar estos ultimos sistemas.

2.2.2 Aplicacion del modelo de célculo robusto al sistema La3*-NTA

En la reaccién de formaciéon de complejos de lantano (I1l) (La®*) con triacetatonitrilo
de sodio (NTA) La®*-NTA, que da lugar a reacciones cuantitativas, se obtiene la
figura 2.3 la cual es similar a la que se obtendria utilizando el método clasico de
razones molares, asi como el correspondiente diagrama de distribucién del mismo
sistema; lo cual indica que para reacciones cuantitativas este modelo da el mismo

resultado y es igual de eficiente que el de razones molares. 5
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a) . 1

P

fraccion

o 05 1 15 2 258 3 35 4 pcD

Figura 2.3. a)Grafica de respuesta R=f(r), y b) diagrama de distribucion f=f(pCD),
siguiendo el modelo de calculo ya descrito, para una reaccion de formacion
sucesiva de complejos de La®*-NTA; suponiendo un

logB,=10.4,logB,,=18.15%[La®*]=1x10"'M; ku=k.=0, km.=20000Lmol"", Ki,=30000
Lmol-".

En la figura 2.3 en a=1 indica la formacién de la especie del complejo Kianta
observado en el primer cruce de rectas y en a=2 corresponde a la formacién de la

especie del complejo kia,nTA Observado en el segundo cruce de rectas. El diagrama

de distribucion, permite visualizar las fracciones de especies que predominan en el

sistema.

Este modelo también permite la elaboracion de graficas en funcién del ligante, lo
cual es de gran aplicacion ya que hay experimentos en los que no es posible medir
directamente la concentracion directa de L (en este caso NTA), y se recurre a la
medicion del ligante total o viceversa; en el caso de reacciones cuantitativas como
la de La-NTA, no es muy util la curva de NTA total ya que no muestra informacion
sobre el comportamiento del sistema, como se puede observar en la figura 2.4. No
obstante, en reacciones no cuantitativas ocurre todo lo contrario, como mas

adelante se detallara.
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— D) NTAtot

“pNTA

pNTA

Figura 2.4. Grafica de Respuesta R=f(pNTA), siguiendo el modelo de célculo ya
descrito, para una reaccién de formacion sucesiva de complejos de La*-NTA,;

suponiendo un IogB11=10.4,IogB12=18.1[50],[La3+]=1x10_4M, km=kL=0, y como
factores de respuesta kML=20000, kML,=30000.

2.2.3 Aplicaciéon del modelo de céalculo robusto a reacciones poco cuantitativas

En la quimica existen muchas reacciones que no son cuantitativas, y
especificamente en el caso de reacciones de complejacion con oxicams la mayoria

son de este tipo.

Para aplicar el modelo de calculo robusto a reacciones poco cuantitativas, se realizo
una busqueda bibliografica sobre complejos de inclusién de Piroxicam-ciclodextrina,
ya que no se encontré ningun trabajo sobre complejos con isoxicam. Entonces, de
los trabajos de piroxicam con B-ciclodextrina, Unicamente se habla de la formacion
de un complejo en el sistema, A. Braibanti y colaboradores proponen la formacién
de un complejo 1Piroxicam:1BCD con un logBR=3.541 para pH=9 mediante
calorimetria de flujo. Sin embargo, M-G. Escandar propone la formacion de un
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complejo 1Piroxicam:2BCD con logB=4.3432 para pH=3.5 determinado por

fluorescencia.

Los trabajos citados en el parrafo anterior consideran la presencia de un solo
equilibrio, no obstante en ambos sistemas es muy probable que existan los dos
equilibrios de formacion de complejos. Por otra parte los valores de log3 de estos
complejos son muy pequefios comparados con los valores de las complejos La3*-

NTA, lo cual indica que se trata de una reaccién poco cuantitativa.

Con los datos encontrados en la literatura de los complejos de inclusion Piroxicam-
B-ciclodextrina, aunque obtenidos en diferente medio, se procedi6 a hacer un
sistema modelo tedrico considerando que se forman dos complejos en el mismo
sistema, con logBi1= 3.54 y logB12=4.34, con factores de respuesta similares a los
reportados en la literatura para coeficientes de absortividad para piroxicam y sus
complejos de inclusibn en UV/Vis (aunque se pudo haber trabajado con otros

valores de logBi1 y logBi2) .

Se eligi6 el sistema piroxicam-f-ciclodextrina, ya que el isoxicam y el piroxicam por
ser de la misma familia de farmacos, son moléculas muy parecidas estructuralmente

y que hipotéticamente deberian reaccionar en forma similar con las ciclodextrinas.

Como se puede apreciar en la grafica de R=f(r) de la figura 1.5, es imposible a partir
de éste identificar si se forman uno o0 mas complejos porque en la grafica no se
observan tendencias lineales rectas y, por lo tanto, tampoco se puede determinar la
posible relacion estequiométrica que guardan entre si los posibles complejos

formados.

Por otra parte, si se considera que la respuesta sélo depende de los complejos
formados, la grafica parte del punto de origen; pero si se considera que la respuesta
va estar dada no solo por los complejos formados, sino también por otros factores
como el farmaco o la ciclodextrina sin estar complejados, entonces la grafica se

mueve de punto de origen, como se puede ver en la figura 2.5.
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Figura 2.5. a) Gréfica de R=f(r) de formacion de complejos de piroxicam-B-ciclodextrina,
suponiendo que la respuesta es dada sélo por los complejos formados. Con [Fm]=
2x10*M logB1=3.54, logB2=4.34131.32] KFMCD=1X104, KFmCD2=1.5X10%. b) Gréfica de
R=f(r) de formacion de complejos de piroxicam-3-ciclodextrina, suponiendo que la
respuesta es dada no sélo por los complejos. Con [Fm]=2x10“M, logB11=3.54,
logB12=4.34, KFMCD=1X10%, kFmCD2=1.5X10%, kFm=8x103.

Posteriormente se construye una gréfica de R=f(pCD) (figura 2.6), la cual a
diferencia de la figura 2.5 ofrece informacion muy importante sobre la cantidad y el
comportamiento de complejos formados a partir de reacciones no cuantitativas,
ademas se asume que la respuesta es generada solamente por los complejos

formados.

La curva de pCDtot es muy util en el caso de que el método utilizado no permita
medir pCD libre (figura 2.6), ya que a partir de pCDtot es posible observar también

en comportamiento del o los complejos formados.

Por otra parte, para el estudio de complejos de los que no hay nada reportado en la

literatura es conveniente considerar compuestos de la misma familia que el farmaco
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de interés para asi poder disefiar experimentos que permitan el estudio de estos
nuevos compuestos; como es el caso de isoxicam que no hay nada reportado
acerca de complejos de inclusidon con ciclodextrinas y se puede considerar lo

reportado acerca de los complejos de inclusion con piroxicam-3-CD.

pCD

Figura 2.6. Grafica de respuesta R=f(pCD) en rojo y R=f(pCDtotal) en azul de
complejos piroxicam-p-CD. Suponiendo [Fm]=2x10'4M logB,,=3.54,

logB,=4.3413132, KFMCD=1X10" Lmol-!, kFMCD,=1.5X10" Lmol'. Se asume que
la respuesta es dada unicamente por los complejos formados en ambos casos.

La figura 2.7 se realiz6 a partir de los mismos datos que la figura 2.6, la diferencia
radica en que en esta Ultima se asume que la respuesta es generada ademas por
el farmaco y el ligante sin complejar, y no solamente por los complejos formados
(como normalmente ocurre). Esto va ocasionar que las graficas queden mas juntas,
es decir aparentemente darian la misma informacion y en ambos casos no tocarian

el eje de las ordenadas.

Dwision de Ciencias Basicas o Ingenieria

Casa abierta al tiempo



35

e 0CD
—— nCDtot

>
w

[y
~

(Y
un

pCD

Figura 2.7. Grafica de respuesta R=f(pCD) en rojo y R= f(pCDtotal) en azul de
complejos piroxicam-B-CD. Suponiendo [Fm]= 2x10™M logB,,= 3.54,
logB.,= 4.34 3132, KFMCD= 1X10" Lmol*, kFmCD,= 1.5X10" Lmol: kFm=8x10?

Lmol?!. Se asume que la respuesta es dada unicamente por los complejos
formados en ambos casos.

Con este modelo ademas, es posible realizar graficas de la derivada de pCD libre y
pCDuwotal €n funcion del pH, en las cuales es mas evidente la existencia y formacion
de dos complejos piroxicam-Bciclodextrina, como se muestra en la figura 2.8, la cual

se construyo utilizando los mismos datos que para la figura 2.6 y 2.7.
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pCDtot
e 0 CD

dR/pCDtot

pH

Figura 2.8. Derivada de la respuesta (R) en funcién del pH, en rojo se considera la

derivada de la respuesta de pCD libre y en azul la derivada de la respuesta de

pCD total del sistema piroxicam-3-CD. Con [Fm]=2x10'4M logB,,=3.54,

logB,,=4.3413132, KFMCD=1X10"Lmol, kFMCD,=1.5X10" Lmol*, kFM=8x10° Lmol".

