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Resumen

La oxidacion del complejo de inclusion bilirrubina indirecta (Bl) con « y g-ciclodextrinas
(CD) en solucién acuosa, a pH 7,4 y a temperatura de 37°C se estudio por voltametria de pulso
normal (VPN) y voltametria de pulso diferencial (VPD), utilizando como electrodo de trabajo car-
bén vitreo. Los resultados obtenidos demuestran que la adicion de las ciclodextrinas, a concen-
traciones variables, determina un desplazamiento voltamétrico del potencial de media onda de
la Bl vs AgZ/AgCI (KCI 0,1 M), lo cual indica la formacion del correspondiente complejo de inclu-
sion. El analisis de los datos, por medio de la ecuacién de Lingane, da un valor estequiométrico
de 1:1 para los complejos « y3-CD-Bl y un valor de constante de formacion, KF, de 1538 para el
complejo a-CD-Bl y de 2598 para el complejo 3-CD, en las condiciones en las cuales se realiza-
ron los experimentos. Se discuten los resultados obtenidos y se sugiere que la administracién
de la CD por via rectal o intravenosa pudiera favorecer la depuracién plasmatica de la Bl, una
sustancia muy toxica, que se elimina fundamentalmente por conjugacion a nivel del hepatoci-
to, la cual determina la aparicion del kernicterus (ictericia nuclear) en recién nacidos prematu-
ros o a término cuando ella se acumula en el plasma en gran cantidad.
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Electrochemical monitoring of the inclusion complex
bilirrubin-cyclodextrin

Abstract

High levels of bilirrubin (bi) in organism are toxic and the in situ complexation of this com-
pound seems to be a route to diminish its toxicity and a way to increase its renal excretion. The
inclusion complex bilirrubin-a-cyclodextrin («¢-cd) was formed in aqueous solution, pH = 7.4
and 37°C. the complexation was followed by normal pulse voltammetry and differential pulse
voltammetry on a glassy carbon electrode. Analysis of data gave a 1:1 Bl-(«)-CD stoichiometry
and formation constants, KF = 1538 for Bl-(a)-CD and KF = 2598 for BI-(3)-CD. Effectivity of
(a)-CD for purposes as mentioned above must now be tested in living mammals.
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Introduccioén

La bilirrubina (Bl) es un pigmento de
color amarillento anaranjado brillante y
muy téxico, que representa, en los mamife-
ros, un producto muy importante en la de-
gradacion de la hemoglobina. Sus niveles
séricos, en medicina clinica, son importan-
tes en el diagndstico de las ictericias. Este
pigmento es un sustrato electroactivo invo-
lucrado en uno de los multiples procesos
“redox” que ocurren en el organismo y su
producto de oxidacidén electroquimica es la
biliverdina (1).

La BI interfiere funciones metabdlicas
vitales y es la responsable de la encefalopatia
que se presenta en la severa hiperbilirrubi-
nemia no conjugada de los recién nacidos.
Su principal accion es inhibir la respiracion y
desacoplar la fosforilacion oxidativa en la mi-
tocondria (2, 3) a nivel de cerebro, corazén e
higado. Este efecto de la bilirrubina, para in-
ducir el dafio celular determind la aparicion
de mecanismos fisiolégicos muy eficientes
que limitan su entrada a los tejidos y facilitan
su eliminacion por la bilis; a saber: a) union
con las proteinas plasmaticas, especialmen-
te con la albUmina y b) conjugacién, a nivel
hepatico, con compuestos organicos polares,
especialmente con el acido glucurénico.

Como una posibilidad para disminuir
su toxicidad y sus niveles séricos en aque-
llas situaciones clinicas que se acompafian
de una produccion exagerada de Bl (icteri-
cias) se plantea el tratamiento con especies
inocuas, como las ciclodextrinas, que pue-
den encapsularla y estimular su excrecién.

Las ciclodextrinas (CD) son macromo-
lIéculas de origen natural que pueden formar
compuestos de inclusion y se componen de
una familia de carbohidratos oligoméricos
ciclicos constituidos por unidades de
D(+)-glucopiranosa enlazadas por uniones
a-1-4 glicosidicas (4,5). La relevancia e inte-
rés hacia estos compuestos de inclusion se
relaciona primordialmente con el hecho de
que ciertas propiedades fisicas y quimicas
de las especies huéspedes, entre ellas: la

reactividad quimica, el pK, la solubilidad y
la presidn de vapor, pueden alterarse (6,7).

