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RESUMEN

En la presente investigacion sc ha estudiado ¢l proceso de inclusion de dos moléculas de intercs
farmacéutico en nanoesponjas de f-ciclodextrina (NS), y la interaccién de estos sistemas con

nanoparticulas de oro (NPsAu).

Para la formaciéon de las NS se evaluaron dos métodos de sintesis entre moléculas de f3-
ciclodextrina (BCD) y difenilcarbonato (DPC) como moléculas puente, en el primer método se
empled un bano ultrasénico a temperatura constante y el segundo método consistié en emplear
agitacion y temperatura constante en una placa magnética, ambas estrategias se realizaron en
ausencia de solventes liquidos. Una vez obtenidas las NS, en las multiples cavidades formadas por
los baldes de BCD vy los espacios intersticiales originados por el puente de DPC, se incluyeron los
farmacos huésped que poscen un anillo aromatico en su cstructura. Para las inclusioncs sc
utilizaron dos métodos, uno clasico de disolucioncs saturadas y otro que implica la disolucion de

las NS en hidroxido de sodio.

Ambas moléculas que actiian como huéspedes poscen ademas grupos funcionales ¢n su estructura
que permanecen expuestos hacia las aberturas de la matriz, por ello fue posible estabilizar NPsAu
en la superficie del compuesto de inclusion. La sintesis de las NPsAu se llevo a cabo mediante un

mctodo quimico, basado en la reduccion de Au'' en solucion acuosa.
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La caracterizacion de los distintos sistemas obtenidos se realizd a través de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de protones, andlisis termogravimétrico, espectrofotometria UV-
Vis, espectroscopia infrarroja, microscopia electrénica de barrido, microscopia electrénica de

transmision, potencial Z y dispersion dinamica de la luz (DLS).

Las NS aumentaron la inclusion de los farmacos respecto al uso de la pCD nativa como matriz,
originando sistemas adecuados para la estabilizacion de NPsAu, lo que podria ampliar sus

aplicaciones en el campo del drug delivery.
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ABSTRACT

In the present rescarch the process of inclusion of two molecules of pharmaceutical interest in
nanosponges of B-cyclodextrin (NS), and the interaction of these systems with gold nanoparticles

(NPsAu) have been studied.

Two synthesis methods were evaluated for B-cyclodextrin (BCD) and diphenylearbonate (DPC) as
bridge molecules for the formation of NS. In the first method, an ultrasonic bath was used at
constant temperaturc and the second method consisted of using agitation and constant temperature
in a magnetic plate, both strategics were carried out in the absence of liquid solvents. Once the NS
were obtained in the multiple cavities formed by the BCD buckets and the interstitial spaces
originated by the DPC bridges, host drugs possessing an aromatic ring in their structure were
included. For the inclusions two methods were used, once classical of saturated solutions and

another that involves the dissolution of NS in sodium hydroxide.

Both host-acting molecules also have functional groups in their structure that remain exposed to
the matrix openings, so it was possible to stabilize NPsAu on the surface of the inclusion
compound. The synthesis of the NPsAu was carried out by a chemical method, based on the

reduction of Au'' in aqueous solution.
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The characterization of the different systems was performed through proton nuclear magnetic
resonance spectroscopy, thermogravimetric analysis, UV-Vis spectrophotometry, infrared
spectroscopy, scanning electron microscopy, transmission clectron microscopy, Z-potential and

dynamic light scattering (DLS).

The NS increased the inclusion of the drugs with respect to the use of the native BCD as matrix,
giving adequate systems for the stabilization of NPsAu, which could expand its applications in

the ficld of drug delivery.
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1. INTRODUCCION

La convergencia entre las drcas de la nanoquimica y la quimica supramolccular genera un nucvo
campo de investigacion con potenciales aplicaciones en catdlisis o en administracion de farmacos,

por gjemplo,

El concepto de quimica supramolecular fue deserito por primera vez en 1978 por Jean-Marie Lehn
quien la define como “la quimica que va mds alla de la molécula, que da origen a entidades
organizadas de mayvor complejidad que resultan de la asociacidn de dos o mds especies quimicas
que se mantienen unidas por fuerzas intermoleculares” (Lehn, 1995); cstas fucrzas son, cn su
mayoria, fuerzas de van der Waals y fuerzas electrostaticas. Como estas interacciones son
generalmente mas débiles que los enlaces covalentes se dice que la quimica supramolecular
representa una “quimica suave” (Lehn, 1995). Esta disciplina estudia ¢l reconocimiento molecular
y la formacion de agregados supramoleculares, es decir, de moléculas que interactian entre si por
enlaces no covalentes. Algunos ¢jemplos de agregados supramoleculares son las enzimas, micelas,

coloides y ciclodextrinas, entre otros.