También se realiz6 el diagrama de distribucion, como el de la figura 2.9, el cual se
ve totalmente diferente al de los complejos de Lantanido, ya que esta es una

reaccion poco cuantitativa.
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Figura 2.9. Diagrama de distribucién del sistema piroxicam--CD. Con [Fm]=2x10'4
M logB,,=3.54, logB,,=4.3413:32) KFmCD=1X10" Lmol*, kFmCD,=1.5X10" Lmol"

kFmM=8x103 Lmol.

Con el uso de este modelo es posible estudiar complejos formados desde muchas
perspectivas y asi poder disefiar experimentos para el estudio de formacion de
complejos en el laboratorio de una manera mas acertada, y asi obtener resultados

confiables y esperados.

Cabe mencionar que este modelo es aplicable a cualquier sistema de donadores de
particulas los cuales pueden estar formadas con metales ML o con farmacos FmL.
En el caso de que no se tenga evidencia de la formacién de complejos de manera
cuantitativa mediante la interpretacion de las graficas se puede conocer esta

informacion.

Ademas, este modelo es de gran utilidad para el disefio de experimentos, ya que
mediante las graficas obtenidas es posible observar qué tanto se relaciona el metal

o el farmaco de interés con el ligante, y con esto conocer aproximadamente la
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cantidad a utilizar de farmaco y ligante para poder detectar una respuesta

instrumental confiablel45-50],

2.2.4 Bases para disefio de experimentos utilizando el modelo de calculo robusto

En reacciones poco cuantitativas la grafica de R=f(r) muestra una utilidad menor

que en el método clasico de razones molares.

En el caso de oxicams y particularmente del isoxicam se recomienda el uso de una
ciclodextrina mas soluble por ejemplo 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina, para lograr ver

en la grafica de R=f(pCD)roraL si existe la formacion de uno o mas complejos.

A partir del modelo de calculo robusto se puede conocer el intervalo de r en que

conviene trabajar, para favorecer la formacién de los complejos de inclusién.

2.2.5 Desarrollo algebraico del modelo de céalculo robusto para el sistema en que

se forman los complejos de inclusion FMCD y Fm2CD

La concentracion analitica de farmaco en un sistema donde se forman los complejos

de inclusion FMCD y Fm2CD, es entonces:

[FM]totat=[FM]+[FMCDI+2[FM2CD]. oot (23)

Entonces, al definir las fracciones de todas las especies que contienen farmaco, en

ese sistema, a partir de la ecuaciéon 23 se tiene:
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[FmceD]

F T R LT o 25

B T P (2)

_ — _ 2[FmyCD]
Frmocp = F2= Trmlpcgag " """ " T T (26)
Considerando ahora los equilibrios de formacion globales
_ [FmcD]
Fm + CD—FmCD Bll_[Fm][CD] ......................................................... 27)
_ [Fm,CD]

2Fm + CD—Fm2CD BZl—m ...................................................... (28)

Despejando [FmCD] de la ecuacion 27, la [Fm2CD] de la ecuacion 28 y

sustituyéndolas en la ecuacion de balance del farmaco (23), se tiene:

[FM]tota=[FM]+B1[FM][CDI+2B21[FM] 2ICD] .. veeeeereeeeeeeeeee e, (29)

La ecuacién 29, a diferencia de la ecuacién 10, es cuadratica en la [Fm], por lo que
fracciones del farmaco en este caso ya no son independientes de la concentracion
total de farmaco. Asi, dividiendo la ecuacion 29 entre la concentracion de farmaco

total e identificando la fraccion Fo a partir de su ecuacion de definicion, se llega a:

2B21[CD][FmM]total(Fo)? + (1 + B12[CD])F0 = L.uuieieiiieieiiei e (30)

Al resolver la ecuacién 30 por medio de la solucién general de ecuaciones

cuadraticas, se obtiene una expresién algebraica para calcular Fo.
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—(1 + B11[CD])++/(1 + B11[CD])2+8B21[CD][Fm]total
Fo = 31
0 4f21[CD][Fm]¢otal (31)

con lo que:

_ [FmCD] _B11[Fm][CD] _
Fl—[Fm]wtal— L =11 CD 0. ettt (32)
21 2
R A1 (el | =) (=) U (33)

[Fmltotal

Fo

Como se habia anticipado, en las ecuaciones 31-33, las fracciones de las especies
que contienen farmaco en el sistema dependen de la [CD] y de la [FM]iwta cOMO

variables y de los valores de las constantes globales como parametros.

De nueva cuenta, si la repuesta R es una funcion lineal de las concentraciones de

equilibrio de las especies, de acuerdo a la ecuacion 34:

R=krm[Fm]+krm(co)[FM(CD)]+krm,(co)[FM2(CD)]+keo[CD].......coeiiii (34)

y considerando a partir de la ecuaciéon 31:

L] ) L ] e PP (35)

De la ecuacién 32:
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[FMCD]=FoB11[CD][FMJtotal. -« e e eene ettt et e aeeee (36)

y de la ecuacion 33:

[FM2CD]= B21[CDN{FO[FMotal}?. ... e et et (37)

Al sustituir las ecuaciones 35-37 en la ecuacion de R (18):

R=(krm+krm(cp)B11[CD])Fo[FmJtotai+krm,(c)B21[CDJ{Fo[Fmltotal}?+kcp[CD]. ........... (38)

La ecuacion 38 muestra que para calcular R se necesita conocer la [CD] como
variable, las constantes globales de formacion, los factores de repuesta como

parametros y la [Fmlwtal (Que es constante).

Finalmente, del balance de ciclodextrina se obtiene:

[CD]totaL=[CD]+[FM(CD)]+ [FM2(CD)].. e ueeeeeeia e (39)

Sustituyendo 36 y 37 en 39:

[CD]tota=[CD]+ B11[CD]Fo[FmM]roTaL+R21[CD{Fo[FMltotal}?.. ... vvevrereeiraininnanne. (40)

Nuevamente, la relacién molar de CD a Fm es:

Casa abierta al tiempo Drvan i Clena



42

nchD CD
r=reommmmetotal — [CPJwotal e, (41)

NnFMeotal [Fm]total

y al sustituir 40 en 41:

r= —21 1 B11[CDIFQ + B21[CDI{FO}2[FMItotal - v eeeverrerererreeeeremneneen. (42)

[Fm]total

Como se observa de la ecuacion 42, r depende de [CD] como variable, de las
constantes globales como parametro y de [Fm]wta (que es constante).Como ya se
habia mencionado es esencial determinar el valor de r para establecer la

estequiometria de las especies formadas en una reaccion.

Entonces, para obtener la grafica de R=f(r), se puede hacer una hoja de célculo en
donde en una columna se dan valores a [CD], en otra se calcula Fo con la ecuacion
31, en unatercera columna se calcula R con la ecuacién 38 y en una cuarta columna
se calcula r con la ecuacion 42. De igual forma se pueden incorporar en los célculos

todas las curvas que se muestran en el caso anterior.

2.2.5.1 Aplicacién del modelo de calculo robusto para el sistema en que se forman

los complejos de inclusion FMCD y Fm2CD, para una reaccién cuantitativa.

Si se considera una reaccion cuantitativa, para la formacion de complejos de tipo
FmCD y Fm2CD, aplicando las ecuaciones anteriores es posible obtener la figura
2.10, de un diagrama de distribucién para una reaccion cuantitativa en el que se
forma un complejo relacion 1molécula de farmaco: 1molécula de ciclodextrina (Fi1)
y uno con 2 moléculas de farmaco:1 molécula de ciclodextrina (F21), donde en cada
cruce de rectas (circulos rojos) indica la region de zona de predominio para cada

complejo del sistema.

CBI
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—F11

—F10

pL

Figura 2.10.Diagrama de distribucion f=f(pL) de un sistema de complejos FmCD y

Fm2CD, aplicando el modelo de célculo robusto, con [FmJota=1x103M, logp11=9,
logB21=16.5, kKL=0, kM=10000 Lmol?, kML=15000 Lmol*y kM2L=23000 Lmol™.

También es posible realizar graficas de R=f(r), para ver el comportamiento

claramente de por lo menos uno de los complejos formados en el sistema el cual

estaria representado en el primer punto de inflexion de la gréafica, y permite predecir

el comportamiento del otro complejo formado, aunque se curva la gréfica (figura

2.11).
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Figura 2.11. Gréfica de respuesta R=f(r L/M) de un sistema de complejos FmCD
y Fm2CD, aplicando el modelo de célculo robusto, con [Fm]iota=1x10-3M, logB11=9,
logB21=16.5, kKL=0, kM=10000 Lmol?, kML=15000 Lmol?!y kM2L=23000 Lmol™.

