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RESUMEN 

Los fármacos antitumorales han presentado una creciente utilización durante los últimos 

treinta años debido a que, por factores genéticos y medio ambientales, es cada vez más 

frecuente la aparición de cáncer en la población humana. Esto ha propiciado que dichos 

medicamentos y sus productos de degradación hayan comenzado a aparecer en los cuerpos 

de agua de todo el mundo y afecten a los ecosistemas, provocando contaminación 

ambiental y efectos nocivos sobre la biota, constituyendo una preocupación en el campo 

de las ciencias ambientales y considerándose hoy en día en la categoría de Contaminantes 

Emergentes.  

Este estudio enfoca sus esfuerzos en combinar los beneficios comprobados de la 

aplicación de la química supramolecular y la nanociencia para lograr la fabricación de un 

sistema que tenga el potencial para la aplicación segura de uno de los fármacos 

anticancerígenos de la categoría más peligrosa.  

Dacarbazina (DB) es un fármaco anticancerígeno altamente sensible a la descomposición 

por diversos factores fisicoquímicos y ambientales, poseyendo un actuar poco selectivo 

en el cuerpo humano y teniendo una alta tasa de excreción vía urinaria. Con el fin de 

alterar sus propiedades desfavorables se desarrolló un Sistema Ternario, conformado por: 

un compuesto de inclusión (CI), en el cual DB se introduce dentro de la macromolécula 

β-Ciclodextrina (βCD), cuya formación y estabilidad fue comprobada mediante 

Espectroscopía de Rayos X de polvo Cristalino, H1-RMN y ROESY. Dicho compuesto de 

inclusión fue anclado mediante el grupo funcional amido del fármaco a nanopartículas de 
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oro (AuNPs), especies nanoquímicas conocidas por sus propiedades fisicoquímicas 

favorables y de selectividad en el tratamiento del cáncer.  

En paralelo se ancló polietilenglicol tiolado (PEG) a las AuNPs para otorgarle mayor 

estabilidad al sistema, comprobando dicha estabilidad y cambios morfológicos del nuevo 

sistema ternario formado mediante las técnicas de espectroscopía UV-visible, Potencial 

Z, espectroscopía IR, DLS, espectroscopía Raman, Nano Tracking Analisys, microscopías 

TEM y HR-TEM. 

Finalmente se estableció la capacidad del sistema ternario para liberar el fármaco bajo la 

incidencia de un láser monocromático hacia una fase orgánica, obteniendo una liberación 

promedio de 10,73% durante 60 min de irradiación y comprobando de esta manera que 

posee potencial para ser probado en sistemas biológicos.  
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ABSTRACT 

The antitumor drugs have presented an increasing use during the last thirty years because 

due to genetic and environmental factors the appearance of cancer in the human 

population is increasingly frequent. This has led to these medicines and their degradation 

products having begun to appear in water bodies around the world and affecting 

ecosystems, causing environmental pollution and harmful effects on biota, constituting a 

concern in the field of environmental sciences and considered today in the category of 

Emerging Pollutants. 

This study focuses its efforts on combining the proven benefits of the application of 

supramolecular chemistry and nanoscience to achieve the manufacture of a system that 

has the potential for the safe application of one of the most dangerous anticancer drugs. 

Dacarbazine (DB) is an anticancer drug highly sensitive to decomposition by various 

physicochemical and environmental factors, possessing an unselective action in the 

human body and having a high rate of urinary excretion. In order to alter its unfavorable 

properties, a Ternary System was developed, consisting of: an inclusion compound (IC), 

in which DB is introduced into the β-Cyclodextrin (βCD) macromolecule, whose 

formation and stability was checked by spectroscopy X-Ray of crystalline powder, H1-

RMN and ROESY. Said inclusion compound was anchored by the amide functional group 

of the drug to gold nanoparticles (AuNPs), nanochemical species known for their 

favorable physicochemical properties and selectivity in the treatment of cancer. 



 

 

xvi 

 

In parallel, thiolated polyethylene glycol (PEG) was anchored to the AuNPs to give greater 

stability to the system, checking said stability and morphological changes of the new 

ternary system formed by UV-visible spectroscopy, Potential Z, IR spectroscopy, DLS, 

Raman spectroscopy techniques, Nano Tracking Analysis, TEM and HR-TEM 

microscopes. 

Finally, the capacity of the ternary system to release the drug under the influence of a 

monochromatic laser towards an organic phase was established, obtaining an average 

release of 10.73% during 60 min of irradiation and thus verifying that it has the potential 

to be tested in biological systems. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 La industria Farmacéutica y su impacto. 

Si la historia moderna del ser humano pudiera mirarse como un gran edificio en 

construcción, sin lugar a dudas los cimientos que la sostienen y han permitido el modelo 

de vida tendrían como material constitutivo a la industria Farmacológica. Desde que en el 

siglo XIX un químico francés llamado Joseph Pelleterier logró obtener un alcaloide que 

llamó Quinina a partir de los restos secos de la corteza de una planta proveniente de la 

selva amazónica, ensayo que permitió establecer un protocolo para la extracción de 

principios activos desde las plantas, desde el descubrimiento de la Penicilina y sus 

propiedades antibióticas por parte de Alexander Fleming y hasta la producción de 

medicamentos que permiten el tratamiento de miles de enfermedades, que hoy nos parecen 

inofensivas pero antes eran mortales; La humanidad ha pasado de tener 1.000 millones de 

habitantes a los casi 7.500 millones en la actualidad. Así de frenético ha sido, en un poco 

más de doscientos años, las sociedades humanas han pasado de ir a orar por sus enfermos 

de “La fiebre”, a simplemente ir a una farmacia por un par de pastillas que las harán de 

curanderas milagrosas.  

El aumento de la esperanza de vida y la cantidad de población a nivel mundial tiene directa 

relación con la industria farmacéutica, gracias a ella se han masificado productos químicos 

que han permitido erradicar, controlar, combatir enfermedades y males congénitos. La 

influencia comercial en la industria es tal, que representó durante el año 2017 una 

producción global equivalente a 1.228 miles de millones de dólares, un aumento del 21%   

con respecto al año 2012 (crecimiento mayor a cualquier otra área industrial a nivel  
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mundial en ese periodo) y que es consecuencia de la gran demanda de medicamentos a 

nivel mundial por parte de la población. Pero este fenómeno de gran demanda y 

crecimiento socioeconómico ha tenido una consecuencia inesperada revelada por 

recientes investigaciones en el campo de las ciencias ambientales, abriendo un nuevo 

tópico en la temática de contaminantes emergentes que está demostrando que nuestro 

entusiasmo excesivo por los fármacos ha mermado ostensiblemente la calidad del bien 

más escaso y valioso del cual dependemos: El agua.  

Los Compuestos Farmacéuticamente Activos (CFA) son un gran grupo de compuestos 

químicos utilizados para el control y tratamiento de enfermedades, dentro de los cuales 

existen miles de medicamentos que se entregan con o sin prescripción médica como lo 

son antibióticos, antidepresivos, analgésicos, reguladores de azúcar, anticonceptivos y 

agentes quimioterapéuticos (Benotti y col., 2009; Ratola y col., 2012). Los CFA son 

relativamente estables y no pueden ser completamente metabolizados durante su uso hasta 

en más de 90% (Castiglioni y col., 2006), lo que provoca que sean excretados a través de 

la orina y las heces, entrando en el sistema de aguas residuales domésticas y 

posteriormente siendo liberados al medio ambiente debido a que las plantas de tratamiento 

de aguas no pueden eliminarlos significativamente (Ashton y col., 2004; Yan y col., 2017). 

Su liberación al medio ambiente ha hecho que se detecten actualmente de manera 

extensiva en medios acuáticos, representando un riesgo de alto potencial para la salud 

humana, la vida acuática y los ecosistemas en general (Jie y col., 2017). En definitiva, los 

CFA se han transformado en los mayores contaminantes de las aguas a nivel global debido 

a su intensivo uso y falta de regulación en su deposición (Richardson y Thomas, 2014), 
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siendo encontrados en concentraciones que llegan hasta los microgramos por litro en 

efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, aguas superficiales, aguas 

subterráneas e incluso algunas aguas potables (ver figura 1.1) (Ykehata y col., 2006; 

Delgado y col., 2012).  

Figura 1.1: Cantidad de productos farmacéuticos detectados en distintos tipos de aguas y cuerpos 

acuosos alrededor del mundo hasta el año 2016 (Adaptado de: T.A der Beek y col., 2016). 

 

Los efectos negativos provocados por la liberación de fármacos al medio ambiente están 

dados por la capacidad de actuar de sus principios activos en los organismos expuestos 

que posean biomoléculas similares (Fent y col., 2006), es así que pueden actuar por 

ejemplo como disruptores endocrinos (generando problemas hormonales), agentes tóxicos 

y mutagénicos (Crane y col., 2006; Daughton, 2003b). Se ha demostrado que las aguas 

cargadas con fármacos son responsables de aumentar la resiliencia bacteriana (Booker y 

col., 2014), poseer un efecto tóxico crónico o agudo en peces y organismos invertebrados 
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(Boxall y col., 2012). Resultados de estudios recientes demuestran que los 100 

medicamentos más utilizados en hospitales generan una contribución de hasta el 38% de 

la carga total de contaminación local de aguas en las ciudades (Lienert y col.,2011), así 

como también aguas residuales contaminadas con fármacos poseen una baja tasa de 

biodegradación (Booker y col., 2014) y que una vez en el medio ambiente es difícil la 

remoción de los mismos. Todo lo anterior constituye una preocupación de alta 

complejidad para países como China, en el cual se ha detectado que de un total 92.700 

Ton de 36 antibióticos en uso durante el año 2013 cerca de 53.800 Ton ingresaron al medio 

ambiente a través de las aguas residuales (Zhang y col., 2015).  

¿Será entonces que el uso descuidado de nuestros remedios de la era moderna generará 

mayores enfermedades a futuro?, por lo que nos indican los antecedentes científicos, la 

respuesta es un rotundo sí y ese futuro ha comenzado ahora. Se ha demostrado 

experimentalmente que la exposición a corto plazo a una mezcla de 13 medicamentos de 

múltiples clases de uso común a concentraciones tan bajas como nanogramos por litro 

puede inhibir significativamente el crecimiento de células embrionarias humanas in vitro 

(Pomati y col., 2006). Esto debiese ser motivo suficiente para crear regulaciones que sean 

capaces de evitar su deposición en el medio ambiente que lleva décadas ocurriendo sin 

restricciones (Bound y Voulvoulis, 2005) y para también realizarnos otra pregunta que ya 

está haciendo eco en países como Alemania y Reino Unido: ¿Qué pasa con los fármacos 

que tienen la capacidad de actuar sobre el ADN? 
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1.2 Los antineoplásicos  

El envejecimiento de la población y la exposición a contaminantes ha provocado que la 

aparición de cáncer sea cada vez más común en las personas. Esto se refleja en la demanda 

incremental de quimioterapia por parte de las poblaciones en países desarrollados, la cual 

crece cerca de 10% cada año (Health Canada, 2004; Varadhachary, 2005; Bergmann y 

col., 2011; Besse y col., 2012;) y se espera que la incidencia de cáncer siga aumentando 

en los años venideros, como consecuencia de lo anterior la investigación y desarrollo de 

nuevos fármacos para combatirlo está en pleno auge (Stewart and Wild, 2014).  

El cáncer es una enfermedad no contagiable que se caracteriza por un crecimiento celular 

descontrolado, anómalo y con capacidad de invadir o diseminarse indiscriminadamente 

en órganos y tejidos cercanos (metástasis), dentro de la denominación de cáncer se pueden 

encontrar cerca de 200 tipos de diferentes variaciones que afectan a cuatro de cada diez 

personas a nivel mundial. En la actualidad se le atribuye a esta enfermedad ser la principal 

causa de muerte en el mundo, un antecedente que lo confirma es que el año 2015 ocasionó 

8.8 millones de muertes, lo que quiere decir que una de cada seis muertes es causada por 

cáncer y las proyecciones más recatadas esperan que la cifra aumente a 13 millones para 

el año 2030 (IARC, 2013; OMS, 2017).  



6 

 

 

 

 

Figura1.2: Esquema de proceso de inicio del cáncer (Adaptado de: The Brain Tumour Charity, 

2017). 

 

En el crecimiento (ver figura 1.2), tratamiento y evolución del cáncer en un organismo se 

van produciendo nuevas alteraciones genéticas que provocan transformaciones, que 

genera como resultado nuevas propiedades bioquímicas, tiempo de duplicación y nuevas 

respuestas por parte de las células tumorales a los fármacos, estas nuevas condiciones se 

relacionan directamente con la aparición de resistencia a los tratamientos (Rodríguez-

Galindo y col., 2000). El último fenómeno mencionado es materia interesante de análisis 

más adelante.   

A los fármacos utilizados para combatir el cáncer se les llama antineoplásicos o 

citostáticos, poseen distintos mecanismos de acción que funcionan en base a principios 
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activos que son capaces de imitar propiedades de biomoléculas para interrumpir el 

crecimiento o destruir las células y su actuar se caracteriza por no ser selectivo, es decir, 

afectan tanto células cancerosas como sanas (OMS, 2017).  

Los tratamientos utilizados recurren a la acción de cinco grupos farmacológicos: 

Antimetabolitos, Antibióticos, Agentes Alquilantes, Complejos de Platino, Inhibidores de 

la mitosis e Inhibidores de la topoisomerasa, dentro de los cuales los más utilizados son 

los agentes Alquilantes. Estos tratamientos tienen la capacidad de interferir en una o varias 

fases del ciclo celular o sobre los mecanismos de control de la proliferación celular, 

utilizándose al menos dos fármacos para actuar sobre diferentes dianas terapéuticas y 

evitar la aparición de resistencias.  