En quimica supramolccular sc utilizan los términos huésped y matriz, haciendo una analogia al
término “llave-cerradura” enunciado por Emil Fischer (Fischer, 1890), ya que para formar la nueva
supramolécula, existe una molécula matriz que debe envolver total o parcialmente al sustrato o
molccula huésped. Para que la matriz envuclva al huésped debe existir un ensamblaje gcométrico

selectivo entre ambas partes de la supramolécula, al igual que ocurre en la union “llave-cerradura™.



Esta unidn selectiva “matriz-huésped” ocurre por un fendmeno denominado “reconocimiento

molecular” y es este reconocimiento lo que permite que se originen los compuestos de inclusion

(Ch.

Las ciclodextrinas(CD), que actiian como matrices formando CI, son oligosacaridos ciclicos
compuestos por varias moléculas de glucosa. Existen varios tipos, siendo las mas comunes la a, 8
y v ciclodextrina, que se diferencian entre si por la cantidad de moléculas de glucosa que las
conforman. La B-ciclodextrina (BCD) esta compucsta por 7 moléculas unidas entre si por un enlace
glicosidico a-1,4 (ver figura la) (Connors, 1997), adoptando un ordenamiento tridimensional de
balde truncado, con grupos hidroxilos primarios que quedan expuestos en la parte mas angosta ¢
hidroxilos sccundarios expucstos hacia la parte mas ancha. En cl interior de la cavidad formada,
sc cncuentran los grupos CH y oxigenos glicosidicos (ver figura 1b). Todo esto le otorga una

superficie exterior hidrofilica y una cavidad parcialmente hidrofobica (Inoue, 1993).
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Figura 1.2) Representacion estructural de la BCD. b) Representacion esquematica de una unidad de

glucosa en el balde de ciclodextrina.



Los nanomateriales son el objetivo principal de estudio de la nanoquimica en sus aspectos de
sintesis y caracterizacion de sus propiedades fisicas y quimicas. La definicién mas simple de
nanomateriales es que son aquellos que existen dentro de una escala dimensional entre [ a 100nm
y se pueden presentar en diversas formas, tales como nanoesferas, nanobarras, puntos cudnticos,
etc. (Burda, 2005; Liu, 2012; Rao, 2004). Hoy en dia, los nanomateriales forman parte del
desarrollo de dispositivos clectronicos, catalizadores, como transportadores de farmacos cn
diversos sistemas biologicos, y cn produccion de cnergia mediante celdas solares, entre otros

(Tala-Ighil, 2016: Yang, 2011).

= &

Actualmente se han realizado modificaciones a los diferentes tipos de ciclodextrinas para la
construccion de cspecics macromolecularcs mas complcjas, como polimeros o incluso redes de
BCD capaces deformar estructuras con un tamafio nanométrico, denominadas nanocsponjas (NS),
debido a la forma que adquieren tras su ensamblaje; las NS, por lo tanto, se insertan en ¢l campo
de la nanocicncia y de la quimica supramolccular. Las propicdades y funciones quc poscen cstas
nuevas nanoestructuras son andlogas a las observadas para las matrices de BCD nativa, sin
embargo, la inclusion de moléculas que actuan como huéspedes al interior de las multiples
cavidades de una NS es favorecida por la capacidad de carga de la matriz, ya que su conformacion
espacial genera una mayor area superficial respecto a otras nanoestructuras. Tras el fendmeno de
inclusion, las NS pueden aumentar la solubilidad acuosa de especies poco solubles, mejorar la
cntrega de farmacos, aumentar la cstabilidad de moléculas protegiéndolas de la luz, de medios
acidos o basicos, o de recaccionar con otras especies quimicas del entorno (Bardi, 2000). Las NS
pueden capturar gases y albergar un mayor nimero de moléculas con dimensiones que sobrepasan
el diametro de cavidad de la BCD; todo esto implica que las NS tienen una aplicacion directa en
campos como farmacologia, medicina, agricultura y medioambiente (Patel, 2014; Trotta, 2011;

2012).



Para la formacion de las NS se utilizan diversos métodos de sintesis, que en general consisten en
enlazar un cierto namero de matrices de BCD usando un crossfinker o reticulante, que en
condiciones adecuadas forma enlaces C-O entre dos unidades de PCD vecinas, a partir de los
oxigenos de sus grupos hidroxilos primarios. La figura 2 representa un esquema que resume la

sintesis descrita.
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Figura 2. Esquema general de la formacion de NS usando una molécula reticulante, (Modificado de Trotta,

2012).