Este modelo también permite elaborar graficas de R=f(pL) y de R=f(pLtotal) como
se aprecia en la figura 2.12, en la que claramente se ven dos curvas sigmoideas,

las cuales representan la formacion de ambos complejos.
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Figura 2.12. Grafica de respuesta R=f(pL) y R=f(pLtotal) de un sistema de

complejos FMCD y Fm2CD, aplicando el modelo de calculo robusto, con
[FmM]=1x10-3M, logB11=9, logB21=16.5, kL=0, kM=10000 Lmol*, kKML=15000 Lmol*y

kM2L=23000 Lmol™.

Para construir una gréfica de R=f(pL) con datos experimentales, se tendria que

conocer el valor de pL, sin embargo para este tipo de sistemas de complejos FmCD

y Fm2CD no es posible, porque no se puede medir pL libre directamente por lo que

también se puede realizar la construccién de graficas de R=f(pLtotal), aunque en

reacciones cuantitativas como es en este caso no sean de gran utilidad (figura 2.12),

para reacciones poco cuantitativas son muy valiosas, como mas adelante se

detallara.
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2.2.5.2 Aplicacién del modelo de célculo robusto para el sistema en que se forman

los complejos de inclusién FMCD y Fm2CD, para una reaccidén poco cuantitativa y

alta concentracion total de Fm.

Este modelo es posible aplicarlo a reacciones poco cuantitativas a altas
concentraciones de Fm, generando un diagrama de distribucion donde el complejo
2:1 disminuye la zona de predominio, respecto al complejo 1:1 (figura 2.13).

1,00
0,90
0,80

0,70

o
o)
o

—F11

F21

F(Fraccion)
(=)
(O]
o

o
»
o

—F10
0,30
0,20
0,10

0,00
0 1 2 3 4 5 6

pL

Figura 2.13. Diagrama de distribucién f=f(pL) de un sistema de complejos FmMCD y
Fm2CD, aplicando el modelo de célculo robusto, con [Fm]iota=1x101M, logB11=3,
logB21=5, kL=0, KM=10000 Lmol?, kML=15000 Lmol* y kM2L=23000 Lmol™.
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En graficas de R=f(pL) como en la figura 2.14, donde se ve una sola curva
sigmoidea, no es posible distinguir la formacién de dos tipos de complejos; como se
mostré en la figura 2.11, se observa como si sélo existiera una especie en el
sistema. Por otro lado, en la grafica de R=f(r) de la misma figura 2.14, se ve una
sola curva; aunque la concentracion de Fm es alta la reaccion al ser poco
cuantitativa ocasiona que se curve la recta y no sea posible distinguir a simple vista

la formacion de las especies en el sistema.

1.600 - ——R=f(pLtotal)

1.500 R=f(pL)

1.400

1.300

1.200

1.100

1.000

Figura 2.14. Grafica de R=f(pL) de un sistema de complejos FmMCD y Fm2CD, aplicando
el modelo de célculo robusto, con [Fm]totai=1x10*M, logB11=3, logB21=5, kL=0,
kM=10000 Lmol?, kML=15000 Lmol*y kM2L=23000 Lmol™.

Finalmente, con este modelo se pueden elaborar graficas de R=f(pL) y de
R=F(pLtotal) como la que se presenta en la figura 2.14, la cual nos brinda
informacion sobre como seria la respuesta experimental del sistema si pudiéramos

medir pLtotal; esta grafica sera muy diferente a la grafica de R=f(pL).
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2.2.5.3 Aplicacién del modelo de céalculo robusto para el sistema en que se forman

los complejos de inclusion FMCD y Fm2CD, para una reaccion poco cuantitativa y

a baja concentracion total de Fm.

Si este modelo se aplica a la misma reaccion poco cuantitativa como la del caso
anterior, pero con Fm a baja concentracion total, a pesar de que el sistema es el
mismo en cuanto a logBa1, logB21y los factores de respuesta; las graficas resultantes

son muy diferentes en todos los casos.

La construcciéon de un diagrama de distribucién bajo estas condiciones indica que
sélo se forma el complejo 1:1 a una proporcion considerable, y el complejo 2:1 se
forma en muy poca proporcién por lo que es dificil detectar su respuesta (figura
2.15)

1,00
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0,80
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0,30 —F10
0,20
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0,00
0 1 2 3 4 5 6

pL

Figura 2.15. Grafica de f=f(pLtotal) de un sistema de complejos FmMCD y Fm2CD,
aplicando el modelo de célculo robusto, con [FmJiota=1x10-3M, logB11=3, logR21=5, kL=0,
kM=10000 Lmol?, kML=15000 Lmol*y kM2L=23000 Lmol™.
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Si se realiza una gréafica de R=f(r) (figura 2.16), el resultado es una curva, debido a
que la reaccion es poco cuantitativa, no es posible ver un punto de inflexion en la
recta como en el caso de una reaccidon cuantitativa, por o que en este tipo de

sistemas estas graficas son de poca utilidad.

R 14
13,5

13

12,5

12

11,5

11

10,5
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0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
rL/M

Figura 2.16. Grafica de R=f(r) de un sistema de complejos FmMCD y Fm2CD, aplicando el
modelo de calculo robusto, con [Fmliota=1x10-3M, logR1=3, logB21=5, kL=0, kM=10000
Lmol*, kML=15000 Lmol* y kM2L=23000 Lmol™.

En graficas de R=f(pL) (figura 2.17), se observa una sola curva sigmoidea muy
pronunciada como si soOlo existiera una especie, ya que el complejo 1:1 es el que
genera la repuesta; también se presenta una grafica de R=f(pLtotal) en la que el
comportamiento va ser similar que el de R=f(pL), debido a que sélo se esta
formando un complejo, la reaccidon es poco cuantitativa y la concentracion de Fm es

baja.
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Figura 2.17. Gréfica de R=f(pL) y R=f(pLtotal) de un sistema de complejos FmMCD y
Fm2CD, aplicando el modelo de célculo robusto, con [Fm]iota=1x10-3M, logB11=3,
logB21=5, kL=0, kM=10000 Lmol*, kKML=15000 Lmol* y kM2L=23000 Lmol*.

Como se ya se describio, este modelo es aplicado a reacciones cuantitativas y también
a poco cuantitativas; en el caso de reacciones poco cuantitativas pero a altas
concentraciones de Fm total, su comportamiento va ser similar al de reacciones
cuantitativas, ademas bajo estas condiciones de concentracién se forma el complejo
Fm2CD en proporcion considerable y generando una respuesta medible en todos las

gréficas realizadas.

Por otra parte, cuando se trata la misma reaccién poco cuantitativa ya descrita pero a

baja concentracion de Fm total, el complejo Fm2CD, no se forma a una magnitud que sea
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medible y la respuesta generada por el sistema va a ser Unicamente la del complejo
FmCD.

CBI
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1. HIPOTESIS

Mediante espectrofotometria, polarimetria y conductimetria, es posible poner en

evidencia la formacion de complejos de inclusion del isoxicam con la HP-B-CD, en

medio acido y basico; asi como la determinacién de sus constantes de equilibrio.

3.2. OBJETIVO GENERAL

Estudio y determinacién del comportamiento de los complejos de inclusion formados

por isoxicam con (2-Hidroxipropil)-B-ciclodextrina (HP-B-CD) mediante el uso de

espectrofotometria, polarimetria y conductimetria.

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la estequiometria de los complejos de inclusién Isoxicam-HP-[3-

CD, utilizando el método de razones molares.

Determinar las constantes de equilibrio de inclusiébn de los complejos
formados con isoxicam y HP-B-CD mediante espectrofotometria UV/Vis y

titulaciones acido-base.

Establecer la rotacién especifica y molar de los complejos de inclusion
Isoxicam-HP-B-CD utilizando polarimetria, para realizar curvas tipicas de

razones molares.

Disefiar un modelo de calculo a partir del método de razones molares, para
determinar la estequiometria de complejos de inclusiébn aplicable a

reacciones cuantitativas y no cuantitativas.

Confirmar los modelos de complejos de inclusibn por titulaciones

conductimétricas.
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CAPITULO 4

COMPLEJOS DE INCLUSION DEL SISTEMA ISOXICAM-2-
HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA

Dwision de Ciencias Basicas o Ingenieria

Casa abierta al tiempo



55

4.1. EXPERIMENTACION

4.1.1 Reactivos

En todos los experimentos se utilizo isoxicam y 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD), de pureza 99.99%; ambos de la empresa Sigma Aldrich, agua

desionizada con resistividad de 18.2 MQcm.

También se utilizaron soluciones estandarizadas 1M de NaOH y 1M de HCl de J.T

Baker.

4.1.2 Espectroscopia

4.1.2.1 Equipo

Todos los experimentos espectroscopicos fueron monitoreados en un
espectrofotometro Lambda 950 con celdas de cuarzo de capacidad de 3mL y

longitud de paso 6ptico de 1cm.