Existen variados efectos adversos como consecuencia de la falta de especificidad de los 

tratamientos con citostáticos, los más frecuentes son muerte de células sanas de 

crecimiento rápido, depresión de la médula ósea, anemia, náuseas, vómitos, alopecia, 

alteración en la cicatrización, trastornos de crecimiento en niños, necrosis, esterilidad y 

quizás el más paradójico: Carcinogénesis a largo plazo (Global Cancer Facts and Figures, 

2013). Desafortunadamente, debido a las características de las terapias actuales, es 

inevitable que los fármacos citostáticos y sus metabolitos provoquen daño a las células 

sanas, lo que no se limita solamente a los pacientes, ya que involucra a todos aquellos 

expuestos a la producción de los citostáticos y a quienes los administran (Sessink y col., 

2011; Turci y col., 2003). Demostrativo de esto último son las investigaciones que han 

observado un aumento excepcionalmente significativo de aberraciones cromosómicas 

estructurales en enfermeras involucradas en la preparación y la administración de 
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fármacos anticancerígenos con poder citotóxico, lo que a todas luces resulta en un riesgo 

elevado de contraer cáncer (Bouraoui y col., 2011; Snerhovsky y col., 2001). 

1.2.1 Antineoplásicos en el medio ambiente 

En la década de los 90´ aparecieron los primeros estudios que mostraban la presencia de 

fármacos antineoplásicos en el medio ambiente, a lo que no se le tomó demasiada 

importancia debido a lo que se consideraba una baja concentración detectada en el rango 

de los nanogramos por litro (Aherne y col., 1990). Sin embargo, estudios recientes han 

demostrado que la preocupación por el impacto de estos fármacos, como consecuencia de 

su liberación al medio ambiente, debe ser aún mayor ya que todos poseen un alto potencial 

citotóxico, genotóxico, teratógenico o mutagénico a pesar de su baja concentración 

detectada en comparación a otros fármacos. Actualmente, se han denominado como 

compuestos de estudio prioritario en el área de los contaminantes emergentes (Allwood y 

col., 2002; Kummerer, 2001; Kosjek and Heath, 2011; Cai y col., 2017).  

Se ha detectado la presencia de variados fármacos anticancerígenos y algunos de sus 

metabolitos en concentraciones que alcanzan los microgramos por litro en aguas 

superficiales y cuerpos de agua en diferentes áreas del mundo, siendo de especial 

preocupación para la salud pública su presencia en aguas superficiales que son utilizadas 

para cultivos o consumo rural. Su detección indica que los tratamientos de aguas 

residuales son ineficientes e incapaces de retenerlos mediante adsorción o eliminarlos en 

sedimentos (Valcarcel y col., 2011; Ashton y col., 2004; Calamari y col., 2003; Kolpin y 

col., 2002; Monpelat y col., 2009).  
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La contaminación por fármacos antineoplásicos tiene como principales fuentes a los 

efluentes de aguas hospitalarias, aguas residuales domésticas, descargas de producción y 

eliminación de desechos de medicamentos. De las cuatro fuentes mencionadas se podría 

pensar que los hospitales o las industrias son los que generan los principales aportes, pero 

se ha demostrado que, debido al gran aumento de los pacientes ambulatorios en 

tratamiento, son estos los que más contaminación por citostáticos provocan a través de los 

efluentes de sus casas (Ferrado-Climent, 2013; Kummerer y Al-Ahmad, 2010).  

 

Figura 1.3: Ruta de entrada y transporte de productos farmacéuticos citostáticos en el 

medio ambiente. Las líneas de trazos indican rutas inciertas (Adaptado de: Zhang y col., 

2013). 

Lo anterior se debe a que la tasa de excreción para este tipo de fármacos, en cuanto a la 

molécula inalterada, varía en un amplio intervalo de 10 a un 80%. La contaminación es 

aún mayor cuando se toma en cuenta la excreción de metabolitos y productos de 
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degradación, de los cuales no se tienen estudios suficientes, pero existen algunos casos en 

donde estos son más tóxicos que el químico original y según estudios la Agencia Alemana 

de Medio Ambiente (UBA) cerca del 89% de los antineoplásicos no son fácilmente 

biodegradables, el 30% de ellos son persistentes en fase acuosa y se propone como un 

nivel pragmático de 0,01μg/L por compuesto genotóxico en el agua asociado a riesgo de 

contraer cáncer a través del recurso hídrico (Unweltbuntdesant, 2003; Harris y Dodds, 

1985; Cass y Mysgrave, 1992; Kummerer, 2014; Rowney y col., 2009).  

 

Figura 1.4: Vías de entrada teóricas para fármacos contra en cáncer en el medio acuático 

con contribución relativa de cada vía de entrada. Basado en datos recopilados en Francia 

(Adaptado de: AFSSAPS, 2009). 
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El conocimiento que se posee sobre el destino ambiental de este tipo contaminación y los 

posibles riesgos ecotóxicos relacionados con su presencia en los cuerpos de agua aún es 

muy bajo, pero se sabe por estudios de corto plazo que la exposición ante los 

antineoplásicos puede inducir efectos agudos de fetotoxicidad, cambios genéticos sutiles 

y alterar los ciclos celulares de la flora y fauna expuesta de manera más crónica (Booker 

y col., 2014; Johnson, 2008; Rowney y col., 2009). Debido a que estos medicamentos 

están diseñados para actuar en tejidos específicos son sospechados por sus efectos 

perjudiciales en la población humana, así se han identificado como los grupos de la 

población más sensibles a sus efectos a los no nacidos, bebés, niños pequeños y adultos 

mayores, así como también la exposición continua a los citostáticos puede poner a todo el 

ecosistema en un peligro mayor debido a los efectos sinérgicos no previstos (Fent y col., 

2006; Johnson y col., 2008).  

1.2.2 Alquilantes: Los más tóxicos  

Dentro de todas las categorías de moléculas utilizadas en quimioterapia, el grupo de los 

fármacos Alquilantes es el que más enciende las alarmas desde el punto de vista medio 

ambiental, debido a que son los más utilizados y porque son capaces de interactuar 

directamente con el ADN, el ARN y variadas enzimas, lesionando estas moléculas, efecto 

que puede derivar en mutaciones no deseadas debido a que su actuar no es exclusivo a 

células cancerosas, es por ello que ante estos fármacos no existe un nivel de exposición 

seguro (Booker y col., 2014). Existen tres grupos de Alquilantes: Alquilantes Clásicos, 

Nitrosoureas y Tetrazinas. 
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Los fármacos Alquilantes actúan interfiriendo con la replicación celular, provocando un 

efecto citotóxico mediante la formación de enlaces covalentes entre sus grupos alquilo y 

diversas moléculas nucleófilas presentes en las células, siendo sus objetivos más comunes 

las bases nitrogenadas del ADN (Kummerer y col., 2014). Su capacidad de alterar el 

material genético los hace candidatos a infringir daño a cualquier organismo eucariota en 

desarrollo independientemente de que su interacción sea limitada a una sola célula, ya que 

como sabe, basta con generar una sola mutación para originar carcinogénesis a largo o 

mediano plazo (esto último depende de la velocidad de replicación celular) (Besse y col., 

2012). De hecho, los tratamientos con fármacos Alquilantes se caracterizan por generar 

toxicidad en la médula ósea, que puede ser en forma de mielosupresión o 

inmunosupresión, son capaces de afectar la gametogénesis generando esterilidad en los 

hombres, reducir el periodo reproductivo en las mujeres, se les asocia con la incidencia de 

leucemia aguda y con la formación de células progenitoras de cáncer (Sarkar y col., 2013; 

Byler y col., 2014). Además de lo ya mencionado, el autor cree que existen antecedentes 

suficientes para prever un impacto aún mayor asociado a la aparición de resistencia a los 

fármacos antineoplásicos por parte de los tumores, fenómeno del cual se ha investigado, 

pero no relacionado con posibles influencias ambientales.    
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Figura 1.5: Resistencia a los tratamientos contra el cáncer propiciada por mutaciones 

inferidas en el ADN de células cancerígenas (Adaptado de: Cancer Drug Resistance 

Database, 2016).  

 

La resistencia a los medicamentos se produce cuando las enfermedades se vuelven 

tolerantes a los tratamientos, fenómeno que actualmente ha propiciado la aparición de 

bacterias inmunes a los antibióticos. Estudios sugieren que la metilación del ADN, ARN 

y proteínas (modo de acción de los Alquilantes) está asociada con la resistencia a los 

tratamientos anticancerígenos (Bonanno y col., 2014; Olaussen y col., 2006; Baker y El-

Osta, 2003). ¿La contaminación por Alquilantes será capaz de generar un fenómeno de 

resistencia, como el ocurrido con las bacterias, en los cánceres? 

Si ocurriera el escenario hipotético, esto no solo afectaría a los seres humanos, sino que a 

todos los organismos eucariotas expuestos a la contaminación y significaría un riesgo 
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mayor de cáncer en conjunto con tratamientos cada vez menos efectivos. Por todo aquello, 

es absolutamente necesario buscar nuevos enfoques y mecanismos para la administración 

de fármacos con el fin de evitar las consecuencias ecotóxicas ya demostradas y que 

potencialmente posee el ingreso de estos fármacos al medio ambiente.   

1.3. Green Pharmacy: Multidisciplina en el desarrollo de los fármacos. 

La utilización del principio de precaución por parte de los científicos es necesaria frente a 

cualquier tipo de contaminación por más pequeña que sea, cualquier contaminación posee 

efectos negativos sobre la naturaleza y cuando existen problemas que presentan 

consecuencias desconocidas o impredecibles se debe adoptar un enfoque proactivo y 

preventivo para evitar una “sorpresa” en los sistemas ambientales. El concepto de sorpresa 

se refiere a cuando las causas provocan comportamientos y respuestas inesperadas en los 

sistemas ambientales, un ejemplo de esto es cuando la realidad de los efectos 

contaminantes supera ampliamente las predicciones realizadas (Crawford, 1970).  

Como respuesta al problema de contaminación ambiental provocada por los fármacos 

antineoplásicos y sus posibles consecuencias se ha propuesto el enfoque de la Green 

Pharmacy (Farmacia Verde) para buscar mecanismos que impidan el ingreso de fármacos 

peligrosos al medio ambiente. La Green Pharmacy plantea los principios y enfoques 

preventivos como estrategia para aplicarse al diseño de medicamentos a través de la 

creación de mecanismos de entrega, sistemas de empaquetamiento, dispensación eficiente 

y control de eliminación de los mismos, con el objetivo de que sus beneficios sean aditivos 

para el usuario final y el medio ambiente. De este modo, el diseño de un fármaco y su 

formulación deben tener en cuenta todos los factores y variables para que su uso sea 
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compatible con la preservación de los ecosistemas (Daughton; 2003a,b; Khetan and 

Collins; 2007). 

El diseño o aplicación de Drug Delivery en fármacos antineoplásicos apunta a mejorar las 

características de sorción fisiológica y al mismo tiempo generar rutas de administración 

que permitan establecer la dirección o control al movimiento de las especies químicas en 

el organismo, otorgando una administración exclusivamente en el sitio de acción como 

consecuencia de la inhibición o disminución de las interacciones con otras moléculas que 

no son el objetivo del tratamiento (en contraposición a fármacos “sucios” o “promiscuos”, 

que poseen una amplia gama de reacciones posibles dentro del organismo y fuera de él) y 

la integración de mecanismos para la liberación controlada del fármaco in situ. El 

desarrollo de tratamientos mejor diseñados a través de estrategias eco-amigables permite 

reducir las dosis de aplicación, minimizar las reacciones adversas de los tratamientos y 

disminuir ostensiblemente la excreción directa del compuesto y sus metabolitos al medio 

ambiente. Lo anterior da como resultado la administración del ciclo de vida de las especies 

químicas antineoplásicas utilizadas que han sido concebidas bajo esta estrategia, 

respetando la estrecha relación existente entre la salud humana y la salud de los 

ecosistemas (Daughton; 2003a).  

1.3.1 Compuestos de inclusión: Empaquetamiento a través de la Química 

Supramolecular 

La química supramolecular es la rama de la ciencia que estudia la naturaleza y propiedades 

de las interacciones suscitadas entre moléculas, fue definida por primera vez por Jean-

Marie Lehn en el año 1978 y posee su raíz en el comportamiento observado en los 
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mecanismos enzimáticos. Estas interacciones tienen su origen en la acción de fuerzas no 

covalentes, como interacciones electrostáticas, fuerzas de van der Waals y enlaces 

mediante puente de hidrógeno, que en su conjunto dan como resultado la formación de 

“supermoléculas” compuestas de dos o más especies químicas complejas. La unidad 

básica de las estructuras supramoleculares son las moléculas, las que pueden ser de 

naturaleza orgánica, inorgánica o una mezcla de ambas, formando una estructura cristalina 

estable y bien definida con propiedades físico-químicas propias que pueden ser diferentes 

a las observadas en las moléculas individuales que la conforman.  

El control de características energéticas y estereoquímicas de las fuerzas intermoleculares 

es de gran utilidad para el diseño de supermoléculas con características convenientes para 

generar una gran variedad de “dispositivos moleculares” capaces de generar movimiento 

frente a estímulos externos (máquinas moleculares), ser soporte para otras moléculas, 

empaquetamiento y obtención de estructuras con aplicaciones tecnológicas.  

