Serie Congresos Alumnos. 6 (4): 322-327, 2014
ISSN: 1989-5003

D
— Reduca (Recursos Educativos).
=

Reacciones de transferencia de proton en antitumorales
analogos de camptotecina: una valiosa herramienta de
estudio para evidenciar su mejor biodisponibilidad

Victor E. Cervera-Carrascon

Grado en Farmacia. Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid.
vcervera@ucm.es

Tutores
Victor Gonzalez-Ruiz. Ana l. Olives Barba.

Seccion Departamental de Quimica Analitica. Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid.
vgruiz@farm.ucm.es

Resumen: Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos capaces de nanoencapsular una
gran variedad de compuestos de interés en la industria farmacéutica. La luotonina A
posee dos nitrogenos de caracter débilmente basico susceptibles de ser protonados en
medio acido a pH inferior a 4,0. En este trabajo se demuestra como el estudio de las
reacciones acido-base permite establecer la eficacia del proceso de vehiculizacién del
farmaco. Asi, la proteccion que aportan las ciclodextrinas hace que para lograr la
protonacion de la luotonina A se requieran concentraciones de dcido
significativamente superiores a las requeridas cuando el farmaco estad libre. Este hecho
demuestra la vehiculizacion del antitumoral. Se proponen distintos modos vy
geometrias para la inclusion de la luotonina A en concordancia con resultados previos
de nuestro grupo.
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INTRODUCCION

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos capaces de nanoencapsular
una gran variedad de compuestos de interés en la industria farmacéutica'’. Asi,
incrementan la biodisponibilidad (Fig. 1) de los farmacos por diferentes vias de
administracion'?, y ademads pueden minimizar otros inconvenientes:

e Solubilidad limitada, lo que lleva a una reducida biodisponibilidad.

e Los disolventes organicos que si podrian solubilizarlos no son biocompatibles.
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Foto-inestabilidad, sensibilidad a la oxidacion, a la humedad u otros factores
gue pueden contribuir a disminuir la cantidad efectiva de los principios activos.

Caracter irritante de mucosas o membranas, asi como el hecho de que muchos
farmacos presenten caracteres organolépticos desagradables.

En el caso de los compuestos hidrofébicos, la inclusion en las CDs mejora su
cocinética e incrementa su biodisponibilidad, por diferentes mecanismos®);

7

Incrementan la solubilidad, velocidad de disolucion y capacidad de

humectacion.
Dificultan la degradacion en el tracto gastrointestinal.
Alteran la fluidez de las membranas facilitando asi la absorcién de los farmacos.

Los equilibrios de inclusién competitivos de los farmacos con acidos biliares,
colesterol o lipidos, hacen que se liberen de forma mas efectiva los farmacos.
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Figura 1. Nanoencapsulacion de farmacos en CDs e hidrogeles. Mejora en su biodisponibilidad a través
de la absorcion a través del tracto gastrointestinal.

Propiedades luminiscentes de los antitumorales derivados de camptotecina

La notable fluorescencia nativa de la camptotecinaw y de la luotonina AP (Fig.

2), ambos antitumorales inhibidores de la enzima topoisomerasa I, hacen de las
técnicas analiticas fluorimétricas una valiosa herramienta para el estudio de estos
compuestos asi como para evidenciar la eficacia en los procesos de nanoencapsulacion

y vehi

culizacion de estos farmacos en CDs, polimeros e hidrogeles (Fig. 1).
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Figura 2. Estructuras quimicas de los antitumorales objeto de estudio: camptotecina y luotonina A.

OBIJETIVOS

Estudiar el efecto de la nanoencapsulacién de la luotonina A, a través de la
modificacion en sus propiedades quimicas (alteracion del equilibrio acido-base).
Verificar la eficacia del proceso de inclusion de los fdrmacos en las nanocavidades.

PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de excitacién y emisidn de fluorescencia se obtuvieron empleando
un espectrofluorimetro Horiba Jobin-Yvon Fluoromax 4P, controlado desde un
ordenador equipado con el software FluorEssence 4.1. En las titulaciones con acido
perclérico se obtuvieron el espectro de emisidn de fluorescencia excitando a la
longitud de onda de emision de la forma neutra (342 nm) y de la forma catidnica (392
nm), tanto para la luotonina A en disolucién acuosa como para su complejos de
inclusién obtenidos con beta-ciclodextrina (B-CD) y (2-hidroxipropil)-beta-ciclodextrina
(HPB-CD).