Por otra parte, dentro de la nanociencia, las nanoparticulas metalicas sc destacan, ya que poscen
propiedades especificas que dependen de su tamafo, naturaleza, morfologia y ordenamiento
espacial. (Lance, 2003; Daniel, 2004), Especificamente, las nanoparticulas de oro (NPsAu) son
ampliamente investigadas cn campos como nanomedicina o drug delivery, debido cntre otros
multiples factores, a que pueden ser funcionalizadas con diferentes moléculas como material

genético, polimeros ¢ incluso complejos supramoleculares. (Sierpe, 2015; Guerrero, 2014).

Las NPsAu presentan propiedades, opticas, electronicas, magnéticas, etc., intrinsecas a su tamaiio,
a su morfologia y a su ordenamiento espacial (Weller, 1993). Estos efectos tienen consecuencias
directas sobre su comportamiento superficial y la reactividad quimica, por ejemplo, cambios de
color en estado sélido y en solucion (Novak, 2000; Okamoto, 2004; Sosa, 2003) y de

conductividad (Frenkel, 2001; Lewis, 1993).



Las NPsAu cn general, son altamente reactivas, pueden ser sintetizadas con distintos tamafios y
formas y pueden ser estabilizadas con diversos ligandos, como polimeros, farmacos, material
genético o complejos de inclusion (Kogan, 2007; Schmid, 2006). Grupos funcionales SH, NH: o
COOH son comunmente utilizados para estabilizar a estas nanoestructuras (Hikkinen, 2012;
Pensa, 2012; Sierpe, 2015; Sperling, 2010), sin embargo, aunque son mas conocidas las
intcracciones SH-NPsAu (Pensa, 2012; Schuctze 2016) y las interacciones NHa-NPsAg (Deng,
2016; Rameshkumar 2013) sc ha demostrado que los grupos amino son tan cficientes para la
estabilizacion de las NPsAu como los grupos tiol; por ejemplo, en el afio 1996 se demostro que
las aminas primarias forman enlaces parcialmente covalentes con NPsAu, asegurando que la
intcraccion de un grupo NH; con Au es fucrte y similar a la producida con cnlaces tiolados (Leff,
1996). Otra investigacion mostré algunos resultados sefalando que alcanotioles que cubren a las
NPsAu pueden ser reemplazados por alquilaminas mediante un mecanismo de intercambio de
ligandos, mientras que ¢l proceso inverso, es decir, l intercambio de alquilaminas por alcanotioles

no se¢ produce (Kumar, 2003).

En los altimos afios sc han reportado una scric de CI formados por CD que albergan huéspedes
que poseen estos grupos funcionales y por lo tanto pueden ser utilizados como sustrato para la
formacion y cstabilizacion de nanoparticulas metalicas generadas por pulverizacion catddica y

reduccion de una sal de Au. (Barrientos, 2007, 2009, 2011; Herrera, 2013).

Un método comuinmente usado para la obtencion de NPsAu mediante una sintesis quimica, es ¢l
llamado método de Turkevich (Turkevich, 1951), que consiste en emplear citrato como agente
reductor de la sal metalica, el cual también detiene ¢l crecimiento de las nanoparticulas y las
estabiliza. Una de las principales ventajas de este método es que se puede variar el tamaiio de las

NPsAu variando la relacion citrato/HAuCly (Danicl M, 2004), ademas, cs posible cambiar cl



citrato estabilizante por otros tipos de moléculas que tengan mayor afinidad por la superficie de

atomos de Au, como los CI antes mencionados.

Diversos cstudios han demostrado que los tiazoles y derivados de los mismos tienen diversas
propiedades biologicas segun la sustitucion que tenga el anillo aromatico, algunas de estas
funciones biologicas son del tipo antifungicida, antibacterial, antiinflamatoria (Holla, 2003),
también son utilizados para el tratamiento de la hipertension e infecciones por VIH (Das, 2006).
El AT (ver figura 3), es uno de estos derivados, y es utilizado actualmente como agente

antimicrobiano (Venkatachalam, 2001; Holla, 2003; Das, 2006).
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Figura 3. Estructura molecular del firmaco 2-amino-4-(4-clorofenil)tiazol.