Actualmente se han caracterizado gran variedad de supermoléculas y dentro de ellas 

existen algunas capaces de retener otras especies químicas en los intersticios 

característicos de la estructura cristalina que poseen mediante un fenómeno denominado 

reconocimiento molecular. Se define el reconocimiento molecular como la unión o 

selección de una especie química que es capaz de ingresar o interactuar con un intersticio 

cristalino (Huésped), debido a un equilibrio generado por el conjunto de fuerzas 

intermoleculares existentes con la cavidad de la supermolécula (Matriz), encontrando de 

esta manera un equilibrio energético más favorable al interactuar con la matriz y 

conservando ciertos grados de libertad de manera reducida. 
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Un compuesto de inclusión (CI) es un sistema supramolecular formado por dos o más 

especies químicas, en el cual una molécula o un conjunto de ellas (matriz) envuelven a 

otra (huésped) como consecuencia del fenómeno de reconocimiento molecular, dando 

como resultado una mezcla cristalina con propiedades propias. La estabilidad del CI se 

expresa a través de la constante de equilibrio termodinámico (Kf) dada por la suma de las 

fuerzas intermoleculares y las interacciones con el entorno, en donde de acuerdo con la 

estabilidad de la inclusión, la matriz puede otorgarle al huésped propiedades como mayor 

solubilidad en distintos solventes, protección ante agentes degradantes externos y 

disminución de la biodisponibilidad en el medio ambiente (Ming y col., 2006; Lehn, 1988; 

Gellman, 1997). 

1.3.2 Ciclodextrinas como matrices 

Uno de los conjuntos de supermoléculas más estudiados en química supramolecular 

corresponde a las Ciclodextrinas (CDs), las cuales son oligosacáridos cíclicos que se 

obtienen a partir de la degradación enzimática del almidón, generando estructuras con 

forma de cono truncado, cuyas especies más comúnmente estudiadas poseen seis, siete y 

ocho unidades de glucosa en su esqueleto molecular (formas que se denominan con las 

letras α, β y γ respectivamente), lo que tiene como resultado la modificación del tamaño 

de la cavidad que poseen (ver figura 1.6).  
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Figura1.6: Representación de α-CD, β-CD y γ-CD en su fórmula estructural tipo cono. 

 

Las unidades de glucosa que componen a estas macromoléculas se encuentran unidas 

mediante enlaces tipo α(1-4), la disposición de los grupos funcionales de la estructura 

rígida de las CDs deja los grupos hidroxilo primarios en el lado más estrecho de la cavidad 

y los grupos hidroxilo secundarios quedan ubicados en el lado más ancho de la misma. 

Mientras que el exterior de la estructura posee características polares otorgadas por las 

dos periferias hidrofilias, la cavidad genera un ambiente favorable para la interacción con 

moléculas de características apolares (ver figura 1.7), lo que le otorga a las CDs una gran 

habilidad para incluir dentro de sí varios tipos de moléculas orgánicas presentes en medios 

polares o acuosos y desde el punto de vista toxicológico se ha observado que ninguna de 

las formas de CDs muestra efectos perjudiciales para el ser humano. No se han observado 

efectos mutagénicos, teratogénicos ni carcinógenos, lo que ha traído como consecuencia 

que un gran número de productos o procesos comerciales comiencen a incorporar CDs 
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nativas o modificadas (French y col., 1965; Nakagawa y col., 1994; Szejtli, 1982; Saenger 

y col., 1998).    

 

Figura 1.7: Representación de la unidad básica de glucosa que compone las CDs 

(izquierda) y características estructurales (Adaptado de: Zhang y col., 2013). 

 

La inclusión dentro de CDs puede ocurrir en fase sólida, liquida o gaseosa, sin embargo, 

la mayoría de los estudios están dedicados a soluciones acuosas. Esto se debe al papel 

central que desempeña el agua en el proceso de complejación, ya que la presencia de 

moléculas de agua dentro de la cavidad apolar de las CDs produce una inestabilidad 

relativa que termina favoreciendo el desplazamiento de las mismas a cambio del ingreso 

de moléculas menos polares. Luego el complejo matriz-huésped se estabiliza mediante 

fuerzas débiles, generando un fenómeno de equilibrio dinámico entre especies libres e 

incluidas, donde la formación y disociación son generalmente rápidas en periodos que van 

desde micro a milisegundos (ver figura 1.8). El equilibrio de cada uno de los CI se ve 

influenciado también por las matrices cercanas y su ordenamiento, existiendo tres 

orientaciones posibles: cabeza-cabeza, cabeza-cola y cola-cola. De las tres disposiciones 

espaciales posibles, la más estable es la cabeza-cabeza (ver figura 1.9) (Bergeron, 1977; 
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Connors, 1997; Landy y col., 2000; Fourmentin y col., 2007; Nagaraju, 2009; Dang, 

2011).  

 

Figura 1.8: Equilibrio de formación teórico de un compuesto de inclusión de CD y una 

molécula orgánica (Adaptado de: Zhang y col., 2013).  

 

La versatilidad que poseen las CDs para ser excelentes matrices las ha hecho objeto de 

estudio en distintos campos de aplicación que van desde la captación y encapsulamiento 

de contaminantes, pasando por la industria alimentaria hasta el empaquetamiento de 

fármacos para sistemas de Drug Delivery. Y es este último el que ha tenido un gran éxito 

debido a las propiedades físico-químicas favorables que acumulan las CDs para mejorar 

los tratamientos y dentro de las cuales se pueden encontrar: son capaces de proteger a los 

fármacos de interacciones químicas no deseadas en el organismo y con factores 

ambientales (como la fotodegradación), amplio rango de estabilidad térmica (su 

temperatura de descomposición es de 300°C), disminuye los efectos tóxicos posibles al 

limitar su biodisponibilidad, es capaz de aumentar la solubilidad de especies aromáticas o 

alifáticas y además su rango de distintos tamaños permite empaquetar fármacos de 

variadas clases  (Loftsson, 2007; Landy y col., Caira, 2001; Rasheed, 2008).    
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Figura 1.9: Orientaciones espaciales posibles de CDs: (a) cabeza-cabeza, (b) cabeza-

cola y (c) cola-cola (Adaptado de: Zhang y col., 2013).    

 

De las tres especies de CDs nombradas, la más utilizada como método de 

empaquetamiento en sistemas de Drug Delivery es βCD, debido al tamaño de su cavidad 

se acopla de mejor manera con especies químicas que contienen en su morfología anillos 

aromáticos o heterociclos, otorgándoles los grados de libertad necesarios para que puedan 

ser liberados posteriormente y al mismo tiempo siendo capaz de encapsular 

completamente las estructuras bencénicas o de propiedades similares, dejando expuestos 

grupos funcionales de interés. Además, βCD es la especie química que más se obtiene en 

mayor proporción al sintetizar CDs, lo que la hace ser un reactivo más económico (Chen, 

2004; Melo, 2008).  

La formación y estabilidad de un CI se pueden comprobar mediante la verificación de la 

existencia de nuevas propiedades físico-químicas que son el reflejo de los cambios en el 

entorno electrónico de las moléculas y la nueva morfología generada por el complejo 

matriz-huésped. Dichos cambios se pueden apreciar al contrastar los puntos de fusión de 
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las especies por separado y formando el CI, observando el desplazamiento químico en una  

resonancia magnética nuclear de protones (H1-RMN) del complejo supramolecular con 

respecto a las señales de las especies químicas por sí solas y comprobar la conformación 

de una nueva configuración cristalina mediante Difracción de Rayos X de polvo cristalino 

(DRXP), estableciendo la celda unitaria característica del nuevo CI (Szejtli, 1998; Ming, 

2006; Dipak y col., 2012). 

1.3.3 Nanopartículas de Oro en tratamiento de cáncer  

La Nanociencia es un campo de la investigación que se ha ido desarrollando con una 

fuerza creciente en los últimos diez años, la capacidad de poder controlar diminutos 

conglomerados atómicos con aplicaciones en diferentes áreas del conocimiento y 

desarrollo ha hecho que se convierta en el “Boom científico” del momento. El origen de 

la palabra “nano” es proveniente del prefijo “νανοϛ” del vocablo griego que significa 

diminuto, enano o pequeño, y en la actualidad el sistema internacional de medidas (S.I.) 

utiliza dicha palabra para referirse al factor 10-9, que representa la mil millonésima parte 

de algo. La Nanociencia se remite al estudio del comportamiento y propiedades asociadas 

a los objetos que poseen un tamaño mil-millonésimo-métrico (átomos o moléculas), lo 

cual representa una longitud 80.000 veces más pequeña que el diámetro de un cabello 

humano y que actualmente permite el desarrollo de estructuras en aquella escala (ver 

figura 1.10) con aplicaciones en química de materiales, tecnologías computacionales, 

descontaminación y biomedicina. Las interesantes aplicaciones tienen su origen en el 

cambio de la relación superficie/volumen que experimentan los nanomateriales, a medida 

que los objetos se hacen más pequeños se van pareciendo más a superficies, y en ellas los 
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átomos tienen menos vecinos, pero sienten con mayor fuerza las interacciones de otros 

átomos, lo que genera la aparición de propiedades cuánticas.  

 

Figura 1.10: (a) Ácaro junto a engranes manométricos de silicio y (b) acercamiento a 

engranes nanométricos (Imagen propiedad de Sandla National Laboratories). 

 

En el estudio de nanomateriales con aplicación biomédica las nanopartículas de oro 

(AuNPs) resaltan por ser las estructuras que aparecen en mayor número de publicaciones 

en los últimos años y a un ritmo que va en aumento. El gran interés por dicho nanomaterial 

se debe a que AuNPs con diferentes formas y tamaños exhiben propiedades físicas, 

químicas y biológicas únicas que les confieren el potencial para ser utilizadas en el 

transporte y entrega con sitio selectividad de diversas cargas útiles en el tratamiento de 

enfermedades. Estas se pueden sintetizar fácilmente con una gran variedad de métodos, 

generando nanopartículas monodispersas con tamaños que varían de 1 a 150 nm, pero las 

utilizadas en aplicaciones biomédicas se preparan comúnmente usando métodos de 

síntesis coloidal (Paciotti y col., 2006; Rotello y col., 2010; Connor y col., 2005; Niidome 

y col., 2011; Fen-Ying, 2017). 
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Estudios han demostrado que las AuNPs son biocomplatibles con los organismos en 

tamaños superiores a los 10 nm, lo que quiere decir que con la reducción del tamaño por 

debajo de ese límite comienzan a mostrar toxicidad (Pan y col., 2007; Chen y col., 2009; 

Johnston y col., 2010) y se ha observado que al ser aplicadas vía intravenosa se ubican 

pasivamente de forma selectiva en zonas tumorales (ver figura 1.11), debido a que en esas 

zonas la vasculatura sanguínea presenta fenestraciones más amplias que los vasos 

sanguíneos normales, a esto se le ha llamado Efecto de Permeabilidad y Retención 

mejorada (EPR) (Maeda., 2001). 

 

Figura 1.11: Entrega sitio específica de fármacos propiciado por efecto EPR (Adaptado 

de: Gosh, 2008). 
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Además de lo anterior, las AuNPs poseen la capacidad de unirse a grupos funcionales 

químicos como Carboxilo, Amino y Tiol, permitiendo la estabilización mediante 

interacciones que pueden tener carácter no covalente (Chen y col., 2008). Es así como 

pueden adherirse y conjugarse con polímeros o fármacos, lo que permite junto con el EPR 

generar terapias que actúen de manera selectiva en zonas donde se encuentran las células 

tumorales.  

Un caso a destacar dentro de la conjugación con polímeros es la estabilización mediante 

PEG-tiolado, que es capaz de aumentar los tiempos de circulación de las AuNPs en el 

sistema sanguíneo e incrementando a su vez la cantidad de nanopartículas que pueden 

ubicarse en las zonas donde existen células tumorales (Park y col., 2008). En casos donde 

se ha utilizado PEG-tiolado y fármacos para quimioterapia conjugados con AuNPs se ha 

reportado que se puede incrementar la concentración de fármaco que llega a los tumores 

entre 10 a 100 veces en comparación a la utilización del fármaco por si solo para el 

tratamiento (Kaul y Amiji, 2002). 

Otra de las propiedades fisicoquímicas interesantes que exhiben las AuNPs es la 

resonancia de plasmón superficial (RPS), fenómeno que se produce al incidir una fuente 

de radiación electromagnética no ionizante (como un láser) sobre las nanopartículas 

causando la excitación de los electrones libres de los átomos de oro, generando una 

resonancia electrónica colectiva y que tiene como resultado la deslocalización de la nube 

electrónica que tiene como producto final la entrega de energía y calor (ver figura 1.12) 

(Kumar y col., 2007). El movimiento y el calor producidos pueden ser utilizados para 
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liberar de manera sitio-específica especies químicas adheridas a la superficie de las 

nanopartículas y además se puede inducir hipertermia de manera local. 

 

Figura 1.12: Representación del efecto de resonancia de plasmón superficial de una 

nanopartícula metálica.   

 

La hipertermia es un tratamiento contra el cáncer en el cual se genera calor en una zona 

del organismo para inducir la muerte celular, esta terapia se puede administrar de manera 

externa, intersticial o endoluminal mediante la incidencia de ondas de radiofrecuencia, 

microondas o ultrasonido (Koch y col., 2005; Huang y col., 2008). En el caso de las 

AuNPS el calor liberado ante la inducción del efecto RPS y la rápida transferencia del 

mismo al entorno circundante provocan la muerte de las células tumorales con un mínimo 

de daño colateral al tejido circundante, lo que se ha llamado terapia fototérmica 

plasmónica (Zhao-Zing y col., 2011). Un ejemplo de esta terapia se llevó a cabo por un 

grupo de investigadores asociando nanopartículas de 110 nm de diámetro conjugado con 

PEG-tiolado para tratar xeno-injertos de cáncer de próstata humanos en ratones, 

inyectando intravenosamente el sistema AuNPS-PEG y aplicando terapia laser 18hrs 

después. Obteniendo como resultado la eliminación total de la masa tumoral en el 93% en 
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los ratones que recibieron el sistema conjugado y terapia láser, en contraposición con la 

ausencia de efectos en aquellos que recibieron solo terapia láser (Stern y col., 2007).              