En el presente trabajo se estudia la for-
macion del complejo de inclusion de la Bl
con las ciclodextrinas, ya que en los prema-
turos con ictericia a predominio de la Bl es
posible que la administracién de la CD por
via rectal o por via intravenosa de lugar a la
formacion de un complejo BI-CD que favo-
rezca la eliminacién del pigmento por via re-
nal y disminuya su toxicidad.

Experimental

Equipos
Todos los experimentos se realizaron

en un Potenciostato de Bioanalytical Sys-
tems, Inc. BAS 100 B/W version 2.

Los resultados fueron procesados en
una PC Pentium 200 MMX.

Celda y electrodos utilizados

Se utiliz6 una celda de vidrio adiabéti-
ca de 50 mL de capacidad, de un solo com-
partimiento, provista de tres electrodos y co-
nexiones para la entrada y salida de gas
inerte, para la eliminacion del oxigeno di-
suelto en el medio. Como electrodo de traba-
jo, ET, se utiliz6 un electrodo de carbén vi-
treo (Area geométrica 1,88 cm?); como elec-
trodo de referencia, ER, Ag/AgCl 0,1 M (KCI
0,1M) y como electrodo secundario o con-
traelectrodo, CE, una placa de platino. To-
dos los potenciales estan referidos a este
electrodo de referencia. A fin de mantener el
experimento a 37°C se utiliz6 un termosta-
tizador marca Haake D.C.3. Para el control
diario de pH se utiliz6 un pH-Meter 691Q
Metrohm.

Preparacion de las soluciones

Todas las soluciones se prepararon con
agua de 18 MQ y reactivos de alta pureza. La
solucién de bilirrubina (Sigma, 1x10“ M a
pH 7,4) se preparo disolviendo 2,9 mg del
pigmento en 2,5 mL de NaOH 0,1 M y dilu-
yendo a 50 mL con acetato de sodio 0,1 M.
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La solucion se mantuvo en ambiente oscuro,
protegida de la luz, para evitar la foto-oxida-
cion de la bilirrubina. Las soluciones de a y
pB-ciclodextrina se prepararon ambas a una
concentracion de 1x10° M. La experimenta-
cién se hizo a las condiciones de acidez
(pH= 7,4) y de temperatura (37°C) normales
para la sangre.

El medio electrolitico se prepar6 por
mezcla de soluciones de NaOH 0,1 M y ace-
tato de sodio 0,1 M, ajustandose el pHa 7,4,
para realizar los barridos del blanco y para
la preparacion de las soluciones con la espe-
cie electroactiva.

Para la realizacion del experimento se
agrego6 a una serie de 8 balones volumétricos
de 50 mL un volumen constante de la solu-
cion de bilirrubina (0,5 mL) y voliumenes
crecientes de la solucién respectiva de ciclo-
dextrina, enrasandose hasta 50 mL con la
solucion del electrolito soporte. Las concen-
traciones empleadas fueron: 0; 1x10° M;
5x107°M; 6x10° M; 7x10°M; 8x10°M; 9x10°
My 1x10°M.

Para el estudio de los complejos se uti-
lizaron las técnicas electroquimicas de vol-
tametria de pulso diferencial (VPD) y volta-
metria de pulso normal (VPN) segun las indi-
caciones de Kissinger y Eineman (8), de
Bard y Faulkner (9) y del Grupo de Electro-
guimica de Southampton (10).

Las condiciones Optimas de operacion
para la VPD fueron potencial inicial=
-0,085V; potencial final= 0,795 V; velocidad
de barrido= 3 mV s™y sensibilidad= 1 mA V*
y parala VPN potencial inicial= 0,300 V; po-
tencial final= 0,390 V; velocidad de barrido=
3 mV s™y sensibilidad= 1 mA V™.

Para la determinacién de la estequio-
metria y la constante de formacion del com-
plejo se emple6é la ecuaciéon de Lingane
(11-13).

Expresion para el calculo
A partir de la ecuacion electroquimica:

(cD),BR+ne'UBRR + p(CD)

BR: bilirrubina; BRR: bilirrubina reducida;
CD: ciclodextrina

(CD), BRUBR + p(CD)Disoc. del complejo

BR+ne PBRR (E?) Tranf. electronica

E = E? -(0059/an) log(K, /K, )
{0059/an)log(BRR /BR) [1]

En funcién de la corriente i:

E =E; -(0059/an)log(K, 7k, )
+0059/an) log(i, - i /i) 2]

a, K,: Ctes cinéticas

donde:
E,, = E2 -(0059/an) log(k, 7k, ) [3]
Reduccion del sistema complejo:
(cD),BR+ne’ UBRR+ p(CD) (E?)
E = E? -(00597an)log(K 7k, ) -(0059/an)
Iog([BRR] [co]” /[(cD), BR]) [4]
En funcidn de la corriente i:

E =E; -(0059/an)log(K, /K,)
{0059/an)log(iy, -i /i)

Igualando (1) y (4):

E; =EJ +(0059/an)log K ..
K, =Cte de disociacion del complejo
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(En), = E2 -(0059/an) log(K, /k,) + (0,059 /an)
log K, - p (0,059 7an) log(CD)

DE,, =(E,,). - Ey, =(0059/an)log K o
-p(0059/an) log(CD) 5]

Resultados y Discusion

La Figura 1 muestra la respuesta volta-
métrica del medio electrolitico en el intervalo
de potenciales -0,085 a 0,795 V. Se observa
en esta figura una regién amplia de poten-
ciales con ausencia de picos y de ondas de
corriente y con valores bajos de corriente de
fondo, lo cual permite la evaluacién volta-
métrica de la especie electroactiva (bilirrubi-
na) y del agente complejante (ciclodextrina)
en esa region.

El voltamograma de pulso diferencial
para la bilirrubina a una concentracién
1x10™* M en direccion anodica se representa
en la Figura 2. Se observan tres picos de co-
rriente, cuyos potenciales de pico, E, son
0,110, 0,355 y 0,650 para la primera, se-
gunda y tercera sefal, respectivamente.
Esto concuerda con investigaciones previas
que han reportado estos picos para la oxida-
cion electroquimica de la bilirrubina en sis-
temas no acuosos sobre electrodo de platino
(3, 14, 15). Estos podrian atribuirse tanto a
reacciones de oxidacion de la bilirrubina en
tres etapas o, simplemente, a sefiales de los
tres isbmeros de la misma y seran motivo de
investigaciones ulteriores por nuestro equi-
po de investigacion.

Los resultados de la voltametria de pul-
so normal en las distintas ondas voltamétri-
cas de la bilirrubina nos permitio la seleccion
de la region de potenciales 0,300 a 0,400
para la experimentacién posterior. La Figura
3 muestra el voltamograma de pulso normal
para la bilirrubina a concentracion 1x10*M;
esta sefial fue més sensible a variaciones en
la concentracion de esta especie.

Para el analisis de la reversibilidad del
proceso se empled la ecuacion siguiente:

0,22
0,20 /
3
— 0,18
0,16 1
00 02 04 06 08
E/V

Figural. Respuesta VPD de una solucion
NaOH 7/ NaOAc(0,1M); pH = 7,40;
T=37°C. E; = Carbon Vitreo (CV).

v=3mV.sl
i/pA
0.401
0.35 \/
0.30
p
0.25
0.20
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E Vvs Ag/AgCl

Figura2. Experimento VPD de bilirrubina
1x10™ M en el medio y condiciones

de la figura 1.
s

E=E, - 0054 Iog%.li.
an Aly -y

donde E es el potencial aplicado, E, ,, es el
potencial de media onda, n es el numero de
electrones transferidos y a es el coeficiente
de transferencia de carga. La representacion
grafica de la ecuacién anterior, Figura 4, ge-
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nera una linea recta cuya pendiente es igual
a 0,047, la cual corresponderia a un sistema
irreversible y considerando a cercano a 0,5
el namero de electrones n seria 2. Jianjun y
col. (16) previamente demostraron la irre-
versibilidad del proceso de oxidacion de la
bilirrubina, por voltametria ciclica, en me-
dio electrolitico de dimetilformamida, apH 9
y temperatura ambiente.

Las Figuras 5y 6 corresponden al vol-
tamograma de pulso normal para la elec-
tro-oxidacion de la bilirrubina con cantida-
des crecientes de « y-ciclodextrina, respec-
tivamente. Se observa que en presencia de
cualquiera de los agentes complejantes el
potencial de media onda se desplaza en di-
reccion anddica, debido a la formacion del
complejo de inclusion Bl-ciclodextrina.

La formacion de estos complejos de in-
clusion con las ciclodextrinas determina
cambios en el potencial de media onda, E_,,
de las moléculas organicas. A partir de este
fendbmeno se pueden determinar los para-
metros de formacién del complejo y la cinéti-
ca de las interacciones huésped-molécula
(16, 17).

Estudio de la estequiometria del
complejo formado entre la bilirrubina y
la a-y la g-ciclodextrinas

Utilizando la ecuacién de Lingane (11-
13) podemos obtener la estequiometria del
complejo.