La molécula de AT presenta una baja solubilidad, sin embargo, se ha propuesto que al estar

incluida en BCD, puede aumentar su solubilidad acuosa y mejorar su transporte en el organismo.

Por su parte, FEA (ver figura 4) ¢s un estimulante psicoactivo que se utiliza como antidepresivo,
ya que produce efectos como aumento del estado de vigilia, excitacion y taquicardia. Este farmaco

posce cfectos similares a las anfetaminas, pero sin inducir tolerancia y adiceion.

NH,

Figura 4, Estructura molecular del farmaco feniletilamina.



A pesar de sus propiedades favorables, se metaboliza rapidamente en el organismo con una vida
media bioldgica que va desde los 30 segundos a los 10 minutos como miximo, sin alcanzar
concentraciones significativas en ¢l cerebro. Ademas, posee baja solubilidad acuosa y puede
formar sales tras reaccionar con el CO: del medio (Suzuki, 1981; Sabelli, 1995; 1996; Szabo,

2001).

Tanto AT como FEA poseen en su estructura un anillo aromdtico que puede incluirse
favorablemente al interior de las cavidades de las NS formando compuestos de inclusion (CI) y
ademas, poseen grupos funcionales amino que, como se explico anteriormente, pueden interactuar

con los atomos superficiales de las NPsAu.

Las NPsAu presentan un alto interés en su aplicacion como sistemas de liberacion de farmacos,
ya que poscen una alta solubilidad, estabilidad en sistemas vivos y mejoran la cinctica dc
distribucion de farmacos, por lo tanto, pueden actuar como vehiculos de transporte y entrega
sostenida de farmacos (Wang, 2010; Dykman, 2012). Debido al cfecto plasmon que poscen las
NPsM cn general, v en este caso especifico las NPsAu, ¢s posible promover la liberacion del
farmaco de manera controlada a través de terapia fototérmica. La resonancia de plasmon
superficial (RPS) o efecto plasmon, corresponde a la oscilacion colectiva de los electrones
superficiales del metal debido a su interaccion con una onda clectromagnética incidente. La
absorcion de energia origina una transicién de los electrones de la superficie de un estado
fundamental a otro excitado, luego, esta energia sc disipa como calor local en todas las direcciones
(efecto fototérmico), esto podria ser utilizado para la liberacion de farmacos (Le Ru, 2009;
Guerrero, 2014), por lo tanto, su estabilizacion sobre CI destinados a aplicaciones en entrega de

e

farmacos potenciaria ain mas esta funcion.

En esta investigacion, s¢ proponen algunos ajustes a los métodos ya reportados para la formacion

de NS, las que son obtenidas en estado solido, incluyendo a los farmacos AT y FEA.



Adicionalmente, NPsAu seran sintetizadas por un método quimico y depositadas sobre estos

sistemas para ampliar sus potenciales aplicaciones.



1.1. HIPOTESIS

Nanoesponjas de P-ciclodextrina pueden albergar dentro de sus multiples cavidades a las
moléculas 2-amino-4-(4-clorofenil)tiazol y feniletilamina, dejando los grupos funcionales de estos
huéspedes expuestos hacia una de las aberturas de la matriz. Los CI formados pueden actuar como
sustratos y estabilizar nanoparticulas de oro para formar los sistemas ternarios NS-Huésped-

NPsAu.



1.2. OBJETIVOS

1.2.1, Objetivo General.

e Estudiar el proceso de inclusion en nanoesponjas de -ciclodextrina.

e Evaluar la intcraccion de los compuestos de inclusion con nanoparticulas de oro.

1.2.2. Objetivos Especificos.

* Sintctizar y caracterizar nanocsponjas de p-ciclodextrina.

Caracterizar la inclusion de las moléculas huésped en nanoesponjas.

Obtener y caracterizar nanoparticulas de oro a través de la reduccion de una sal de oro.

Estabilizar las nanoparticulas de oro usando el compuesto NS-Huésped.

o Caracterizar los sistemas ternarios NS-Huésped-NPsAu.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Metodologia para la sintesis de nanoesponjas de B-ciclodextrina.