Todas las propiedades descritas anteriormente muestran que las AuNPs poseen un 

potencial inmenso no solo para ser utilizadas como nano-transportadores de fármacos 

antineoplásicos provocar liberación de los mismos de manera selectiva, sino que para 

convertirse además en un agente activo en la destrucción de células tumorales y generar 

una terapia que logre una alta eficiencia a través de diversas vías.  

1.4 El caso de Dacarbazina   

Dacarbazina (DB) es un fármaco del grupo de los Alquilantes antineoplásicos, es una 

molécula pequeña y está químicamente diseñada para liberar un ión diazóxido durante su 

degradación que es capaz de alquilar el ADN celular (ver figura 1.13). Es utilizado para 

combatir varios tipos de cáncer como Linfoma de Hodking, Melanoma, Carcinoma de 

Islotes Pancreáticos y Sarcomas, siendo utilizado en conjunto con otros fármacos 

anticancerígenos en casos más extremos, presentando consumo que aumenta cerca de 12% 

por año desde el 2004 (Al-Badr y Alodhaib, 2015; Besse y col., 2012). Tiene un 

comportamiento agresivo y poco selectivo, como todos los Alquilantes, causando daño 

también a células sanas y ha sido clasificado dentro del grupo de antitumorales ante los 

cuales no existe un rango de exposición que se considere seguro (Umweltbundesamt, 

2003; Bouraoui y col., 2011). 
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Figura 1.13: Mecanismo de metilación del ADN por parte de Dacarbazina (Adaptado 

de: Pourahmad y col., 2009).  

 

La degradación de DB al interior del cuerpo humano produce especies reactivas de 

oxígeno que poseen alta toxicidad, lo que se ve reflejado en los efectos secundarios 

reportados por los pacientes en ensayos clínicos, los cuales son vómitos, náuseas y dolor 

intravenoso al ser inyectado el fármaco. El dolor se asocia con la producción de peróxido 

de hidrógeno que termina por generar radicales hidroxilo y superóxido, estas especies 

radicales tienen el potencial de atacar membranas celulares, organelos, enzimas y cadenas 

de ADN (Asashi y col., 2002; Pourahmad y col., 2009).  

DB es inestable en solución acuosa y comienza a degradarse rápidamente en presencia de 

la luz del sol (ver figura 1.14), demostrándose que en su fotodegradación se forman los 

radicales carbeno y arilo, informándose además que dichos radicales están involucrados 

en el daño del ADN (ver figura 1.15). Se sospecha que estos radicales generados por la 



29 

 

 

 

acción de la luz sobre DB también son causantes del dolor experimentado por los pacientes 

y la incidencia de este fármaco en los efectos carcinogénicos, teratogénicos y mutagénicos 

que han sido probados sobre diversos organismos eucariotas. 

 

Figura 1.14: Degradación de DB por factores ambientales (Adaptado de: Iwamoto y col., 

2007).  
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Esta droga antineoplásica posee una tasa de excreción intacta vía urinaria del 40%, su vida 

media en el cuerpo es de 5 hrs, además según estimaciones realizadas de acuerdo al 

consumo en Francia, luego de pasar por procesos de biodegradación en plantas de 

tratamiento de aguas residuales permanece intacta en un 98,2% generando una 

concentración de 0,7 ng/L y que luego en cauces de ríos se traduce en de 0,1 ng/L 

(Iwamoto y col., 2007; Martines y Chignell, 1998; Zhang y col., 2012; Booker y col., 

2013).  

 

Figura 1.15: Mecanismo propuesto para daño ocasionado al ADN inducido por DB 

irradiada con luz solar (Adaptado de: Iwamoto y col., 2007).  
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1.5. Propuesta: Sistema Ternario 

Definimos un sistema ternario (nano-complejo) como la interacción entre un CI a través 

de los grupos funcionales del huésped, expuestos fuera de la matriz, con las AuNPs. Estos 

sistemas ya han sido reportados con anterioridad y catalogados como estables (Sierpe y 

col., 2015). DB posee un grupo amido primario que puede interactuar con los átomos 

superficiales de las nanopartículas producidas mediante un método de suspensión coloidal 

(Kimling, 2006), debido a que el grupo funcional de interés del fármaco permite una 

estabilización más favorable en términos energéticos con la nanoesfera de oro que la 

dispuesta por los grupos estabilizantes citrato utilizados en la síntesis. También posee en 

su estructura un anillo imidazol de dimensiones y polaridad adecuadas para ingresar 

dentro de la cavidad hidrofóbica de la macromolécula βCD. 

En base a los antecedentes recabados se propone la obtención de un sistema ternario en 

suspensión coloidal, el cual a partir del encapsulamiento del fármaco dentro de la matriz 

permitirá limitar su reactividad con respecto al entorno, obtener mayor solubilidad acuosa 

y evitar su degradación fuera del sitio de acción. Mientras que la asociación con la AuNPs 

le otorgará mayor especificidad en su actuar, mejor capacidad de permeabilización de las 

paredes celulares y la oportunidad de liberar el fármaco de manera controlada.  

El conjunto de todas las nuevas propiedades otorgadas por la formación del sistema 

ternario permitirá evitar la liberación del fármaco en el medio ambiente y los daños que 

su mecanismo de acción puede efectuar, debido a que se espera que la dosis aplicada actúe 

en su totalidad de manera sitio-específica. Al lograr esta optimización se obtendría un 
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conjunto de beneficios de distinta índole que provocarían que la terapia con DB fuera más 

amigable con el medio ambiente, dentro de los cuales se destacan: 

•  La mayor selectividad otorgada al fármaco, en su actuar dentro del organismo, evitaría 

la excreción de DB sin metabolizar y disminuiría el ingreso de sus correspondientes 

metabolitos a los cuerpos de agua, reduciendo su impacto en los ciclos biogeoquímicos y 

ecosistemas.  

•  Disminuiría ostensiblemente la interacción del fármaco con células sanas, que no son el 

objetivo, reduciendo la producción de aberraciones genéticas y toxicidad que a largo plazo 

pueden ser cruciales en la generación de cánceres y mutaciones indeseadas en los 

organismos expuestos a su contacto. 

•  Al ser necesaria menos cantidad de antineoplásico para el tratamiento, reduciría el uso 

de recursos y la producción de contaminación en su fabricación.  

•  Disminuiría el gasto de recursos económicos para la remoción de DB en plantas de 

tratamiento de aguas. Los antineoplásicos necesitan un tratamiento específico que 

encarece el tratamiento de aguas residuales y la mayoría de los países ni siquiera cuenta 

con la tecnología para realizarlo (Por ejemplo: Aplicación de Electrolisis, el cual es el 

método más efectivo). 

1.6 Hipótesis 

“Las propiedades físico-químicas de Dacarbazina permitirán obtener un compuesto de 

inclusión estable debido a su interacción con los protones internos de β-Ciclodextrina, 

dejando expuesto el grupo funcional amido del fármaco. El grupo funcional será capaz de 
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estabilizar nanoesferas de oro, obteniendo de esta manera un nano-sistema ternario que 

responderá a la incidencia de irradiación láser con la liberación del fármaco”.   

1.7 Objetivos 

1.7.1 Objetivo general  

“Obtener un nano-sistema ternario estable con el potencial de ser utilizado en sistemas 

biológicos, reducir la contaminación provocada por su uso y los efectos no deseados sobre 

los organismos eucariotas”.    

1.7.2 Objetivos específicos 

• Preparar el compuesto de inclusión βCD/DB en medio acuoso. 

• Preparar nanopartículas de oro con características adecuadas para ser utilizadas en 

sistemas biológicos mediante recubrimiento polimérico.  

• Generar y caracterizar un sistema híbrido βCD/DB/Au.  

• Comprobar la liberación del fármaco por parte del sistema generado. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Reactivos y solventes 

Para llevar a cabo la experimentación durante el desarrollo de la presente investigación se 

utilizaron reactivos y materiales disponibles comercialmente, sin realizarles 

modificaciones y manteniéndolos en condiciones de protección óptimas para impedir 

reacciones, contaminaciones o degradaciones por la interacción con el medio circundante.  

En la preparación del compuesto de inclusión se utilizó β-Ciclodextrina hidratada (98%) 

y Dacarbazina (>99%), proporcionados por la empresa Sigma Aldrich. Como solventes 

fueron utilizados Agua para cromatografía y Etanol grado analítico marca Merck. 

Mientras que para la caracterización del compuesto de inclusión mediante H1-RMN se 

utilizó DMSO-d6 (99,8%) marca Sigma Aldrich. En el caso de las mediciones de 

espectroscopía IR se utilizó Bromuro de Potasio (>99%) para realizar las pastillas. 

Luego, en la síntesis de las AuNPs se utilizó Sal Tetracloro Áurica, Citrato Trisódico 

Dihidratado y como disolvente, Agua de grado Mili Q; Para la formación del sistema 

ternario se utilizó como coestabilizante de las AuNPs PEG Tiolado (HS-PEG5000-OMe) 

obtenido a través de la empresa Jenkem Technology desde Beijing, China y para realizar 

los ensayos de irradiación láser se utilizó como fase organica Hexano (99,9%) 

proporcionado por Merck. Para la realización de las mediciones TEM se utilizó 

Isopropanol (>99,7%) de la compañía Sigma Aldrich.
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2.2 Metodología  

2.2.1 Síntesis de Compuesto de Inclusión  

Se masan 0,400 gr de β-CD (correspondientes a 3,52×10-4 mol) y se depositan en un 

cristalizador de 20 mL, a la cual se le han recubierto previamente las paredes con papel 

aluminio. Para luego añadir una cantidad de 16,4 mL correspondientes a una solución 

Etanol-Agua con una razón de volumen de 1:2. Se introduce un agitador magnético, se 

cubre el cristalizador con Parafilm® y a esta cubierta se le realizan algunos agujeros 

mediante una aguja esterilizada. Una vez preparado, se lleva el sistema descrito a una 

placa calefactora que se encuentra a 30 °C, se deja a una agitación constante de 400 rpm 

durante una hora. 

Paralelamente se masan 0,096 gr de Dacarbazina (correspondientes a 5,28×10-4 mol) y se 

depositan rápidamente en un Matraz Erlenmeyer de 100 mL, al que previamente se le han 

cubierto las paredes con papel aluminio. Luego se agrega una cantidad de 16,4 mL 

correspondientes a una solución Etanol-Agua con una razón de volumen 2:1.  Se deposita 

un agitador magnético, se tapa la boquilla del matraz con Parafilm® realizando algunos 

agujeros con una aguja esterilizada. Llevando posteriormente el sistema descrito a una 

placa calefactora que se encuentra a 25 °C, manteniendo con una agitación constante de 

400 rpm y suave durante una hora. 

Una vez que ambos compuestos se encuentran solubilizados por completo, se toma la 

solución que contiene la Dacarbazina y se agrega pausadamente a él cristalizador que 

contiene la solución de β-CD mientras esta se agita a una velocidad de 500 rpm. Mezcladas 
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ambas soluciones, la nueva solución debe permanecer en agitación constante durante una 

hora y media. 

Finalmente se toma el cristalizador y se deja en reposo de 6 a 8 semanas en una campana 

de extracción. Luego de que el solvente se haya reducido aproximadamente a un 15% de 

su cantidad original se pueden retirar los cristales, los cuales se secan mediante un filtro 

de vacío en un Kitasato con embudo Büchner y papel filtro, para finalmente ser liofilizados 

durante 48 hrs en una línea de vacío para eliminar cualquier resto de líquido ocluido en 

los cristales. 

2.2.2. Docking molecular del compuesto de inclusión 

El Docking molecular se realizó con el software Autodock Vina 1.1.2 (2014). Utilizando 

β-CD como receptor y DB como ligando. Las medidas de la cuadrícula de modelación 

fueron 40x40x40 Angstrong para cubrir toda la superficie de β-CD y se dejó al programa 

calcular las posiciones más favorables de complejación para el sistema en solución acuosa, 

este método ya ha sido ampliamente utilizado en modelación de este tipo de sistemas.  

2.2.3 Síntesis de AuNPs  

El método utilizado para sintetizar las AuNPs es basado en otro método reportado, que 

permite obtener nanopartículas en solución con pH cercano a 7 (Turkevic y Col, 1953). 

Se mazan 0,4989 gr de Sal Tetracloro Áurica (1,267⦁10-3 mol) y se disuelven en 30 mL 

de agua Mili-Q, generando una concentración formal de 0,0422 M, esta solución será la 

“Solución Stock” para las síntesis realizadas posteriormente, Cuyo protocolo de síntesis 

se presenta a continuación:  
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a) De la Solución Stock se toman 2,37 mL y se diluyen a 100mL en un matraz de aforo, 

introduciendo un agitador magnético dentro.  

b) La solución, que posee una concentración 1,0 mM, se introduce en un balón de dos 

bocas, el cual es puesto en una placa calefactora con ambiente aislante para evitar 

variaciones de temperatura. Una vez aislado el sistema se conecta la columna de 

refrigerante (sistema de reflujo) y se termina de aislar cubriéndolo con papel aluminio. 

c) Luego se enciende la agitación, el sistema de reflujo y la placa calefactora, llevando la 

solución hasta una temperatura de 186°C. Una vez alcanzada la temperatura, esta debe 

permanecer constante a lo menos cinco minutos.  

d) Habiendo mazado previamente 0,1141 gr de Citrato (3,88⦁10-4 mol), se disuelven en 

un matraz de aforo de 10 mL. Obteniendo una concentración formal de citrato igual a 38,8 

mM. Una vez lista la solución de citrato, esta se calienta hasta 60°C.  

e) Una vez pasados los cinco minutos a temperatura constante para la solución de sal de 

oro en el balón, se agrega cuidadosamente la solución de citrato a través de una jeringa y 

se deja a reflujo constante el sistema durante treinta minutos.  

f) Una vez pasados los treinta minutos se debe apagar rápidamente la placa calefactora y 

dejar que baje la temperatura manteniendo la agitación. Teniendo en todo momento 

aislado de la luz el contenido del balón y abriendo una de las boquillas para dejar escapar 

el dióxido de carbono generado.  
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g) Finalmente, cuando el sistema llega a temperatura ambiente, se observa una solución 

de color Rojiza, a la cual se le debe medir la absorbancia en un espectrofotómetro UV-vis 

para comprobar la formación de AuNPs.  