El cambio de pH en las valoraciones fue detectado mediante un potenciémetro
MeterLab modelo PHM240, con electrodo combinado Radiometer Analytical modelo
pHC3359-8.

4.1.2.2 Complejos en medio basico

Se prepard una serie de soluciones de HPBCD a concentraciones desde 10¢ M
hasta 0.1 M, mezclando con isoxicam a concentraciéon constante de 1.5x10° M, en
solucion acuosa de NaOH a pH=10.0+0.2. Se utilizaron como blancos una solucion
de isoxicam 1.5x10° M en ausencia de HPBCD y una de HPBCD 0.1 M en ausencia
de isoxicam. Se monitore6 cada solucién mediante espectroscopia durante 20 dias,

a un intervalo de longitud de onda de 200-700nm.
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Se hicieron dos conjuntos de las soluciones ya mencionadas, pero al primero se
aplico ultrasonido durante 15 minutos después de ser preparado, al otro conjunto

no se le aplico ultrasonido.

Se preparé una serie de soluciones de HPBCD a concentraciones desde 10¢ M
hasta 0.1 M, mezclando con isoxicam a concentracién constante de 10* M, en
solucién acuosa de NaOH a pH=10.0£0.2. Se utilizaron como blancos una solucién
de isoxicam 10* M en ausencia de HPBCD y una de HPBCD 0.1 M en ausencia de
isoxicam. Se monitored cada solucion mediante espectroscopia durante 40 dias, a

un intervalo de longitud de onda de 200-700nm.

Se trabajé con una serie de soluciones de HPBCD a concentraciones desde 106 M
hasta 0.1 M, mezclando con isoxicam a concentraciéon constante de 2x104 M, en
solucion acuosa de NaOH a pH=10.0%0.2. Se utilizaron como blancos una solucion
de isoxicam 2x10“4 M en ausencia de HPBCD y una de HPBCD 0.1 M en ausencia
de isoxicam. Se monitore6 cada solucion mediante espectroscopia durante 40 dias,

a un intervalo de longitud de onda de 200-700nm.

Se realizaron una serie de soluciones de HPBCD a concentraciones desde 2x107
M hasta 7x102 M, mezclando con isoxicam a concentracion constante de 0.01 M,
en solucién acuosa de NaOH a pH=10.0+0.2. Se utilizaron como blancos una
solucion de isoxicam 0.1 M en ausencia de HPBCD y una de HPBCD 0.1 M en
ausencia de isoxicam. Se monitore6 cada solucibn mediante espectroscopia

durante 40 dias, a un intervalo de longitud de onda de 200-700nm.

4.1.2.3 Complejos en medio acido

Considerando que el isoxicam es una especie cuyo comportamiento puede ser
monitoreado mediante espectroscopia UV/Vis, incluso a muy bajas concentraciones
debido a su estructura, a diferencia de la 2-Hidroxipropil-B-Ciclodextrina que

mediante esta genera poca (casi nula) respuesta; se procedio a comenzar el trabajo
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mediante esta técnica analitica, para medir la respuesta generada en sistemas de

Isoxicam-HPBCD en medio acido.

Se preparo una serie de soluciones de HPBCD siguiendo el patrén de concentracion
y procedimiento de los complejos en medio basico, con isoxicam a concentracion
constante de 1x10° M (para que la solucién de isoxicam sin HPBCD no precipite al
modificar el pH), ajustando el pH=3.0+0.2, con HCI| 1 M. Se usan como blancos una
solucién de isoxicam 10° M en ausencia de HPBCD y una de HPBCD 0.1 M en
ausencia de isoxicam. Se monitore6 cada solucibn mediante espectroscopia
UV/Vis, durante 5 dias, ya que después de este tiempo en todas las soluciones

habia presencia de precipitados, lo cual impedia estudiarlas espectroscopicamente.

4.1.2.4 Valoraciones acido-base sequidas espectrofotométricamente

a) Valoracién acido-base de isoxicam 7.9x10°M

Se prepar6 una solucién de isoxicam 7.9x10° M en soluciéon acuosa de NaOH,
siendo =10.2 el pH inicial y se fue adicionando HCI 1M poco a poco esperando a

gue se estabilizara el complejo formado, hasta llegar a un pH menor a 1.

Desde la solucion inicial y en cada adicién realizada se monitore6 mediante

espectroscopia UV/Vis en un intervalo de longitud de onda de 200 nm a 700 nm.

b) Valoraciones de sistemas isoxicam-HPBCD

Se hizo una soluciéon de isoxicam 10“*M/HP-B-CD10M en solucién acuosa de
NaOH, siendo el pH=10+0.2 al inicio y se fue adicionando HCI 1M poco a poco
esperando a que se estabilizara la lectura de pH, hasta llegar a un pH menor a 1.

Desde la solucion inicial y cada adicibn se monitore6 mediante espectroscopia

UV/Vis en un intervalo de longitud de onda de 200nm a 700nm.
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Se siguié el mismo procedimiento con soluciones de isoxicam 10°M, 10* My 2x10-
4Mcon 0.1 M, 0.5 M, 0.25 M, 102M, 103M, 10 M, de HP-B-CD, en cada caso.

En todas las valoraciones se hizo correccion de la absorbancia, considerando el
cambio de volumen (efecto de dilucién) que ocurria a cada adicion de HCI 1M,

durante la valoracion.

4.1.3 Conductimetria

4.1.3.1 Equipo

En todos los procedimientos se utilizé6 un conductimetro Radiometer Copenhagen
modelo CDM 230, con una celda de inmersion Radiometer Analytical, nUmero

13296-F09 y modelo: CDC641T, para volumenes pequefios.

4.1.3.2 Valoraciones acido-base sequidas conductimétricamente

Se trabajé con una solucién de isoxicam 10“M /10*M de H-P-B-CD en solucién
acuosa de NaOH, siendo el pH=10 +0.2 al inicio y se fue adicionando HCI 1M poco

a poco esperando a que se estabilizara la lectura, hasta llegar a un pH menor a 1.

Desde la solucién inicial y en cada adicion realizada se midié la conductancia de la

solucion.

Ademas se hizo la correccién de volumen en cada adicion, corrigiendo el efecto de
dilucién.

Se siguié el mismo procedimiento con soluciones de isoxicam 2.5x10* M con 10?
M de HPBCD en solucion acuosa de NaOH siendo el pH inicial de 10.0+0.2.

4.1.4 Polarimetria

Considerando que mediante polarimetria se puede medir la desviacién de la luz
generada por centros quirales de ciertas moléculas como las ciclodextrinas, se

procedi6 a trabajar con soluciones de 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina en ausencia y
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en presencia de isoxicam el cual no genera respuesta mediante esta técnica
analitica, por lo que resulta Gtil en la evaluacién de este tipo de complejos de

inclusion.

4.1.4.1 Equipo

Todos los experimentos polarimétricos fueron llevados a cabo en un polarimetro
Antonn Par modelo MVP300, utilizando una longitud de onda de 589 nm, en una
celda de aleacion de niquel y platino con ventanas de cuarzo de 10 cm de longitud

de paso Optico, a temperatura de 20 +0.1 °C controlada con un sistema Peltier.

Se utilizaron los reactivos y las soluciones ya descritas, en la seccion 3.5.1.

4.1.4.2 Curva estandar de 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Se preparé un conjunto de soluciones de 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina, 0.2 M,
0.05M, 0.02M, 0.005M y 0.002M; todas las soluciones se realizaron en NaOH

acuosa con un pH=10%0.2.

4.1.4.3 Serie de complejos 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina-isoxicam

Se hizo una serie de soluciones de HPBCD a diferentes concentraciones desde 0.1
M hasta 0.005 M, con isoxicam a concentracion constante de 102 M, en solucién

acuosa de NaOH a pH=11 +0.2. Se monitore6 cada solucion durante 60 dias.

4.2. RESULTADOS Y ANALISIS

4.2.1 Espectrofotometria

4.2.1.1 Estudio de la estabilidad de sistemas isoxicam-HPBCD en medio bésico.
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Considerando los resultados anteriores, se disefid un experimento en el cual se
mantuvo fija la concentracién del isoxicam de 1.5x10° M con diferentes
concentraciones de HPBCD desde 0.1M hasta 1x10° M en NaOH 103 M, este
experimento fue monitoreado mediante espectroscopia UV/Vis en un rango de

longitud de onda de 200-700nm durante 21 dias, los resultados se muestran en la

figura 4.1.
a) Dia1 - bl DiA2)  —ren=tom
12 —[HPECDI=0.1M = [HPBCDI=0.1M
=Msx0M+HPECDDANM | 12 —[Isx]10-M[HPBCDI0AM
Nsx110-SM+[HPECD102M [lsxH0-SM:[HPECD10M
=[lsx110*M+THPBCDT0*M = [Isx110-SM+[HPBC D110 3M
~MsxM0-SM+THPBCOHO M — IlsxI10 M+ THPBCDHO M
08 - [IS¥]10 M+{HPECOHO M [1sx110°5M={HPBCD10 M
—[Isx]10°*M+[HPBCD]10 M| - —FlsXH0-SMTHPBCDOM
4 \
4
04 - 04
0 0
250 300 350 400 450 250 300 350 400 450
Alnm] . A{nm) ]

Figura 4.1. Espectros de absorcién de soluciones acuosas de [isoxicam]=1.5x10°
M con HPBCD a concentraciones de 10t M a 10® M en medio basico. a) Dia 1, b)
Dia 20. El espectro de absorbancias mas bajas es de la [HPBCD] = 0.1 M.