RESULTADOS Y DISCUSION

La fluorescencia de la luotonina A" (LA) es dependiente del pH. Cuanto mas
acido es el medio, menor es la intensidad de la forma neutra (426 nm) y mayor la de la
catidnica (502-510 nm). Segun el pH del medio puede observarse en el espectro de
emisidn de fluorescencia una mezcla de las dos especies (Fig. 3 A). La modificacién en
la posicion de los maximos de emisién es consecuencia de la presencia de los
nitrogenos basicos en la molécula, cuya protonacién provoca la aparicién de especies
guimicas con distintas propiedades luminiscentes segun el equilibrio que se muestra
en la figura 3 B.

Las moléculas nanoencapsuladas por las CDs resultan protegidas y, por tanto,
son menos susceptibles de sufrir reacciones. En el caso que nos ocupa, la inclusion
debe traducirse en una mayor dificultad para la protonacién del antitumoral. En la
figura 4 se muestran las curvas de titulacién obtenidas en disolucidn acuosa y para el
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complejo de inclusién de LA/HPB-CD, en ambos casos se observa la protonacion de la
LA.
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Figura 3. A. Espectro de emision de fluorescencia de una disolucion acuosa acida de luotonina A
mostrando el maximo de emision de la forma neutra (426 nm) y el de la formas protonadas (508
nm). Excitacion 342 nm. B. Equilibrios acido-base en la molécula de luotonina A.

g =1 B = K-. &
.f: - 1“ - ¥ E F oy \- — . L E_
c \ 3 2 = 1 2
\ I g - L _
E _E._ " x. " “ g ? g E - \\ P EE
B2 ) £ B2 % as 2
a _:'i_. J \ . w 2 3 s ‘5 1 u, ;’r = 2 E:_'“
v 5 N, A 2 E i . - B
o 4 oy o a = - Ll
2=, 4 w B 2E . — B
3 T b L / i "3
2 .

i 5 — & g . A T &
5 — = £ ! e

4 L L ] .’- a

- a - - - LU L= tha i iR oa L] = " - L] = Fi Ha 183 = rm

Volumen de dtida perclorco 1M sfadido ) LA Violumende deido perclérico 1M afiadide ) HPBLA

Figura 4. Variacion en la intensidad de fluorescencia de la forma neutra y protonada de LA como
consecuencia de la adicion de acido perclérico. (A) LA en disolucién acuosa y (B) complejo de inclusién
LA/HPB-CD disuelto en agua.

Con la finalidad de verificar la eficacia del proceso de inclusidn, se compararon
los resultados obtenidos con LA libre y con los complejos de inclusion BLA/ -CD y
LA/HPB-CD. Como se muestra en la Fig. 5 la pendiente ascendente es
significativamente mayor en el caso del compuesto LA con respecto a los dos
complejos de inclusion estudiados. Este hecho demuestra la eficacia del proceso de
inclusion, ya que puede apreciarse como las ciclodextrinas protegen a las moléculas
incluidas frente a las reacciones acido-base, evitando su protonacion.

En la figura 6 se muestran a modo de resumen como los equilibrios coexistentes
de transferencia de protdn y de inclusidon en las cavidades de las ciclodextrinas. Como
se puede apreciar, es posible la formacién de complejos de inclusién, estequiometria
1:1 o 1:2 (LA:CD). Estos resultados refuerzan los ya descritos respecto a los complejos
de inclusion de LA estudiados mediante espectrometria de *H-RMN y **C-RMN®,
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Figura 5. Comparacion de la curvas de titulacion obtenidas para LA en disolucion acuosa y los
complejos de inclusién LA/B-CD y LA/HPB-CD.

Figura 6. Coexistencia de los equilibrios acido-base y de inclusidn en las cavidades de las CDs para la
luotonina A. Obsérvese que es posible la inclusion de LA a través del anillo A 6 E.

A modo de conclusién, se podria afirmar que se ha verificado mediante
espectrofluorimetria y utilizando las propiedades acido-base de la LA, la inclusién de
este compuesto en las cavidades de dos CDs. La mayor dificultad para la protonacién
observada en el caso de los complejos de inclusidon, comparada con la LA libre, pone de
manifiesto la eficaz proteccion del antitumoral. Por tanto, la vehiculizacién de LA
mediante la inclusién en CDs es una herramienta capaz de aportar importantes
mejoras a su biodisponibilidad.
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