2.2.4 Preparación de Sistema Ternario  

a) Se masan 40mg del CI dentro de un tubo Eppendorf de 2 mL, con una micropipeta 

analítica se llena de agua para cromatografía. Se cierra el Eppendorf y se sónica durante 

5 min, para posteriormente ser agitado vigorosamente hasta la completa disolución del CI.  

b) Paralelamente se tienen 2,5 mL de AuNPs con una concentración de 8,83 mM en 

agitación constante a una velocidad de 500 rpm dentro de un tubo Falcon de 14 mL, que 

ha sido cubierto completamente con papel aluminio. Luego, se procede a agregar la 

solución con el compuesto de inclusión disuelto para producir el intercambio de 

estabilizante Citrato por CI. Se agita la solución durante 10 minutos y posteriormente se 

le agregan 0,5 mL de una solución con PEG 4,2⦁10-4 mM, para posteriormente dejar la 

solución en agitación durante una hora.  

c) Durante el tiempo de intercambio se prepara el medio para realizar una diálisis que 

facilite la salida del ion citrato del medio acuoso en donde se encuentra el sistema ternario. 

Para ello se utiliza una membrana de intercambio de celulosa marca Spectrum™ de forma 

tubular, con un tamaño de poro de 5000 d, en donde se introduce la solución preparada 

con anterioridad. Luego se toma un Vaso de precipitado de 2 L y se llena con Agua, 

agregando una cantidad de citrato correspondiente al 8% de la concentración que se 
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encontrará en el interior de la membrana que contendrá la solución de intercambio, 

generando la salida del citrato mediante difusión.  

d) Ahora se toma la membrana y se procede a agregar dentro de ella la solución obtenida 

a partir de la mezcla de CI-AuNPs-PEG, cerrándola cuidadosamente y depositándola en 

el medio de diálisis que se encuentra bajo una agitación constante de 500 rpm. La diálisis 

se realiza durante 48 hrs y se cambia el “liquido de Diálisis” cada 12 hrs, disminuyendo 

su concentración de citrato siempre a la mitad para luego llegar a cero. 

e) Una vez terminado el proceso de diálisis, se retiran de la membrana los 5 mL de 

solución CI-AuNPs-PEG depositándolos en tubos Eppendorf. Las muestras en los 

Eppendorf son centrifugadas a 3200 rpm para luego retirarles 800 μL de sobrenadante y 

re-suspender rápidamente los 200 μL restantes hasta 1mL con agua para cromatografía, 

mientras que el sobrenadante es retirado para examinar si existe perdida de fármaco.   

2.2.5. Irradiación Laser  

Preparando previamente una habitación para la experimentación y medición totalmente 

fuera de la influencia de cualquier tipo de contaminación lumínica que pueda afectar los 

ensayos, se toma una cubeta de cuarzo, de volumen total 700 μL, se le agregan 300 μL de 

Hexano y sobre él 300 μL de la solución obtenida a partir del proceso de formación del 

sistema ternario (fase acuosa). Posteriormente se procedió a excitar la fase acuosa 

mediante la incidencia de un haz laser de longitud de onda de 532 nm durante diferentes 

intervalos de tiempo (15, 30, 45 y 60 min), midiendo mediante espectroscopia UV-vis la 

absorbancia asociada al fármaco en el medio orgánico entre los intervalos, con el objeto 
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de cuantificar que cantidad de DB ha sido capaz de liberar el sistema ternario, 

extrapolando esto a la eficiencia de liberación del sistema.  

 

Figura 2.1: Resumen de la metodología de trabajo con los pasos más importantes para 

la investigación.  
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2.3. Equipos para la caracterización de las muestras 

El análisis de cristalinidad para los sistemas βCD, DB, mezcla física DB-βCD y 

compuesto de inclusión (CI) se realizó por la técnica de difracción de rayos X de polvo 

(DRXP) en un rango de 2° < 2 < 80°, mediante un difractómetro Siemens D-5000 con 

una radiación Cu-Kα (40 kV, 30 mA) y un monocromador de grafito (λ = 1.5418 Å). Para 

la indexación de las reflexiones obtenidas en cada difractograma se utilizó el programa 

PowderX creado por Chen Dong del Instituto de Física de la Academia de Ciencias de 

China en 1999. 

La Resonancia Magnética Nuclear de protones (1H y ROESY) en solución de βCD, DB y 

CI se analizó mediante un equipo Bruker Advance 400 Mhz a 30 °C, siendo TMS la 

referencia interna y DMSO-d6 el disolvente de las muestras, mientras que la medición del 

CI con la técnica ROESY se realizó usando el método de gradientes seleccionado de 

campo pulsado. Luego, para calcular la estequiometría del CI los espectros se analizaron 

y trataron con el programa MestRec.   

El cálculo de la constante de estabilidad del CI, el coeficiente de extinción molar de DB 

(tanto en fase acuosa como orgánica) y la cuantificación de la liberación de fármaco en 

los ensayos de irradiación laser fueron medidos mediante espectrofotometría UV-Vis 

utilizando un equipo Perkin Elmer modelo Lambda 25 UV con cubetas de cuarzo de 1 cm 

de diámetro en un rango entre 200 y 800 nm. De la misma manera fue utilizado dicho 

equipo para la detección de los plasmones para las muestras de nanopartículas 

sintetizadas.  
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AuNPs y el Sistema Ternario fueron caracterizados por TEM, usando un equipo JEOL 

JEM 1200 EX con filamento de Tungsteno, operado a bajas presiones (1x10-5 Pa), con 

un voltaje de aceleración de 80 kV. Se prepararon las muestras depositando 10 µL de 

solución sobre una rejilla de cobre con película de Formvar continua y fueron secadas 

lentamente mediante la exposición ante una lampara IR.  

Las Imágenes SEM de los cristales de DB y CI fueron obtenidas usando en un equipo 

LEO 1420VP con un instrumento de análisis de energía dispersiva acoplado, modelo 

Oxford 7424 a un voltaje de aceleración de 25 kV. Para imágenes de FE-SEM se utilizó 

un equipo modelo Zeiss Leo Supra 35-VP con voltajes de aceleración de 15kV y 2kV.  

Por otra parte, los espectros IR de las muestras de DB y CI fueron obtenidos usando un 

equipo Perkin Elmer 2000 con pastillas de KBr.  

Espectros Raman de DB, CI y CI-AuNPs-PEG se obtuvieron de la medición directa de las 

muestras en estado sólido y acuoso, usando un equipo Renishaw Ramanscope 1000, 

excitado con un láser He-Ne de 632,8 nm. 

Con el fin de datar las variaciones del diámetro hidrodinámico, la dispersión de tamaño y 

la carga superficial de los sistemas AuNPs y CI-AuNPs-PEG se utilizó el equipo Malvern 

ZetaSizer Nano ZS, con una celda capilar con electrodos de oro. El Laser utilizado en los 

ensayos de irradiación es de la marca Power Technology Inc., con una longitud de onda 

de 532 nm, con un diámetro de haz de 1 mm y 45 mW de potencia. 

Finalmente, para medir la variación del tamaño en el tiempo del sistema ternario se utilizó 

un equipo NanoSight con tecnología Nano Tracking Analisys.  
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2.4. Protocolos para el análisis de las muestras 

2.4.1. Estudio de constante de asociación y estequiometria del CI  

Se preparó una batería de ensayos según los parámetros establecidos por Higuchi y 

Connors, los cuales consisten en adicionar dentro de frascos ámbar una cantidad constante 

y en exceso de DB (en este caso fueron 8,22 mg) para luego agregar soluciones acuosas 

con diferentes concentraciones de βCD en orden ascendente. Se mantuvieron en agitación 

durante 48 hrs a 400 rpm, con una temperatura constante de 25°C y luego se filtraron con 

una membrana de celulosa para eliminar los sólidos no disueltos.  Finalmente se miden 

las soluciones mediante espectroscopia UV-vis y se establece la relación entre 

concentración de βCD agregada y cantidad de DB solubilizada, comparándose con los 

diagramas de fase establecidos por bibliografía (figura contigua), los cuales entregan 

información relevante sobre el cálculo de la constante y el tipo de inclusión que se da en 

cada caso.  

 

 

 

 

 

Figura 2.2: Tipos de diagramas de solubilidad de fase según Higuchi y Connors (Higuchi 

y Connors, 1975).  
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Los diagramas de tipo AL se forman cuando el complejo es soluble en los medios acuosos 

y la formación de estos posee una relación molar 1:1 entre fármaco y ciclodextrina, el tipo 

An posee una desviación negativa de la pendiente y sugiere la formación de complejos de 

orden superior respecto de fármaco, como por ejemplo un complejo 2:1. A diferencia del 

anterior los diagramas tipo Ap poseen una desviación positiva respecto a la pendiente e 

indican que existe la formación de complejos de orden superior con respecto a 

ciclodextrina, dentro de los cuales la relación molar más común es 1:2. Los diagramas de 

tipo B se observan cuando el complejo posee una solubilidad limitada en el medio, donde 

en el caso de B1 el complejo posee una solubilidad limitada y en B2 el complejo es 

insoluble.  

Luego de observar la curva obtenida se debe relacionar con la cinética que representa, y 

con dicha cinética pueden desprenderse las ecuaciones para calcular la contante de 

asociación de cada tipo de complejación molecular. Por ejemplo, para una cinética de 

complejación de primer orden con respecto al fármaco (F) y a β-CD el equilibrio es:  

𝐹 +  βCD ↔ F/βCD (Ec.1) 

 

Siendo entonces la manera de calcular su constante de asociación: 

 

𝐾𝑎1:1 =  
𝑆

𝐹0(1−𝑆)
   (Ec.2) 
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Donde “S” es la pendiente de la gráfica realizada y F0 es la concentración de fármaco en 

solución en ausencia de βCD (Dong‑Hyun Kim y Col, 2019). 

 

2.4.2. Determinación de la capacidad de Carga del sistema 

Definimos “capacidad de Carga” como la cantidad de fármaco limite que puede 

transportar el sistema ternario sintetizado, entonces, todo el fármaco que se detecta en el 

sobrenadante obtenido en el último paso de la síntesis del sistema ternario se considera 

fármaco en exceso. 

De acuerdo a lo anterior, se toman los 800 µL de sobrenadante y se les realiza una 

medición de espectroscopia UV-vis para detectar el plasmón característico de DB a 235 

nm, tomando el máximo de absorción y transformando esta magnitud a masa mediante la 

ley de Lambert-Beer.  

2.4.3. Medición de DLS y Potencial Z 

La técnica Dispersión de La Luz Dinámica (DLS: Dynamic Light Scattering) permite 

saber el perfil de distribución de tamaños de partículas en una suspensión coloidal, 

mientras que la técnica Potencial Z establece el potencial eléctrico que existe en la 

superficie de la partícula, es decir, su carga. Ambas técnicas son complementarias y 

permiten establecer como varía el entorno de una partícula, estableciendo como se 

transforma su superficie mediante cambios en la estabilización y la interacción con estos. 
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El equipo utilizado es capaz de medir DLS y Potencial Z de manera simultánea en cada 

muestra y por triplicado. Para esto se tomó una alícuota de 25 μL de muestra, diluyéndose 

en 975 μL de agua Mili-Q y se colocó cada dilución en una celda capilar para 

posteriormente medirse en el equipo. Las muestras medidas corresponden a AuNPs, 

AuNPs estabilizadas solo con CI y finalmente Sistema Ternario, para luego comparar las 

variaciones en el radio hidrodinámico y la carga superficial.  

2.4.4. Ensayos de Irradiación láser del Sistema Ternario  

Se tomó la solución obtenida a partir del proceso de diálisis para realizar directamente los 

ensayos de irradiación láser. Con una cubeta de cuarzo de 700 μL de llenado se genera un 

sistema de simulación entre una fase acuosa (que representa la sangre) y una fase orgánica 

(que representa las células), agregando 300 μL de Hexano y sobre este 300 μL de la 

solución stock del sistema ternario preparado.  

Luego se irradia la fase acuosa con el láser por diferentes tiempos, en el tiempo entre 

intervalos se mide la absorbancia de DB en hexano desde la misma cubeta, contrarrestando 

las mediciones con los ensayos hechos a partir de la disolución de 4,22 mg en 1 mL de 

hexano. El máximo de absorbancia obtenido en el plasmón característico de DB para el 

medio orgánico en cada ensayo fue convertido en masa mediante el uso de la ley de 

Lambert- Beer, previo cálculo del coeficiente de extinción molar (ε = 9,47 mM⦁cm-1 a 

235 nm). Dicha masa luego fue transformada en porcentajes para establecer la eficiencia 

de liberación de fármaco por parte del sistema. 
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2.4.5. Estabilidad del Sistema ternario en el tiempo  

La técnica de Análisis de rastreo de Nanopartículas permite la medición de los tamaños y 

poblaciones de nanopartículas a través de la incidencia de un láser sobre una muestra 

liquida en movimiento, cuya dispersión permite ver las partículas con un microscopio que 

posee montada una cámara de video, el video es analizado por un software que ve muchas 

partículas al mismo tiempo aplicando la ecuación de Stokes-Einstein, calculando así sus 

diámetros hidrodinámicos. Esta técnica fue realizada gracias a la utilización del equipo 

NanoSight.  