Se realizaron gréficas de pCD=f(A), durante los 21 dias de los diferentes sistemas
Isoxicam-HPBCD, encontrdndose que existe fluctuacion durante los dias; por otra
parte la solucién de Isoxicam-HPBCD en ausencia de isoxicam es el Unico punto
gue permanece sin cambios probablemente debido a su baja absorbancia; como se

puede observar en la figura 4.2.
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- 1,4
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Figura 4.2.Grafica de A=f(pCDtot) de HPBCD 0.1 M ( eje secundario) y de los
diferentes sistemas HPBCD-Isoxicam (eje principal); en medio basico durante 21
dias.

Se encontré que la absorbancia de HPBCD 0.1 M e isoxicam 10* M en medio
basico, se mantuvo constante, aunque con mayores fluctuaciones después de una

semana, como se observa en la figura 4.3 (A) y (B).
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Figura 4.3. Seguimiento espectrofotométrico a 350 nm durante 21 dias de:

(A) HPBCD 0.1 M. (B) Isoxicam 1.5x10° M durante. (C) Sistema isoxicam 1.5x10°
M con HPBCD 0.1 M. (D). Sistema isoxicam1.5X10°M - HPBCD 5x 103 M.

En los sistemas isoxicam 1.5x10° M con HPBCD 0.1 M e isoxicam1.5X10°M -
HPBCD 5x 103 M, la absorbancia permanece practicamente constante durante las

tres semanas (figura 4.3 (C) y (D)).
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4.2.1.2 Estudio de la estabilidad de sistemas isoxicam-HPBCD en medio acido

Posteriormente se realizd6 un seguimiento de soluciones de isoxicam-HPBCD, en
medio acido a un pH=3, ajustado con HCI 1M. En este caso soélo fue durante 5 dias
debido a que en las soluciones se formaba precipitado, lo cual indica que los
complejos o el isoxicam en medio acido son mas insolubles. El primer dia en que
se prepararon las soluciones, no se observé la formacion de precipitado en ninguna
solucién preparada, sin embargo, a medida que pasan los dias y a menor
concentracion de HPBCD se forma mas precipitado en la solucion, lo cual impide

su seguimiento por espectrofotometria durante mas dias.

0.1
0.18 a' 0.18 k'l DA 2 b)
WY =T -
/4 W =psxg=t0eM

ot —[sx]=107"M 012 —=[HPECD]=0.11

—[HPECD]=0.1M — [Isx]=10"M+[HPEC D]=0.11

< —[Isx]=10"M+[HPBC D]=0.1 % = [Isx]=10*M+[HPBC O]=10M

—[Isx]=10 M+[HPEC D]=10"M \ ~ [Isx]=10*M+[HPBC D]=10"M

=~ [lsx]=10 M+HPECOI=100M o0\ | —[sx]=10"M+HPECD]=10"M
0.06 — [Isx]=10" M+[HPBC D]=10"11 = [Isx]=10*M+[HPRC O]=10FM

~ [Isx]=10*M+[HPBC D]=10M
g .

“‘———F--*
0 50 300 350 400 a50
250 300 350 400 450 A (Am)
Anm)
0.36
0.24
-
0.12
C| -
250 300 350 400 450

X {nm)

Figura 4.4. Sistemas de isoxicam-HPBCD a diferentes concentraciones y a un
pH~3.
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Como se puede observar en la figura 4.4a, a pesar de que las soluciones estaban
a pH &cido, todas las especies se encuentran en solucion incluyendo el isoxicam sin
HPBCD, sin embargo al siguiente dia se formo precipitado en los sistemas que
tenian concentraciones menores a 103 M de HPBCD como se ve en 4.4b; al dia 5
lo Unico que permanecié en solucién fue la solucion de HPBCD 0.1 M, sin isoxicam
(4.4 c)).

Lo anterior ocurre probablemente porque el exceso de HPBCD en los sistemas
promueve que los complejos formados, asi como isoxicam libre permanezcan en
solucién mas tiempo, podria ser que precipite el isoxicam sin estar complejado o

algun complejo isoxicam-HPBCD.

En la figura 4.5 se presenta una grafica de A (350nm)= f(tiempo), confirmando que
durante el dia 1 todos los sistemas estan en solucion, al dia 2 practicamente la mitad
de las soluciones precipitan, mientras que al quinto dia lo Unico que queda disuelto
es la HPBCD en concentracion 0.1 M.

0,09 -+
0,08 -
, Isoxicam
0,07 7 g ? sin HP-B-
0,06 - g =
'§ 0,05 - “ m $
2 u 0O WDIA1
o 0,04 -
< o *éHP-B-CDO.lM n DIAS
' m #DIA2
0,02 -
0,01 -
O T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9
p(CD)tot

Figura 4.5. Grafica de A=f(pCD)tot de HPBCD 0.1 M y de los diferentes sistemas

HPBCD-Isoxicam; en medio acido durante 5 dias.
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Considerando que se pueden formar complejos en medio acido y basico, y que
ademas el isoxicam permanece en solucion aun en sistemas muy acidos si esta
presente la HPBCD en altas concentraciones, se decidio realizar valoraciones de
sistemas isoxicam-HPBCD con &cido clorhidrico, para posteriormente ajustar los

datos obtenidos a un modelo de equilibrios &cido-base.

4.2.1.3 Valoraciéon acido-base de isoxicam sequida espectrofotométricamente

La figura 4.6, muestra la valoracion de 20 mL de una solucién de isoxicam de
concentracion 7.9x10° M, en solucién acuosa de NaOH siendo el pH=11+0.2 inicial,
a la cual se le fue adicionando HCI 1 M poco a poco; la valoracion fue monitoreada
con espectroscopia UV/Vis en un rango de longitud de onda de 200-700 nm desde

la solucion inicial y durante cada adicion de HCI 1M.

0,18 -+
0,16 -

0,14 - . ¢ o .

A(350nm)
o
-
N

¢ + |soxicam
0,1 - *

0,08 1 ¢

0,06 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
25 3 35445 5556¢657 758859 951010511

pH

Figura 4.6. Valoracion acido-base seguida por espectrofotometria, a una longitud
de onda de 350nm, de 20 mL de Isoxicam 7.9x10°M con HCI 1M. Se grafica la

absorbancia corregida como funcion del pH.
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Con esta valoracién se determind el comportamiento del isoxicam en medio &cido y
bésico, pero debido a la baja solubilidad del mismo, la concentracion a la que se
trabajo fue muy baja, generando absorbancias del orden de 0.1; ademas de que

alguna sustancia (probablemente isoxicam neutro) precipita a pH menores a 2.5.

También se realiz6 una grafica de la valoracion de volumen en funcion de pH (figura
4.7), y el comportamiento es similar al de una valoracion tipica de un acido fuerte
con una base fuerte.

12 l
11

10 - *

pH

1,6 1,8 2 2,2 2,4 2,6
Volumen(mL)

Figura 4.7. Valoracién acido-base, de 20 mL de Isoxicam 7.9x10° M con HCI 1M.

4.2.1,4 Valoraciones acido-base de sistemas isoxicam-HPBCD sequidas

espectrofotométricamente

Posteriormente se hicieron valoraciones de 20 mL de isoxicam 2x104 M, 104 My
10°M con HPBCD 0.1My 0.01M, con HCI 1M. En todas las valoraciones se disolvi6
el isoxicam y la HPBCD en solucion acuosa de NaOH.

En todos los casos la complejacion con la HPBCD permitio en primera instancia

aumentar la concentracion de isoxicam en solucién, asi como llegar a un pH mas
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acido que en la valoracion sin HPBCD, como se hizo en la figura 4.6 de la valoracion
de isoxicam en la cual ademas de ser muy baja la concentracion de isoxicam el

sistema precipitdo pH menores de 2.5.

En la figura 4.8 se muestra una comparacion de los tres sistemas de valoraciones
gue se hicieron a diferentes concentraciones de isoxicam con 0.1 M de HPBCD, con

valores de absorbancia corregidas considerando el efecto de dilucion.

s 0.18
s uue +10.16
2.5- A T
0.14
) . 0.12
-E- ®
E s o - 0.1 4
2 St 1 +[1sx]=2x10*M-[HPBCD]=0.1M
2161 L o0y [15x]=10"*M-[HPBCD]=0.1M
< . 098 4 (15x1=10%M-[HPBCD]=0. 1M
K - 0.06
-0.04
0.5-
-0.02
0 ' °
0 0 4 6 8
pH

Figura 4.8. Comparacién de valoraciones de concentracion variable de isoxicam;

el eje secundario corresponde a la valoracién que se hizo con isoxicam 10¢ M.