RT RT
DE,, = ainF logK, - painF log(L)

Graficando los cambios observados en
el potencial de media onda en funcién del lo-
garitmo de la concentracion de la a -CD (Fi-
gura 7) se obtiene una recta cuya pendiente
esigual a0,057. Considerandoa =0,5yn=2,
el valor de p es 1 y corresponde con una este-
quiometria 1:1 molécula-ligando, dentro del
intervalo de concentracion en que se trabajo.

De igual manera se procedié con la
pB-CD, Figura 8, y se obtiene una recta cuya

0,16 5
0,12
0,08 4

= 0,041

0,00

-0,04 3 AR e
030 032 034 036 038 040

E/V

Figura 3. Experimento VPN de bilirrubina
1x10*M en el medio y condiciones de
la figura 1 Se ha reducido el intervalo
de potencial.

0,42+

0,403

0,38
> 0,361
~ ]
m ]
0,34

0,32

logi/ifi

Figura 4. Grafico diagnostico parael estudio de
la reversibilidad de la bilirrubina.

pendiente es igual a 0,049 y corresponde
con una estequiometria 1:1 molécula-ligan-
do, dentro del intervalo de concentracion
utilizado.

Determinacion de las constantes de los
complejos

Los calculos para determinar las cons-
tantes de equilibrio paralos complejos de in-
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Figura5. Experimento VPN del complejo de
inclusion bilirrubina indirecta —«
ciclodextrina. [CD]/10°% M: 0; 1; 5; 6;
7:8;9;10. E;=CV.v=3mV.s™.

0,365

0,360

= 0,355

Q
=

L
0,350

0,3457

231 224 217 240 203 196
log [a- CD]

Figura 7. Determinacion de laestequiometriay
constante de equilibrio para el

complejo bilirrubina indirecta—«
ciclodextrina. Datos tomados de la
figura 5.

clusidn se realizaron a partir del intercepto
del gréafico de la ecuacidon anterior. Para
a-CD, Figura 7, el intercepto es de 0,144 y
corresponde con un valor de K, de 6,50x10"
(K,=1538 + 1). Para 3-CD, Figura 8, el inter-
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Figura 6. Experimento VPN del complejo de
inclusion bilirrubina  indirecta
B-ciclodex trina. [CD]/10° M: 0; 1; 5;
6;7;8;9;10. E;=CV. v=3mV.s’.

216 208  -200
log [B- CD]

-2,32 -2',I2'4

Figura8. Determinacionde laestequiometriay
constante de equilibrio para el com-
plejo bilirrubina indirecta -
ciclodextrina. Datos tomados de la
figura 6.

cepto es 0,130 y corresponde con un valor
de K, de 3,85x10™ (K, = 2598 + 4).

Estos valores demuestran que el com-
plejo BI-3-CD es mas estable que el complejo
Bl-a-CD. Las variaciones en la estabilidad
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de los complejos con las diferentes ciclodex-
trinas, de acuerdo con Jianjun y colabora-
dores (16), se pudiera explicar tomando en
consideracion la diferencia en las cavidades
de ambas ciclodextrinas. En este caso, la ca-
vidad de la primera ciclodextrina es mas
grande que la de la segunda, de tal manera
que la Bl entra y penetra en la cavidad mas
facil y mas profundamente. Por esta razon,
la distancia de los grupos -COO de laBl y los
OH de la ciclodextrina es menor, lo cual de-
termina la formacién adicional de puentes
de hidrégeno mas resistentes y un valor de
K, menor para el complejo Bl-a¢-CD al com-
parar con la Bl-3-CD. En estos complejos de
estereo-inclusién, una parte de la Bl pene-
tra en la cavidad interna de la CD determi-
nando un cambio en el medio interno elec-
tronicoy las variaciones obvias del potencial
de media onda.

En conclusion, los resultados demues-
tran que la bilirrubina se oxida irreversible-
mente a biliverdina o a otros productos de
estructura quimica desconocida. La este-
quiometria indica que una molécula de Bl se
combina o forma un complejo de inclusién
con una molécula de CD « 6 . La constante
de equilibrio para la BI-3-CD demuestra que
este complejo es mas estable que el que se
forma con la a-CD.

La relevancia y el interés hacia los
compuestos de inclusion se debe, primor-
dialmente, al hecho de que ciertas propie-
dades (la reactividad quimica y la solubili-
dad) de las especies huéspedes, en este
caso la bilirrubina, pueden alterarse. Esto
es muy interesante ya que en los prematu-
ros conictericia a predominio de la Bl es po-
sible que la administracion de la ciclodex-
trina (CD), por via rectal o por via intrave-
nosa ocasione la formacion de un complejo
BI-CD y de esta manera se puede favorecer
la eliminacion del pigmento por via renal y
disminuir su toxicidad.
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