Se tomaron muestras de Sistema Ternario sintetizadas bajo el protocolo descrito en la 

sección 2.2.4. 387 días atrás, con un grupo mantenidas bajo refrigeración a 4°C y el otro 

grupo siendo mantenidas la misma cantidad de días, pero a temperatura ambiente, para 

comparar ambas muestras con AuNPs sintetizadas recientemente con el fin de establecer 

si el sistema es suficientemente estable en el tiempo y mantiene sus propiedades. Para esto 

se toma 1µL de cada muestra y se diluye veinte veces, para luego inyectar la muestra en 

el equipo NanoSight y obtener las poblaciones de tamaños que se encuentran presentes en 

solución, realizando cada ensayo por triplicado.  
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1.1. Resolución de Fase cristalina del CI 

La Difracción de Rayos X de Polvo cristalino (DRX) es una técnica muy efectiva y no 

invasiva para la identificación de muestras cristalinas o mezclas de cristales. Esta se basa 

en la inducción de un haz de radiación cuya longitud de onda es cercana a la distancia 

interatómica. Entonces, al irradiar un cristal se generan patrones de difracción (llamados 

trazas difractométricas) que son característicos exclusivamente para ese cristal, 

representando una “huella dactilar” de cada especie química.   

Las diferencias estructurales se reflejan cambios de intensidad, aparición y desaparición 

de señales en las trazas difractométricas como consecuencia de la formación de una “celda 

unitaria” diferente, esto quiere decir que la unión de átomos básica que se repite una y otra 

vez en la estructura de un cristal ha cambiado. Como consecuencia del fenómeno anterior 

podemos intuir la formación de un CI cuando observamos variaciones en el patrón 

difractométrico de una muestra, para asegurarnos de esto se debe realizar una minuciosa 

comparación de los patrones difractométricos del fármaco, la matriz, una mezcla física de 

ambos y el supuesto CI formado (Caira 2001; Dang 2011)
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Figura 3.1: Difractogramas de polvo cristalino de: (a) βCD, (b) Mezcla física de βCD y 

DB, (c) DB y (d) CI.  

 

En la figura 3.1 se pueden observar las diferentes trazas difractométricas que se deben 

comparar para afirmar la conformación de una nueva estructura, en el caso del patrón de 

βCD se pueden observar los picos característicos asociados a su conformación 

monoclínica tipo P, así mismo como DB posee sus picos característicos asociados a una 

estructura monoclínica de un grupo estructural P21/n (Bei y col, 2010), la mezcla física 

conserva señales de ambos tipos de cristales, pero la intensidad de estas varía en la 

mayoría de los casos. Luego, al indexar el difractograma obtenido para el CI se observa 
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que no posee estructura cristalina, es más bien amorfo, debido a que la intensidad de los 

picos de difracción presentados por la muestra no es suficientemente alta, ni son definidos, 

y por lo cual, muchas de las señales reportadas se entremezclan con el ruido. En este caso 

puede asegurarse la formación de un nuevo tipo de estructura, pero no su tipo de 

empaquetamiento ni su celda unitaria, este razonamiento debe ser apoyado por otras 

técnicas que permitan reafirmar o bien refutar este resultado.  

Como medida para comprobar si lo reportado por el análisis DRX es correcto, se realizó 

un análisis mediante microscopía SEM a modo comparativo entre una muestra de DB y 

otra de CI, este análisis visual (que se puede observar en la fig. 3.2) confirma que mientras 

los cristales de DB poseen una clara y definida estructura, el producto obtenido para el CI 

es bastante amorfo. Esto último fue confirmado nuevamente mediante la realización de un 

análisis por microscopía FE-SEM, técnica mucho más potente y que entrega mayor 

definición, que permitió descartar que la muestra fuese una aglomeración de cristales más 

pequeños.  
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Figura 3.2: SEM de (a) DB y (b) CI, (c) FE-SEM de CI. 
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3.1.2. Estudio del CI mediante H1-RMN 

La Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de Protones (H1-RMN) es quizás la 

técnica más utilizada en la identificación de formación de especies acomplejadas, su uso 

para la confirmación de la formación de complejos de inclusión con ciclodextrinas es casi 

un dogma de la química supramolecular, ya que entrega información muy precisa sobre 

la manera en que interactúan la matriz y el huésped. El fundamento del funcionamiento 

de esta técnica tiene origen en la respuesta que poseen los protones frente a la incidencia 

de un campo magnético. Un protón al tener un número masico impar posee un spin nuclear 

y al girar sobre sí mismo se comporta como un imán, por lo que al incidir sobre él un 

campo magnético ocurre un cambio en su orientación y dicho cambio se puede medir 

como una variación en el entorno magnético (Singh, 2010).  

De la misma manera, cuando un protón tiene en sus cercanías otros protones, estos 

también interactúan entre si generando influencia de momento magnético, lo que produce 

corrimientos de las señales en los espectros H1-RMN y esos corrimientos son los que en 

este caso nos permiten establecer la formación de un compuesto de inclusión. βCD posee 

protones en su cavidad interna (específicamente los protones H3, H5 y H6), por lo que 

cuando una molécula ingresa en dicha cavidad (huésped) produce un cambio en el entorno 

magnético de estos protones, reflejándose en una variación de intensidad y ubicación en 

el espectro de las señales características de estos protones, produciéndose el mismo efecto 

en las señales asociadas a los protones del huésped. Otros grupos funcionales de βCD que 

se ven afectados por estas interacciones generadas a partir de inclusiones son los 

hidroxilos primarios que se ubican en la parte exterior de la apertura más angosta del 
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macrociclo y los hidroxilos secundarios que se ubican en la parte exterior de la apertura 

más grande. A diferencia de los grupos funcionales anteriores, los protones H1, H2 y H4 

cuando ocurre el fenómeno de la inclusión sólo presentan interacciones que son reflejo de 

otras ciclodextrinas en su entorno próximo (Szejtli, 1998; Uekama y col, 1998).  

 

 

Figura. 3.3: Esquemas de tipo balde de βCD: (a) representación del esqueleto atómico 

del grupo piranosa y (b) asignación de protones y su orientación (Guerrero y col, 2009).  

 

Entonces, a través de esta técnica se pretende evaluar la formación del compuesto de 

inclusión entre la matriz βCD y el huésped DB. En la Figura 3.4 se pueden observar los 

espectros superpuestos obtenidos para CI, DB y βCD, reconociéndose las señales 

características de las especies químicas individuales en el espectro obtenido para CI, pero 

con una variación apreciable en las intensidades.  
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Figura. 3.4: Desde arriba hacia abajo: Espectros H1-RMN de CI, DB y βCD realizados 

en DMSO. 

Se realiza entonces un análisis comparativo más exhaustivo del espectro obtenido para el 

CI, tabulando e integrado las señales (Fig. 3.5), para luego evaluar los corrimientos 

químicos de los grupos funcionales de interés con respecto a los espectros de las especies 

libres. Se puede ver en la tabla 3.1 que efectivamente existen desplazamientos químicos 

importantes en los protones de DB, habiendo en este caso desplazamientos a campos más 

altos para todos los protones de la molécula implicando un mayor apantallamiento, lo que 

podría indicar que DB está completamente dentro de βCD. Mientras que los protones 

internos de βCD se desplazan todos hacia campos más bajos indicando que hay grupos 
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más electronegativos cerca y los grupos hidroxilo hacia campos más altos, lo que muestra 

nuevamente mayor apantallamiento, confirmando la complejación de las dos especies.  

 

Figura. 3.5: Espectro obtenido para el CI formado con sus señales tabuladas e integradas.  

 

Figura. 3.6: Estructuras tautomerícas de DB que se dan en solución a pH neutro. 
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Tabla 3.1: Corrimientos químicos observados en H1-RMN para el CI con respecto a 

protones de βCD y DB.  

H de 

βCD  

δ βCD 

(ppm) 

δ βCD en 

CI (ppm) 

Δδ 

(ppm) 

Δδ 

(ppm) 

δ DB en 

CI (ppm) 

δ DB 

(ppm) 

H de 

DB 

-H3 3,648 3,657 0,009 - 0,026 12,591 12,617 -N-H 

-H5 3,555 3,561 0,006 - 0,014 3,504 3,518 -CH3a 

-H6 3,617 3,623 0,006 - 0,005 3,126 3,131 -CH3b 

-OH2 5,735 5,711 - 0,024 - 0,014 7,513 7,527 -CH 

-OH3 5,680 5,662 - 0,010 - 0,035 7,416 7,451 -NH2a 

-OH6 4,479 4,436 - 0,043 - 0,013 7,294 7,307 -NH2b 

 

Otro aspecto que permite dilucidar el análisis H1-RMN es la estimación de la 

estequiometría de un CI (Rodriguez-Llamanares, 2007), esto se logra a través de la 

comparación de las integrales de las señales de los protones más estables de la matriz y el 

huésped (es decir, que no se vean afectadas por estructuras tautomerícas que varíen su 

presencia). En este caso se ha tomado la integral del protón H1 de βCD y el protón NHb 

para saber la relación estequiométrica en el CI, otorgando una relación 1:1 (Anexos: 

Figura 6.1).  

3.1.3. Estequiometria y constante de asociación  

Para conocer la estabilidad y la cinética de formación del CI se utilizó el método de 

solubilidad de fases descrito previamente en la metodología. La base teórica de estos 

ensayos se fundamenta en el hecho de que existen propiedades fisicoquímicas del fármaco 

y βCD en estado aislado que cambian cuando se forma un CI, entonces, la observación y 



57 

 

 

 

cuantificación de esos cambios permite obtener un valor numérico para la Constante de 

Asociación (Ka).  

Un aspecto importante dentro de las propiedades fisicoquímicas de un fármaco que la 

inclusión en βCD puede mejorar es la solubilidad, y para fármacos pobremente solubles 

como DB esto puede hacer la diferencia de manera positiva en su actuar en el organismo. 

Precisamente para esta determinación se sigue la metodología informada por Higuchi y 

Connors (Higuchi y Connors, 1975) que relaciona el aumento de la solubilidad del 

fármaco a medida que aumenta la concentración de βCD en solución, midiendo esto a 

través de espectroscopia UV-vis, habiendo obtenido previamente el coeficiente de 

extinción molar en medio acuoso para DB (ver Anexos: Tabla 6.2 y Figura 6.4). Luego de 

obtener el diagrama (ver figura 3.7), se analiza a qué tipo de cinética de formación 

corresponde comparándola con la fig. 2.1, estableciendo que corresponde a un diagrama 

tipo AL, sugiriendo que se trata de un compuesto de inclusión de estequiometria 1:1. 

Posteriormente se realizan las operaciones matemáticas correspondientes para determinar 

los parámetros de la recta y al utilizar la ecuación 2 se obtiene un valor de Ka para el CI 

que corresponde a 79,842 M-1.  

El valor de Ka obtenido indica que es un compuesto de inclusión con interacciones entre 

huésped y matriz que son estables, acercándose bastante al rango más bajo de estabilidad 

(50 M-1), por lo que debería ser muy susceptible a métodos de liberación de fármaco, 

debido a que la interacción con βCD no es tan fuerte como para retenerlo en su cavidad 

ante un estímulo externo sostenido (al estar bastante lejos del valor considerado alto para 
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una constante, que es igual a 2000 M-1) por lo que el CI si posee propiedades adecuadas 

para utilizarse en sistemas de Drug Delivery (Rao, 2003). 

 

Figura. 3.7: Gráfica obtenida a partir de la realización del método de Higuchi y Connors 

para βCD y DB a 235 nm.  

 

3.1.4. Estudio de geometría de inclusión a través de ROESY  

La utilización de la técnica ROESY (Rotational overhauser enhancement sprectroscopy) 

entrega información muy localizada de las perturbaciones en el entorno químico de los 

hidrógenos pertenecientes a las moléculas que poseen interacciones de carácter débil entre 

sí, permitiendo establecer la distribución y orientación de los componentes de estas 
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estructuras supramoleculares (Pessine, 2014). El espectro de dos dimensiones obtenido 

para el CI compuesto de βCD y DB puede observarse en la figura 3.8. 

 

Figura. 3.8: ROESY obtenido para el CI entre βCD y DB. 

La primera ampliación del espectro representada en la figura 3.9, muestra la interacción 

de los grupos metilos de DB entre sí (marcados en rojo) y las perturbaciones de campo 

que estos grupos funcionales del fármaco provocan en los protones H3, H5 y H6 de la 

molécula de βCD (marcado en azul). Refiriéndonos a las interacciones que denotan la 

formación del CI, las más intensas para el grupo metilo-(a) se producen con el protón 

interior H5 y de manera más leve con el protón H3, aunque también muestra muy leve 

interacción con el protón H6 de βCD. Mientras que el grupo metilo-(b) de DB muestra 

únicamente una interacción con el protón H6, lo que indica que estos grupos funcionales 
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de DB se encuentran interactuando interiormente cerca de la apertura más angosta de βCD. 

Las señales de interés en esta zona del espectro se ven interferidas por las respuestas de la 

técnica de análisis hacia las interacciones entre los grupos metilo de DB, haciendo que el 

espectro muestre señales intensas en las zonas de interés.  