A pesar de que las valoraciones se hicieron a diferentes concentraciones de
isoxicam, al hacer la comparacion ya descrita podemos observar de la figura 4.8
gue el comportamiento de las sigmoides es similar pero con diferentes absorbancias

por la variacién en la concentracion de isoxicam.
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Eluso de la HPBCD en los sistemas permite obtener datos de absorbancia a valores
de pH cerca de 1, ademas de poder aumentar la concentracién del isoxicam en

solucioén.

4.2.1.5 Ajuste del modelo de calculo con datos experimentales

Una vez que se analizaron los datos obtenidos de los sistemas de las titulaciones
acido-base seguidas con espectrofotometria y considerando el modelo de célculo

ya descrito, se procedi6 al ajuste de datos experimentales con dicho modelo.
Haciendo las siguientes consideraciones:

Si el isoxicam tiene un valor de pKa = 3.813%, el equilibrio quimico entre sus formas

acida (HIsx) y basica (Isx") puede escribirse como:

Hisx 5 H* + Isx=  con Ka = [H*][Isx7] /[HIsX] (43)

La absorbancia a una cierta longitud de onda (en donde absorba al menos una de
las especies del isoxicam) como funcion del pH, debe dar una respuesta de tipo

sigmoidal que se puede modelar con la ecuacién (2)33:

A®) = APyisy + AW gy = eMiysy frsx | [|SX]tota| + eMisx- flsx—]' [lSX]totaI = [E(}”)Hlsx frisx +

€ Misx- fisx]I [ISX]total =
[€MHisx f1 + €Misx- fo] I[ISX]total (44)

siendo fisx- = fo = {1/[1+ [H*]/Ka } y frisx = f1 = fo [H*]/Ka las fracciones de las especies

del isoxicam en el sistema.

El modelo es similar en el caso en que se imponga en el sistema la concentracion
de laHPBCD, que es lo que se hizo experimentalmente para [HPBCD]= 0.1 M, pero

con un equilibrio generalizado como se muestra en la ecuacion (45).
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Hisx" 5 H* + Isx” con Ka'= [H*][Isx"] /[HIsx] (45)

donde

Isx” = Isx™ +Isx(HPBCD)~ +Isx(HPBCD)z™ +...
Hisx” = Hlsx + HIsx(HPBCD)+HIsx(HPBCD)2 +...
Hzlsx"= Halsx+H2lsx(CD)+HzIsx(CD)2

y

Ka" ,la constante de acidez condicional del isoxicam, puede depender de la

concentracion de HPBCD impuesta, pero que es constante si esta concentracion lo

es.
Ademas,

H*+Isx < HIsx logK1"=f([CD]) (46)
2H*+Isx < Halsx’ logK2"=f([CD]) (47)

Dicho lo anterior se modelaron los resultados obtenidos mediante el procedimiento
ya explicado con el modelo de calculo y los valores de absorbancia en todos los
casos se corrigio el efecto de dilucion causado durante cada adicion de HCI 1M y

asi poder tener fija la concentracion del isoxicam.

Con la valoracién que se hizo de isoxicam 7.9x10¢ M sin HPBCD se aplicé el modelo

de calculo y se obtuvo la sigmoide de la figura 4.9.
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* [isoxicam]=7 9X10-6M

— Curva tednca

o
e
=3
w

0095

oo0ss

Figura 4.9. Modelo robusto aplicado a la valoracién de isoxicam 7.9x10¢ M con
HCI 1M, con un logR=3.81 que es igual al reportado en la literatura 3132, Se
consideran los siguientes factores de respuesta: [ISX]=7.9x10°M, logK=3.81,
kHIsx=1x10%Lmol1,kFm=1x103Lmol~.

En la figura 4.10 se puede observar la comparacion entre el modelo y los datos

experimentales en cuanto a la respuesta dada por el sistema isoxicam-HP-B-CD.
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Figura 4.10.Modelo robusto aplicado a la valoracién de isoxicam 7.9x10°¢ M con
HCI 1M, comparacion de la respuesta tedrica y experimental. Con los siguientes
factores de respuesta: [ISX]=7.9x10°M, logk=3.81, kKFmCD=1x10*Lmol,
kFm=1x103Lmol.

En la figura 4.9 y 4.10, se observa la comparacion del modelo con los datos

experimentales de respuesta en funcién de pH.

De la valoracion del sistema Isoxicam-HPBCD 2x104M-0.1 M, en la figura 4.11 se
puede observar una sigmoide del ajuste del modelo de célculo, en el que la

respuesta (R), que es la absorbancia, se grafica como funcion de pH.

En la grafica azul de la figura 4.11 se consideraron logka =4.5 con un respuesta (R)
obtenida a partir de calculos tedricos y en la grafica roja se tomaron en cuenta los
mismos valores de logK pero en este caso la respuesta (R) es la absorbancia

obtenida experimentalmente a diferentes condiciones de pH durante la valoracion.
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Figura 4.11. Comparacioén de la respuesta tedrica y experimental a diferentes
valores de pH de la valoracion del sistema Isoxicam-HPBCD de concentracion
2x10%M-0.1M respectivamente. Con los siguientes factores de respuesta:
logKa =4.5, kunisx=5X103Lmol?, kisx=10550 Lmol? para el ajuste.

En la figura 4.12 se puede observar que la respuesta (R) es la absorbanciay r es la
razén de concentracion del H* al farmaco obtenida a partir de los diferentes valores
de pH experimentales de la valoracion. En la grafica azul se consideraron logK'=4.5
con un respuesta (R) obtenida a partir del modelo y en la gréfica roja se tomaron en
cuenta los mismos valores de logK pero en este caso la respuesta (R) es la
absorbancia obtenida experimentalmente y r es la relacion que se tiene con la

concentracion de H* a concentracion de isoxicam para cada cambio de pH.
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29

== MODELD = EXPERIMENTAL
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r

Figura 4.12. Grafica de razones molares teorica y experimental a 350 nm. Con los
siguientes factores de respuesta: logKa'=4.5, knisx=6X103Lmol?, kisx=10550Lmol?

para el ajuste.

Una vez que se determiné la respuesta (R) de los sistemas, considerando los
cambios de absorbancia y de pH durante la valoracion, se determiné la derivada de
la respuesta (R) (considerando los datos experimentales es la A (absorbancia)
obtenida en los diferentes valores de pH durante la valoracién) en funcion de los
cambios de pH; tanto pH promedio limite como pH promedio total, como se muestra

en la figura 4.13.
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Figura 4.13. Derivada tedrica y experimental de pH promedio del sistema
isoxicam- HP-B-CD. Con los siguientes factores de respuesta: logKa =4.5,
krisx=5X103 Lmol?, kisx=10550 Lmol* para el ajuste.

También se aplico el modelo ya mencionado a los diferentes sistemas de
concentraciones variables de isoxicam-HPBCD.

Comparando las valoraciones realizadas con los diferentes sistemas, aplicando el
modelo de calulo, se descubrié que a concentraciones menores de 2x10* M de
isoxicam con HPBCD menor o igual 0.01M, el comportamiento de la valoracion es
el mismo que el de la valoracion acido-base de isoxicam en ausencia de HPBCD, lo
cual indica que a estas concentraciones del sistema no hay formacién de complejos

de inclusién, como se puede apreciar en la figura 4.14.

AT\ CBIi

Casa abierta al tiempo

Dwision de Ciencias Basicas o Ingenieria



75

0139
0139 \ .

a m bl
249
01x 101 013
e J 0119 ? 0113
209 1{ J
A A 0.009
0.109 ;
350nm | 350nem ;
| 0.54 L}
189 7 0.0% ? 0099
159 ‘I 0.089 0.089
n
149 001 oo 007
. i 5 7 s 1 3 5 7 E]
pH pH
[1sx]=2X10"M+[HPECD]=0.1M (EXP) = [Isx]=10"*M+[HFBCD]=0.01M (TEOQ)
[1sx]=2X10*M+[HPBCD]=0.1M(TEC) B [Isx]=10*M+[HPBCD]=0.01M (EXF)
o [Isx]=7.810°5M (TEQ) — [Isx]=7.810°5M (TED)
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Figura 4.14. Comparaciéon del modelo de célculo aplicado a valoraciones seguidas
espectrofotometricamente de sistemas isoxicam-HPBCD, a) Modelo tedrico y
experimental de la valoracion del sistema 2x10-*M-0.1M isxicam- HPBCD con

pKa'=4.5; el eje principal secundario al sistema de isoxicam 7.9x10°M con
pKa=3.81; b) Modelo tedrico y experimental de la valoracion de isoxicam
7.9x10°M con y de la valoracién del sistema ISX-HPBCD 2x10*M-0.01M con
pKa=pKa'=3.81.