 

 

Figura. 3.9: Ampliación de espectro ROESY de CI: zona de interacción Metilo-βCD. 

La segunda ampliación del espectro ROESY (ver Figura 3.10) muestra una clara 

interacción entre el grupo -CH del anillo imidazol y los protones H3 y H5 de βCD, pero, 

además, se puede observar que las señales indican también una cercanía entre el protón 

del anillo y los protones del grupo metilo de la propia DB. La Información derivada de lo 
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anterior, al ser contrastada, indicaría que existe un equilibrio rápido en el cual la molécula 

de DB cambia su conformación estirándose y enroscándose dentro de la cavidad de βCD. 

También se puede establecer la interacción débil entre los protones del grupo amido y el 

grupo metilo de la propia DB, sustentando la hipótesis de que existe una dinámica en la 

cual DB cambia su conformación debido al equilibrio presente en solución, entregando 

señales que corresponderían a conformaciones distintas.  

 

Figura. 3.10: Ampliación de espectro ROESY de CI: zona de interacción anillo imidazol-

βCD y grupos amido y metilo. 

La última ampliación (ver Figura 3.11) indica la existencia una interacción entre el grupo 

-CH del anillo imidazol de DB y los hidroxilos secundarios de βCD, esto puede explicarse 
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considerando el equilibrio de entrada y salida de DB de la cavidad de la matriz en una 

dinámica molecular en solución, o bien, la conformación de dos estructuras de inclusión 

que poseen distintos grados de internamiento dentro de βCD. Para establecer 

fehacientemente la estructura del compuesto de inclusión se hace necesario realizar un 

estudio de modelación computacional que permita encontrar los equilibrios 

conformacionales que ocurren en el proceso de inclusión. 

 

 

Figura. 3.11: Ampliación de espectro ROESY de CI: zona de interacción del protón del 

anillo imidazol y los hidroxilos secundarios de βCD. 
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3.1.5. Docking Molecular para el CI 

El Docking o modelamiento molecular es un método computacional que permite 

establecer la conformación más estable o la dinámica de estabilidad más probable entre 

dos o más moléculas con el fin de predecir asociaciones intermoleculares. Este tipo de 

ejercicios teóricos son muy útiles a la hora de complementar análisis que parecen 

complicados o entregan información que parece ser contradictoria (Dua y col, 2011). 

En este caso se realizó una modelación molecular según los parámetros establecidos en la 

sección 2.2.2, encontrando la existencia de dos estructuras de inclusión favorables, dichas 

estructuras se relacionan de manera consecuente con las interacciones encontradas en los 

estudios de geometría realizados por ROESY. En la figura 3.12 podemos observar la 

inclusión de la molécula DB de manera completa en βCD, reflejando claramente las 

interacciones observadas en ROESY que denotaban una conformación del CI con la 

molécula de fármaco estirada dentro de la matriz de inclusión. Mostrando, además, las 

interacciones entre los grupos metilo de DB y los protones cercanos a la cavidad más 

pequeña de βCD, así como también la interacción del grupo -CH del anillo imidazol con 

los protones H3 y H5. Esta primera conformación es favorable solamente en el 40% de los 

casos según esta modelación.  
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Figura. 3.12: Docking molecular: (a) estructura favorable de inclusión, (b) interacciones 

de los protones de DB con los protones internos de βCD.  

 

Por otra parte, en la figura 3.13 se puede observar como la dinámica molecular de la 

inclusión lleva a una conformación de empaquetamiento mucho más superficial que 

representa claramente las interacciones que se observan en ROESY entre en los grupos 

amido y metilo de DB, de las cuales se presuponía que entregaban información sobre una 

molécula de fármaco enroscada. En la misma figura se puede apreciar la cercanía entre el 

grupo -CH del anillo imidazol y los hidroxilos secundarios que se detectó mediante 

ROESY, dejando muy claro que dichas interacciones se deben a la dinámica de equilibrio 

(a) (b) 
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molecular que posee el sistema en solución, y resultando esta configuración más favorable 

con respecto a la anterior.   

 

Figura 3.13: Docking molecular: (a) inclusión leve de DB en βCD y (b) interacción del 

anillo imidazol con grupos hidroxilo de βCD. 

 

3.2. Formación del Sistema Ternario 

La formación del sistema ternario comienza con la síntesis de AuNPs mediante el método 

ya descrito en la sección 2.2.3., comprobando su obtención mediante espectroscopía UV-

vis a través de la observación del plasmón característico para nanopartículas esféricas de 

oro a 520 nm y posteriormente analizando su morfología por microscopía TEM (ver 

Anexos: Figuras 6.5 y 6.6). Además, se les realizan mediciones de DLS y Potencial Z para 

caracterizar sus propiedades de superficie, lo que será de utilidad posteriormente para 

comprobar la formación del sistema ternario. 

(a) (b) 



66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.14: (a) Balón de dos bocas con solución de AuNPs obtenidas y (b) microscopía 

TEM de las mismas.  

 

 

Luego, las AuNPs obtenidas se utilizaron para la formación del nuevo sistema en 

suspensión coloidal siguiendo la metodología de la sección 2.2.4, realizándose luego, una 

comparación entre los plasmones obtenidos para las AuNPs estabilizadas con citrato y las 

estabilizadas en el sistema ternario (figura 3.15), comprobando que, si bien existe un 

pequeño desplazamiento en el plasmón de 0,5 a 1,5 nm, aún se tienen nanopartículas en 

solución y se ha formado un sistema estable. También se analizó la muestra obtenida 

visualmente utilizando la microscopía HR-TEM (Fig. 3.16), en donde puede verse una 

característica que se repite en los sistemas nanoparticulados que han sido estabilizados 

con grandes complejos moleculares, en este caso la combinación de CI y PEG, 

generándose un halo alrededor de la nanopartícula, semejante a un recubrimiento micelar.  

(a) (b) 
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Figura. 3.15: Espectros UV-vis comparativo de AuNPs estabilizadas con citrato y 

estabilizadas con complejo CI-PEG. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 3.16: HR-TEM de nanopartículas estabilizadas con CI-PEG, (a) vista amplia y (b) 

acercamiento. 
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Posteriormente al realizar la centrifugación y resuspensión del sistema, se analiza el 

contenido de fármaco que posee el sobrenadante extraído para evaluar la capacidad de 

carga, restando la masa de fármaco perdida por el sistema en este proceso. Llegando al 

resultado de que el 99,8% de la masa inicial agregada de CI para la formación del sistema 

ternario (ver Anexos: Figura 6.8 y Tabla 6.5). 

 

3.2.1. Análisis DLS y Potencial Z 

Se realizan alrededor de treinta mediciones de DLS (un ejemplo en Figura 3.17) y 

Potencial Z (un ejemplo en Figura 3.18) al sistema ternario para evaluar los posibles 

efectos de superficie que tiene el cambio de estabilizante (ver Anexos: Tabla 6.3). El 

análisis DLS revela que al cambiar el estabilizante citrato por el conjunto CI-PEG los 

tamaños de las nanopartículas se hacen más uniformes, es decir, disminuye la 

polidispercidad de la muestra. También se puede observar un aumento en el radio 

hidrodinámico de las nanopartículas, esto es coincidente con lo que se espera, ya que el 

tamaño de CI-PEG como estabilizante es mucho mayor que el tamaño del anión citrato. 

Se puede confirmar que es el estabilizante el que produce el aumento de tamaño 

analizando la figura 3.13, ya que la funcionalización de las AuNPs con CI-PEG no hace 

variar demasiado el plasmón característico, indicando que no ha habido aumento de 

tamaño ni agregación de las AuNPs.   



69 

 

 

 

 

Figura. 3.17: Ejemplo de gráfica comparativa de DLS para AuNPs estabilizadas con 

citrato y con CI-PEG. 

En el caso del análisis de Potencial Z se observa que la estabilización de AuNPs con CI-

PEG produce una disminución en la carga superficial de las partículas y al mismo tiempo 

acota dicha carga en un rango de dispersión menor. La disminución de la carga de 

superficie de las AuNPs es consistente con el proceso de sustitución del anión citrato como 

estabilizante, debido a que se está reemplazando una carga iónica negativa por pares de 

electrones libres pertenecientes por una parte al grupo amido de DB y, por otra, al grupo 

tiol presente en PEG, estos electrones, al encontrarse pareados, no generan desbalance de 

cargas en el sistema químico y producen al mismo tiempo una interacción más estable que 

el anión con las nanopartículas. De acuerdo a lo anterior se puede establecer que la 

formación del sistema ternario es capaz de darle propiedades de superficie más uniformes 

a las nanopartículas.  
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Figura. 3.18: Ejemplo de gráfica comparativa de Potencial Z para AuNPs estabilizadas 

con citrato y con CI-PEG.  

 

3.2.2. Análisis mediante espectroscopía Raman  

La espectroscopía Raman es un método de análisis que permite estudiar los modos de 

vibración en un compuesto, su uso para la caracterización de compuestos de inclusión es 

útil debido a que mediante esta técnica se puede apreciar cambios sus vibraciones debido 

al fenómeno de la inclusión. Los efectos más comunes observados en un espectro Raman 

para moléculas incluidas son: disminución de la intensidad de señales debido a la 

restricción estérica que supone la cavidad de inclusión, y corrimiento de señales debido a 

distintos factores como: vibración influenciada por el entorno, la restricción total del 

movimiento, el apantallamiento de la molécula matriz, que impide que la energía del láser 

pueda estimular a la molécula incluida en zonas particulares.  



71 

 

 

 

En el caso del análisis concerniente a este estudio, se pretende observar como las señales 

características de DB se alteran, primeramente, debido al fenómeno de inclusión en βCD 

y luego con el efecto SERS (Surface-enhanced Raman scattering) que debiese ocurrir en 

el espectro como respuesta a la conjugación del CI con AuNPs. Para ello se toman 

espectros Raman del fármaco en su estado puro y se identifican sus señales características 

(ver Anexos: Tabla 6.4), luego las del CI y finalmente las del sistema ternario (ver figura 

3.19).  

Al observar la figura 3.19, se aprecia que cuando DB pasa de estar libre a incluida dentro 

de la cavidad de βCD la intensidad de sus trazas características en la inclusión son bastante 

menores que en su contraparte libre, lo cual tiene relación con la restricción en los 

movimientos que posee la especie incluida y que disminuye su respuesta vibracional frente 

a la incidencia del láser. Este efecto descrito se ve respaldado por el análisis mediante 

espectroscopía IR (ver Anexos: Figura 6.7), donde al estar incluida DB en βCD se observa 

el mismo efecto. 
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Figura. 3.19: Desde abajo hacia arriba, espectros Raman de: Dacarbazina (DC), 

Compuesto de Inlcusión (CI) y Sistema Ternario (CI/PEG/AuNps).  
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Además de la disminución en la intensidad de las señales por la restricción de los 

movimientos, la variación de las trazas también refleja el cambio del entorno químico, 

esto es, porque al caracterizar el fármaco puro se está analizando una muestra que posee 

una celda de red cristalina de moléculas de DB puestas una al lado de la otra. Luego, el 

análisis del compuesto de inclusión, nos entrega información de moléculas de DB aisladas 

por la inclusión y esto genera que fenómenos como la influencia de la carga formal del 

propio fármaco sobre las moléculas iguales circundantes no esté presente o se vean 

notablemente disminuido, lo que genera que la dinámica de equilibrio sea completamente 

distinta.   

Al conjugarse el CI con la nanopartícula, teóricamente, la intensidad de algunas trazas 

correspondientes a grupos funcionales cercanos a las AuNPs debería incrementar 

sustancialmente o desplazarse en el espectro, fenómeno conocido como SERS, teniendo 

su origen en el aumento de la superficie de dispersión por la cercanía con una 

nanopartícula. Pero este no es el caso, que puede su origen en el apantallamiento 

provocado por las moléculas de PEG que recubren el sistema, las cuales pueden actuar 

como una barrera impidiendo la oscilación coherente de los electrones de conducción en 

las nanopartículas de oro, lo que tiene como consecuencia que no se aprecien las señales 

del fármaco y la predominancia en el espectro de nuevas trazas pertenecientes a PEG.  
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3.3. Liberación de Fármaco mediante Irradiación laser 

Como ya se mencionó en la sección 1.5, las nanoparticulas poseen la capacidad de 

interactuar con la luz electromagnética incidente respondiendo con la generación de 

movimiento y calor, se le conoce a esto como Resonancia de Plasmón Superficial (RPS). 

Estos movimientos de las AuNPs generan en primera instancia la liberación de los 

estabilizantes a su superficie, que en este caso corresponde al CI y si la incidencia de la 

radiación es más prolongada pueden generar el fenómeno conocido como hipertermia, la 

cual es otra forma de destruir las celulas cancerosas de manera efectiva y localizada 

mediante el calor generado por las AuNPs. 

Con el objetivo de generar la liberación del fármaco a través de la inducción de la RPS en 

el sistema ternario sintetizado se realiza la metodología descrita en la sección 2.2.5, 

obteniendo mediante distintos ensayos (ver Anexos: Tabla 6.6 y Figura 6.9) los resultados 

promedio que se observan en la figura 3.20., que se encuentran en porcentaje de masa 

liberada en cierto intervalo de tiempo de irradiación respecto de la masa total de DB que 

existe en el sistema original, estableciendo que la mayor liberación de DB ocurre a los 45 

min de irradiación, posicionando la mayor concentración promedio de liberación con un 

10,73%, dicho resultado se ve aumentado por la liberación más alta obtenida en dos 

ensayos, los que hicieron crecer la tendencia de liberación por parte del sistema. Cabe 

destacar que la liberación de fármaco por parte de este sistema ternario es bastante más 

alta que en otros trabajos similares (Sierpe y col., 2015), esto puede deberse a la dinámica 

molecular encontrada para el CI, que a pesar de ser estable no retiene demasiado el 

huésped, mostrando en algunos momentos interacciones muy débiles, lo que permite 
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liberar más fácilmente a DB frente a perturbaciones externas. También hay que considerar 

la presencia de la molécula PEG, que como ya se dijo con anterioridad, recubre el sistema 

y así como disminuye la respuesta del mismo frente a la incidencia del láser en las 

mediciones de espectroscopía Raman, probablemente también lo hace en este caso, 

moderando y amortiguando el efecto de la incidencia del láser en los ensayos de 

liberación, ya que por las características de baja estabilidad del CI se podría esperar una 

liberación mucho más cuantiosa del fármaco.  

 

Figura. 3.20: Promedio de porcentajes de masa de fármaco liberado mediante irradiación 

laser del sistema ternario en cada intervalo. 

 

3.4. Estabilidad del sistema en el tiempo  

Las nanopartículas son muy sensibles a estímulos externos, como cambios de temperatura, 

exposición a luz solar o interacción con especies químicas presentes en el medio ambiente 
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circundante que pueden afectar su estabilidad, es por esto que son mantenidas a 

temperatura constante (usualmente a 4°C) y aislados de estímulos externos. Además de lo 

anterior, las nanopartículas se agregan entre sí con el paso del tiempo, aumentando su 

tamaño, perdiendo sus propiedades y transformándose en materiales inútiles. La 

generación de un sistema estable debe considerar que este pueda ser almacenado y 

posteriormente ser utilizado sin problemas, además, la resistencia ante condiciones no 

favorables representa una cualidad que permite reducir los riesgos a la hora de la 

aplicación y tener certeza de que no se producirán efectos no deseados.  

Entonces, se realiza la metodología descrita en la sección 2.4.5., y la comparación de 

distintas mediciones (ver Anexos: Figuras 6.10, 6.11 y 6.12) resultante de analizar la 

distribución de tamaños entregada por el Análisis de Rastreo de Nanopartículas (NTA) 

entre una síntesis de AuNPs reciente (Figura 3.21) y las muestras que poseen más de un 

año de antigüedad (387 días) indica que, independientemente de si estas se conservan bajo 

condiciones óptimas o no, las nanopartículas estabilizadas en el sistema ternario siguen 

teniendo una menor polidispercidad (Figura 3.22), incluso en el caso de las que no se 

encontraban refrigeradas (Figura 3.23) aún mantienen una alta concentración de ellas en 

estado óptimo de tamaño para ser utilizadas en sistemas biológicos. De acuerdo a lo 

anterior, se puede decir que la generación de un sistema ternario con los componentes 

utilizados es estable y su dinámica de interacciones le permite conservar esa estabilidad 

en el tiempo, incluso a condiciones desfavorables. 
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Figura 3.21: Distribución de tamaños de AuNPs entregada por NTA.   

 

Figura 3.22: NTA para Sistema ternario antiguo mantenido en refrigeración a 4°C. 
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Figura 3.23: NTA para Sistema ternario mantenido a temperatura ambiente.  

 

Relacionando los resultados vistos para la irradiación láser y la estabilidad del sistema 

ternario, se entiende que la adición de PEG ha sido capaz de otorgarle la estabilidad 

suficiente para concluir que el sistema si tiene el potencial para proporcionar al sistema 

ternario un alto periodo de circulación en sangre (que es lo que se busca adicionando este 

tipo de polímeros). Sin embargo, esto se contrapone frente a la liberación del fármaco, ya 

que al otorgarle tanta estabilidad no permite una liberación mayor de DB. El efecto de la 

molécula PEG es importante, teniendo en consideración la baja constante de estabilidad 

que posee el CI anclado a las AuNPs por lo que debe buscarse la concentración mínima 

de PEG que permita maximizar la estabilidad y al mismo tiempo la liberación de fármaco.  
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4. CONCLUSIONES 

Se obtuvo manera de exitosa el CI entre el fármaco DB y βCD, demostrando dicha 

obtención y su estequiometría mediante difracción de Rayos X y Resonancia Magnética 

Nuclear de Hidrógeno. El complejo se encuentra en el límite inferior de la escala de 

estabilidad, de acuerdo a un valor de su constante de 79,842 M-1
 y con la realización de 

una modelación teórica.  

Se obtuvieron AuNPs estables mediante síntesis coloidal, que las hacen adecuadas para 

emplearse en sistemas biológicos. Posteriormente se les intercambió la molécula 

estabilizante (anión citrato) de manera efectiva por la unión de estabilizantes CI-PEG, 

dando como resultado un sistema ternario estable en el tiempo, con alta capacidad de carga 

y resistente frente a condiciones ambientales no favorables.  

Los ensayos de irradiación láser demostraron que el sistema ternario es capaz de liberar 

fármaco de manera controlada mediante la excitación provocada por una onda 

electromagnética incidente, confirmando la generación del efecto de resonancia de 

plasmón superficial, teniendo una cantidad máxima de liberación promedio 

correspondiente al 10,73 % respecto de la masa de fármaco que contiene el sistema. Se 

considera que la presencia de PEG afecta negativamente el proceso de irradiación, 

apantallando el efecto de excitación producido por el láser, impidiendo una liberación más 

rápida y cuantiosa del fármaco DB.   

De acuerdo a lo anterior, se entiende que el sistema ternario generado posee el potencial     

para ser probado en sistemas biológicos como alternativa de mejoramiento a los
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tratamientos de cáncer actuales, de manera que compatibilice el cuidado de las personas 

con el cuidado del medio ambiente a través de la entrega del fármaco de manera controlada 

y especifica en el sitio de acción, evitando que el fármaco sea depuesto en las aguas 

servidas de las ciudades.  
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6. ANEXOS 

 

6.1 Caracterizaciones para estudio de CI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1: Integración de señales de H1-RMN del CI: (a) zona de amida y protón del 

anillo imidazol y (b) protón H1 de βCD.  

(a) 

(b) 
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Tabla 6.1: Parámetros de ensayos realizados para la determinación del coeficiente de 

extinción molar de DB en solución acuosa, pH igual a 7 y 25°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.2: Bandas de absorbancia de DB a 235 nm en solución acuosa detectadas en los 

ensayos de determinación del coeficiente de extinción molar con DB a distintas 

concentraciones. 

N° Vol. DC 

(μL) 

Vol. H2O 

(μL) 

[  ] = mM Abs Máxima 237nm 

(u.a) 

1 180 520 0.1214 1.3633 

2 160 540 0.1080 1.1227 

3 130 570 0.0880 0.8877 

4 120 580 0.0810 0.8517 

5 100 600 0.0674 0.7453 

6 80 620 0.0540 0.6612 

7 60 640 0.0404 0.5348 

8 40 660 0.0270 0.3974 
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Figura 6.3: Regresión lineal de datos de la absorbancia a 235 nm en función de la 

concentración molar de DB. 

 

Tabla 6.2: Valores de coeficientes obtenidos para parámetros de ajuste matemático en la 

determinación de coeficiente de extinción molar (ε) de DB en solución acuosa, donde la 

pendiente corresponde al valor de ε (mM-1⦁cm-1). 

 

 

 

Pendiente 0.97089   

  Valor Error estándar 

Intercepto 0.12513 0.04917 
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Figura 6.4: Ensayos realizados para determinación de constante de asociación por método 

de fases, mediante la mezcla de DB y βCD. 
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6.2 Caracterizaciones para estudio de AuNPs 

 

Figura 6.5: Espectroscopía UV-vis para ensayos de preparación de AuNPs estabilizadas 

con citrato. 

 

Figura 6.6: Microscopía TEM de AuNPs estabilizadas con citrato. 

400 500 600 700

0

1

2

3

4

A
b
s
o
rb

a
n
c
ia

 (
n
m

)

Longitud de Onda (nm)

 Ensayo 1

 Ensayo 2

 Ensayo 3

 Ensayo 4



101 

 

 

 

6.3 Caracterizaciones para Sistema Ternario 

Tabla 6.3: Ejemplo de tanda de ensayos realizada para medición de DLS y Potencial Z. 

Número Tipo de 
medición 

 Muestra T Z-Ave ZP 

  
 

  °C d.nm mV 

1 Size Au-f 01 1 25 30.67 
 

2 Size Au-f 01 2 25 30.17 
 

3 Size Au-f 01 3 25 31.09 
 

4 Zeta Au-f 01 1 25 
 

-36.9 

5 Zeta Au-f 01 2 25 
 

-39.6 

6 Zeta Au-f 01 3 25 
 

-39.2 

7 Size Au-c 01 1 25 37.97 
 

8 Size Au-c 01 2 25 40.37 
 

9 Size Au-c 01 3 25 39.51 
 

10 Zeta Au-c 01 1 25 
 

-18.1 

11 Zeta Au-c 01 2 25 
 

-18.7 

12 Zeta Au-c 01 3 25 
 

-25 

13 Size Au-F 02 1 25 29.64 
 

14 Size Au-F 02 2 25 30.03 
 

15 Size Au-F 02 3 25 30.12 
 

16 Zeta Au-F 02 1 25 
 

-30.7 

17 Zeta Au-F 02 2 25 
 

-25.5 

18 Zeta Au-F 02 3 25 
 

-33.1 

19 Size Au-F 03 1 25 35.33 
 

20 Size Au-F 03 2 25 37.03 
 

21 Size Au-F 03 3 25 38.28 
 

22 Zeta Au-F 03 1 25 
 

-31.8 

23 Zeta Au-F 03 2 25 
 

-34.2 

24 Zeta Au-F 03 3 25 
 

-35.3 

25 Size Au-C 02 1 25 41.77 
 

26 Size Au-C 02 2 25 40.58 
 

27 Size Au-C 02 3 25 50.13 
 

28 Size Au-C 03 1 25 43.46 
 

29 Size Au-C 03 2 25 43.1 
 

30 Size Au-C 03 3 25 43.18 
 

31 Zeta Au-C 03 1 25 
 

-20.5 

32 Zeta Au-C 03 2 25 
 

-16.5 

33 Zeta Au-C 03 3 25 
 

-19 
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Tabla 6.4: Asignación de señales para Dacarbazina en espectro Raman (En base a: 

Gunasekaran y col. 2008).  

Freq/cm-1 Observed Assignment 

312 330 N-C-C and N-N-C scissoring modes 

414 436 N-C-O scissoring  

568 558 N-N-N scissoring and amide bond in-plane bending 

602 638 N-C-O scissoring and C-N(azide) in-plane bending 

799 802 C-N-C stretching and ring in-plane deformation 

800 C-N-C stretching and ring in-plane deformation 

912 908 Ring deformation and N-CH3 stretching 

955 964 Ring in-plane deformation 

1074 1074 NH2 rocking and ring in-plane deformation 

1100 1117 NH2 rocking and CH3 rocking 

1152 1137 CH3 twisting 

1233 1222 Aromatic C-N stretching and NH2 rocking 

1260 1267 Aromatic C-H bending and ring deformation 

1328 1302 C-N-C symmetric stretching 

1348 1341 Ring in-plane bending, azide N-N stretching, and C-NH2 

stretching 

1387 1372 Ring in-plane bending and azide N-N stretching 

1429 1402 CH3 twisting, azide N-N stretching and ring bending 

1452 1411 CH3 scissoring 

1498 1444 Azide N-N stretching and CH3 scissoring 

1525 1489 Ring stretching and CH3 scissoring 

1526 1508 CH3 scissoring 

1587 1545 NH2 scissoring 

1607 1585 NH2 scissoring and aromatic C-C stretching 

1740 1650 C=O stretching 
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Figura 6.7: Espectros IR para DB y CI. 
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Figura 6.8: UV-vis de sobre nadantes (SN) de sistema ternario. 

 

 

Tabla 6.5: Masas de DB detectadas en sobrenadantes (SN) del sistema ternario luego de 

la centrifugación.  

 

 

 

 

 

 

 

Muestra Masa de DB 
(g) 

SN1 5.30⦁10-8 

SN2 2.81⦁10-8 

SN3 1.10⦁10-8 

SNA 7.09⦁10-8 

SNB 7.02⦁10-8 

SNC 8.72⦁10-8 
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Tabla 6.6: Masas de DB liberadas en cada intervalo en ensayos de irradiación láser.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.9: UV-vis para AuNPs estabilizadas con citrato (NPsAu-cit), funcionalización 

con estabilizantes CI-PEG y sobrenadante (SN1) obtenido producto de centrifugación. 
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Irradiación 
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Ensayo 1 

(g) 

Ensayo 2 

(g) 

Ensayo 3 

(g) 

Ensayo 4 

(g) 

Promedio 

(g) 

Desviación 

Estándar 

0 2.44⦁10-6 3.46⦁10-7 3.20⦁10-6 7.18⦁10-7 3.03⦁10-6 1.32⦁10-6 

15 2.63⦁10-6 4.14⦁10-6 3.51⦁10-6 1.01⦁10-6 3.43⦁10-6 1.20⦁10-6 

30 3.86⦁10-5 4.72⦁10-6 3.57⦁10-6 1.24⦁10-6 4.05⦁10-6 1.77⦁10-6 

45 3.97⦁10-6 5.51⦁10-6 3.70⦁10-6 7.46⦁10-6 4.40⦁10-6 1.72⦁10-6 

60 4.01⦁10-6 6.71⦁10-6 3.82⦁10-6 2.21⦁10-6 4.90⦁10-6 1.86⦁10-6 
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Figura 6.10: Ensayos de NTA para AuNPs. 

 

Figura 6.11: Ensayos de NTA para Sistema Ternario guardado a 4°C.  
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Figura 6.12: Ensayos de NTA para Sistema ternario guardado a temperatura ambiente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