En cambio, cuando la concentraciéon de HPBCD es mayor a 0.01, el pKa'cambia
debido a que comienza la formacién de complejos de inclusion, de forma que el
pKa'=4.5 cuando la concentracién de HPBCD es 0.1 M. Para explicar porqué el
pKa’'condicional es mayor que el pKa se hizo un desarrollo teérico que se muestra
en el Anexo A. La explicacion mas intuitiva seria pensar en complejos de inclusién
de Isx y Hisx de estequiometria 1:1 con HPBCD en donde el de la forma acida es

mas estable que el de la forma basica.
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4.2.2 POLARIMETRIA

De los diferentes sistemas isoxicam-2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina a
concentraciones variables de esta U(ltima, se puede observar que a mayor
concentracion de 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina, la rotacion molar aumenta
respecto a la curva estandar, conforme pasan los dias es mayor este aumento
cuando la concentracion de HPBCD es mas elevada, como se observa en la figura
4.15.

Por otra parte esa variacion en la rotacion molar en los sistemas indica la probable
formacién de complejos de inclusiéon Isoxicam-2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina, pero
debido a la elevada concentracion de HPBCD el equilibrio en los sistemas no se

logra.

También se determind el angulo de rotacion especifica de la curva estandar
experimental siendo [a]®ssanm=+134°,el reportado en la literatura que es de [a]?*°p

+135+10°, ¢ = 1% in H20, lo que demuestra la confiabilidad de las mediciones.

Se intento trabajar las mismas muestras a 365 nm, sin embargo a esta longitud de
onda el isoxicam absorbe mucha luz y con el equipo que se utiliza no es posible
hacer mediciones, se necesitaria una celda mas pequefia o diluir la muestra, por lo

que se decidio trabajar tnicamente a 589nm.
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Figura 4.15. a)Grafica de [a]?%ssonm rotacion optica=f([HPBCD]=g/mL), para una
curva estandar, de concentraciones variables de HPBCD desde 0.0002M hasta
0.05M, b) Gréfica de a rotacion molar=f([HPBCD ]) de sistemas Isoxicam 102My
concentraciones variables de 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina, desde 1:0.5 hasta
1:1.25.

A los resultados obtenidos de polarimetria se les aplico el modelo de célculo robusto
para el sistema en que se forman los complejos de inclusibn FmCD y Fm2CD, para
una reaccién poco cuantitativa y a alta concentracién de Fm total, desde el dia 1 y
hasta el dia 60.

Para aplicar este modelo y seguir con la nomenclatura antes descrita consideramos
a Fm=Isoxicam y CD=2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina

Se realiz6 la grafica de R=f(pLtotal) utilizando los datos experimentales y

contrastandolos con el modelo, y ambos coinciden perfectamente (figura 4.16).
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Figura 4.16. Comparacion teérica y experimental de la gréafica de f=f(pLtotal) del sistema
de complejos FMCD y Fm2CD, aplicando el modelo de célculo robusto, con [Fm]=1x10"
°M, logKi=2.3, logKi=4.1, kL=133°Lmol*, kM=0, kML=300°Lmol! y kM2L=100°Lmol.

Para el dia 1 se realiz6 el diagrama de distribucion, considerando Unicamente los datos
tedricos ya que se tiene muy pocos puntos experimentales, obteniéndose la figura 4.17,
en la cual se observa la formacién del complejo FmCD y Fm2CD, estando este ultimo en

menor proporcion pero presente.
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Figura 4.17. Diagrama de distribucién teorico de F=f(pL) del sistema de complejos
FmCD y Fm2CD, aplicando el modelo de calculo robusto, con [Fm]=1x10-2M, logKI=2.3,
logKii=4.1, kL=133°Lmolt, kM=0, kML=300°Lmol* y kM2L=100°Lmol.

Se realiz6 una gréfica de R=f(r), en la que aunque ajustan los datos teéricos con los

experimentales, no es posible apreciar la nomenclatura de los complejos formados

(figura 4.18).

CBI

Dwision de Ciencias Basicas o Ingenieria

Casa abierta al tiempo



80

140 -

120 -

100 -

60 -

40 -

20 -

0 20 40 60 80 100
rL/m

R M R(exp)

Figura 4.18. Comparacion teorica y experimental de la grafica de R=f(r) del

sistema de complejos FmCD y Fm2CD, aplicando el modelo de calculo robusto,
con [Fm]=1x10-2M, logKi=2.3, logKi=4.1, kL=133°Lmol*, kM=0, kML=300°Lmol* y

kM2L=100°Lmol-.

Soélo se presentan graficas del primer dia ya que en general los resultados

permanecen constantes durante los 61 dias.

A las muestras trabajadas en polarimetria también se les midi6 su espectro de

absorcion, obteniéndose la grafica 4.19.
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Figura 4.19. Espectros de absorcion de soluciones acuosas de [isoxicam]=0.01M
con HPBCD a concentraciones de 2x10°M a 7x102 M en medio basico.

Debido a que el detector del equipo se satura por la concentracion de isoxicam, no
se tiene ningln maximo, sin embargo el comportamiento de las soluciones sigue el
mismo patrén sigmoideo, que las soluciones donde el isoxicam y la Hidroxipropil-3-
ciclodextrina estdn a menor concentracién, considerando una longitud de onda de

420 nm, como en la figura 4.20.
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Figura 4.20.Grafica de A=f(pCD)tot de isoxicam 0.1 M-HPBCD a concentraciones
de 2x103M a 7x102 M; en medio basico a 412nm.

En la fgura 4.20, claramente se observa una curva sigmoidea, aunque en la grafica
4.19 no se observa la presencia de algun maximo, los espectros siguen un patrén,
a mayor concentracion de 2-HP-B-ciclodextrina se observa un desplazamiento al

rojo o efecto batocrémico.

A los resutados obtenidos de la figura 4.19 se les aplicé el modelo de calculo robusto
para el sistema en que se forman los complejos de inclusibn FmMCD y Fm2CD, para
una reaccion poco cuantitativa y a alta concentracion de Fm total, considerando una
longitud de onda de 420nm, con los mismos valores de logK: y logKi que al modelo
aplicado midiendo polarimetria, tnicamente cambiando los factores de respuesta ya
que es otra técnica analitica, la cual permite ver la respuesta generada por el
isoxicam a diferencia de la polarimetria con la que se puede apreciar la respuesta

de la HPBCD; obteniéndose asi la grafica 4.21.

Para aplicar este modelo y seguir con la nomenclatura antes descrita consideramos
a Fm=Isoxicam y CD=HPBCD.
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Figura 4.21. Comparacion teorica y experimental de la grafica de f=f(pCDtotal) del
sistema de complejos FmCD y Fm2CD, aplicando el modelo de calculo robusto, con
[Fm]=1x102 M, logKi=2.3, logKii=4.1, kL=0, kM=60Lmol?, kML=250Lmol* y
kM2L=100Lmol2.

Se realizé también el diagrama de distribucién, considerando los datos teoricos
Gnicamente ya que se obtuvieron muy pocos puntos experimentales, obteniéndose
la figura 4.22, en la cual se observa la formacion del complejo FmCD y Fm2CD,
aunque este Ultimo en menor proporcion, pero presente en el sistema y con una

respuesta posiblemente detectable.
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Figura 4.22. Diagrama de distribucion tedrico del sistema de complejos FmCD y
Fm2CD, aplicando el modelo de célculo robusto, con [Fm]=1x10-?M, logKi=2.3,
logKii=4.1, kL=0, kM=60Lmol*, kML=250 Lmol?! y kM2L.=100 Lmol.

Se construyd ademas una gréafica de R=f(r), en la que aunque ajustan los datos

tedricos con los experimentales, no es posible apreciar la nomenclatura de los

complejos formados (figura 4.23).
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Figura 4.23. Gréfica de R=f(r) del sistema de complejos FmMCD y Fm2CD,
aplicando el modelo de célculo robusto, con [Fm]=1x10-2M, logK|=2.3, logKii=4.1,
kL=0, kM=60Lmolt, kML=250 Lmol! y kM2L.=100 Lmol.

Como se puede observar de todas las graficas anteriores, al aplicar el modelo de
calculo robusto para el sistema en que se forman los complejos de inclusién FmCD
y Fm2CD, para una reaccion poco cuantitativa y a alta concentracion de Fm total, se

obtiene el mismo resultado tanto por espectroscopia como por polarimetria.

Por tanto mediante polarimetria es posible medir la respuesta de la Hidroxipropil--
ciclodextrina, y por otro lado al utilizar espectrofotometria se evalla la respuesta del
isoxicam y en ambos casos resultado de logK, y logKi es el mismo, confirmando asi

la formacion de los complejos de inclusion.
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Conforme al andlisis de los sistemas de complejos Isoxicam-HPBCD en medio
bésico monitoreados durante 21 dias y los complejos en medio acido, es posible
establecer que los complejos en medio basico son mucho mas solubles que los

formados en medio acido.

Por otra parte, si los sistemas de complejos en medio basico son sonicados para su
preparacion, muestran una mayor absorbancia que si se preparan sin sonicar, lo
cual sugiere que alcanzan mas rapido su equilibrio si se les aplica ultrasonido. De

este sistema se estimo un valor de logKi=2.3.

El uso de la HPBCD 0.1M, con el isoxicam permitio en las valoraciones llegar a un
pH més bajo y utilizar una concentracion mayor de isoxicam comparado con la
valoracion que se realizé sin HPBCD, esto pone en evidencia la formacién de

complejos de inclusion isoxicam-HPBCD.

El uso de la HPBCD 0.01 M en los sistemas de valoraciones, permite saber que
utilizando estas concentraciones, no es posible formar complejos de inclusién, como
era de esperarse ya gue no sSon reacciones cuantitativas; a diferencia de los
sistemas de valoraciones con HPBCD 0.1M. De las valoraciones aplicandoles el

modelo se obtuvo un valor de pKa'=4.5

Finalmente con el valor de logKiy logKa“se obtuvo un valor de logKi= 3, el cual de
acuerdo a las graficas descritas anteriormente, asi como algunos datos que se

procesaron con el programa SQUAD indican que es correcto.

El modelo de calculo aplicado a los datos encontrados en la literatura para piroxicam

fue fundamental para el disefio de los experimentos del sistema isoxicam-HPBCD.

Las mediciones de rotaciéon molar de los diferentes sistemas de Isoxicam- HPBCD
en diferentes intervalos de dias, manifiesta un cambio en la rotacién molar de los
sistemas respecto a la curva estandar, lo cual indica la presencia de complejos de

inclusiéon Isoxicam-HPBCD.

El valor de logKi también se confirmo6 con polarimetria (para medir la respuesta

generada por la Hidroxipropil-B-ciclodextrina) y espectrofotometria (con la que se
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detect6 el cambio generado por el isoxicam) aplicando en ambos casos el modelo
de calculo robusto para el sistema en que se forman los complejos de inclusion

FmCD y Fm2CD, para una reaccion poco cuantitativa.

Los resultados obtenidos hasta ahora han sido indicativos en cuanto a la formacion
de complejos de inclusion isoxicam-HPBCD, de los cuales no se ha encontrado
nada reportado.

5.2. PERSPECTCTIVAS

Las valoraciones conductimetricas de los sistemas isoxicam-HPBCD, muestran un

comportamiento diferente al de la valoracién de NaOH, lo cual pone en evidencia la
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formacion de complejos de inclusion Isoxicam-HPBCD, sin embargo se requiere
estudiar més a fondo y con mas experimentos el comportamiento de estos sistemas
mediante esta técnica analitica.

Se segquira trabajando con el ajuste del modelo tedérico, asi como con el programa

SQUAD, para determinar constantes de equilibrio de complejos de inclusion.
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. ANEXOS

Anexo A

Si el isoxicam tiene un valor de pKa = 3.81[, el equilibrio quimico entre sus formas

acida (HIsx) y basica (Isx") puede escribirse como:

Hisx 5 H* + Isx-  con Ka = [H*][Isx"] /[HIsX] logKa=-3.8 (48)
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Considerando la formacion de un complejos 1:1 de Isx(CD) ; se tiene:

Isx + CD S Isx(CD) logK (49)
Y
Hisx + CD S HIsx(CD) logKi (50)

Considerando los resultados experimentales y el modelo de calculo robusto se tiene

que:

Hisx(CD) S Isx(CD) + H* logKa” (51)
Deacuerdo a la ley de Hess y los equilibrios anteriores
logKa =logKa+logKi-logKi (52)

Para conocer logKa” se necesita conocer valores de logK y logKi y los experimentos
gue se hicieron variando la concentracion de CD se pueden utilizar para estimar

dichos valores.

Para determinar logKi, se utiliz6 en el sistema isoxicam 2x10“M y 10%M vy
concentraciones variables de HPBCD en medio bésico, descritos en la seccion de
experimentacion, resultando un valor de logKi=2.3 para todos los sistemas y aunque
aumenta la absorbancia con el tiempo, el valor de LogK| es el mismo (aunque los

coeficientes de absortividad varian un poco por el cambio de absorbancia).

La comparacion de ambos sistemas se muestra en la figura 1A.
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Figura 1A. Modelo robusto de los sistemas a) isoxicam 104 M y b) isoxicam 2x10*
M, con HPBCD a concentraciones variables, en medio basico, con logKi=2.3 para

ambos sistemas y constante durante todos los dias.

Para determinar logKi se utilizé el seguimiento de sistemas en medio acido de
isoxicam a concentracion constante de 10°°M y concentraciones variables de HP-B-

CD, descritos en la seccion de experimentacion, resultando un valor de log Ki=5.8.

Se aplicé el modelo de calculo y se obtuvo la sigmoide de la figura 2A.
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Figura 2A. Modelo robusto de los sistemas isoxicam 10® M con HP-B-CD a
concentraciones variables, en medio acido (dia 1). Con los siguientes factores de
respuesta: [ISX]=10°M, logKi=5.8, kFmCD=58000Lmol*, kFm=10550Lmol.

Sustituyendo los valores de log Ki y log Ki, a partir de los datos experimentales, el

modelo de calculo robusto y los datos reportados en la biblografia se tiene que:

Si logKa =logKa+logKi-logKi como se establecié en la ecuacion 52.

Entonces, sustituyendo los valores de logKiy log Ki en la ecuacién 52

logKa'=-3.8+2.3-5.8=-7.3
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Considerando lo valores obtenidos de Ki y Ki, se esperaba (por el resultado de las
valoraciones) un logKa“ de -4.5, sin embargo el valor determinado en este anexo no

concuerda.

De los dos valores de constante de inclusion, el valor de log Ki es més confiable ya
que se pudo trabajar a una mayor concentracién de isoxicam, se logr6 mayor
reproducibilidad (se trabajaron tres sistemas). Ademas, en las soluciones no hubo
formacion de precipitado durante los 30 dias; y si bien hubo aumento en la
absorbancia con el tiempo cuando el isoxicam estaba en concentracion 2x104M, el

valor de logKi=2.3 permitié ajustar todas las curvas.

El valor de logKiino es tan confiable, ya que la concentracion de isoxicam a la que
se pudo trabajar es muy baja (1x10°M), ademas que el sistema solo esta en
solucién durante el primer dia, por lo que no se podria asegurar que las soluciones

estén en equilibrio.

Si se acepta entonces que logKa'=-4.5 como se obtuvo en las titulaciones acido-
base con ciclodextrina fija y logKi= 2.3, se podria estimar un valor mas plausble de
logKn despejando su valor de la ecuacién 52.

logKa =logKa+logKi-logKi

logKi=logKa+logKi-logKa =-3.8+2.3+4.5=3.0

UAM
Divson de Ciencias Basicas ¢ Ingenieria

Casa abierta al tiempo



101

ANEXO B

CONDUCTIMETRIA

Se hizo una valoracion de NaOH para tener una referencia al trabajar los sistemas
de complejos, como se puede observar de la figura 1B la medicion de conductividad
en mS/cm va en forma descendente hasta que alcanza un punto de inflexion donde

ahora asciende de manera sigificativa.

0,5 - .
0,45 -
04 -
0,35 -
03 -
0,25 -
0,2 - . # NaOH 0.001M
0,15 - . .

0,1 -
0,05 -

O T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

HCI mL

mS/cm

Figura 1B. Grafica de mS/cm en funcién de volumen agregado de HCI 1 M, la
conductividad de la solucion desciende hasta aproximadamente 0.025, para

despues subir de manera drastica.

De las valoraciones conductimetricas de sistemas Isoxicam-HPBCD se observé que
la conductividad de la HPBCD cambiaba respecto a la valoracién que se hizo de
NaOH para tomar como referencia, al inicio de la valoracion la condutividad va en
ascenso de manera gradual hasta llegar a un punto donde aumenta de manera
rapida, lo cual pone en evidencia la formacién de complejos de inclusién, ya que a
diferencia de la que se hizo solo con NaOH en la de los sistemas Isoxicam- HPBCD

uAM
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la conductividad nunca disminuy6é en todo el proceso, se comporté de manera

ascendente como se muestra en la figura 2B.

1,2 -
1 .
08 -
c L
>
20,6 -
04 - ¢
. L
L g
0,2 - *
Tooo o o°
O T T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Vol(HCI mL)

Figura 2B. Valoracién conductimetrica del sistema Isoxicam 2.4x10* M- HPBCD
0.1M en NaOH 103 M.

En la figura 2B se puede observar que con la adicion de HPBCD al sistema al inicio
hay un ligero aumento de mS/cm, lo cual no ocurre al valorar NaOH sin HPBCD -

Isoxicam, esto indica la probable formacién de un complejo de inclusion.
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