Para la sintesis de NS se utilizaron como precursores fi-ciclodextrina anhidra (BCD), con una masa
molar de 1134,98 g/mol y una pureza del 99%, y difenilcarbonato (DPC), con una masa molar de

214,22 g/mol sin porcentaje de purcza reportado, ambos de Sigma-Aldrich.
Los métodos seguidos para la sintesis de NS se detallan a continuacion.
Meétodo A. (Patel, 2014)

En un balon de fondo redondo se mezclan 0,189 g de BCD, junto con 0,285 g de DPC,
obteniéndose una razén molar 1:8, respectivamente, El balon se introduce en un bafio ultrasénico
a 90 °C durante 5 horas, Posteriormente, el producto sdlido obtenido se lava reiteradas veces con
agua destilada y se filtra cn vacio durante 2 horas usando un matraz Kitasato con embudo Biichner,
con una doble capa de papel filtro. El producto se lava por 24 horas con etanol en un sistema
Soxhlet y finalmente se seca y se guarda en un frasco ambar con sello de teflén. El protocolo puede

ser replicado para diferentes relaciones molares, sicmpre con un exceso de DPC.
Método B. (Modificado de Patel, 2014)

En un balén de fondo redondo se mezclan 0,189 g de BCD con 0,143 g de DPC, en una razon
molar de 1:4, respectivamente. El balén se calienta, en un bafio de aceite sobre una placa

calefactora con agitacién constante por 5 horas a 100 °C, [a boca del balon sc tapa con un septum
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y a este se le introduce una jeringa con el fin de dejar pasar los gases de fenol que se liberan de la
reaccion. La mezcla solida obtenida se extrac del baldn, agregindole un poco de agua bajo baiio
ultrasénico para soltar residuos de las paredes, una vez extraido todo el sélido se muele en mortero
y se¢ lava con agua destilada, filtrandose posteriormente al vacio durante 2 horas. El producto
obtenido se lava en un sistema Soxhlet con acetona por 24 horas. Finalmente, el producto se seca

entre 48 y 72 horas a 65 °C y sc guarda.

Debido a las diferencias entre ambos métodos se decidio estandarizarlos, realizando para ambos
métodos interacciones molares 1:4 y 1:8 entre CD y DPC respectivamente, y el lavado final en
cl sistema Soxhlet se hace tanto con acctona como con ctanol para ambas razones molares, por lo

que finalmente se tendran 8 formas de sintesis de las NS de BCD. Esto se resume en la tabla 2.1.

Tabla 2.1.Resumen de sintesis de NS.

Etanol 1:4

Método A 1:8

(con baifio ultrasénico) Acetona 1:4
1:8

Etanol 1:4

Método B 1:8

(con placa calefactora) Acetona 1:4
1:8

2.2. Pruebas de solubilidad de las nanoesponjas de f-ciclodextrina.

Con cl fin de determinar si las NS son solubles sc realizé una prucba de solubilidad de las mismas
en distintos tipos de solventes, tanto orgdnicos como inorganicos. Se disolvieron 5,0 mg de NS en

2,5 mL de solvente, dentro de viales de 10 mL cerrados. Las mezclas se agitaron por 15 minutos
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en baiio ultrasonico a temperatura ambiente, terminado este tiempo se dejaron reposar para evaluar

la disolucidon de las NS en cada solvente.

2.3. Formacion de compuestos de inclusion con nanoesponjas de f-ciclodextrina.

Los farmacos utilizados para la inclusion fueron 2-amino-4-(4-clorofenil)tiazol (AT), con una
masa molar de 210,68 g/mol y una purcza del 98%, y feniletilamina (FEA), con una masa molar

de 121,18 g/mol, densidad de 0,92 g/mL y una pureza de 99%, ambos de Sigma-Aldrich.

Para la formacion del Cl en estado solido se utilizaron dos métodos. El primero es ¢l método de
disoluciones saturadas (Coleman, 1992), en este caso las NS se dispersan en agua a temperatura
ambiente, mientras que los huéspedes se disuelven en etanol. Para el segundo método, las NS se
disuelven en una solucion de NaOH a temperatura ambiente y, por otro lado, se prepard una
solucion stock de FEA/ctanol mientras que ¢l AT se disolvié en una mezcla ctanol/agua a 40 °C,
aproximadamente. En ambos métodos, una vez disueltos matriz y huésped, estos se mezclan con
agitacion constante por 15 minutos y luego se deja en reposo por 24 horas. La solucion resultante

sc centrifuga y sc scpara cl sobrenadante del precipitado, ambas partes de la mezcla se liofilizan y

reservan para posteriores analisis (Lala, 2011).

2.4. Estudio de la constante de asociacion.

Para ambos farmacos los estudios de la constante de asociacion se realizaron siguri-cn'dcb‘ ‘él inétodo
de Higuchi y Connors (Higuchi, Connors;1965) con pequefias modificaciones. Se tomé una
cantidad fija de cada farmaco, 0.5 mL para FEA v 5 mg para AT, se preparo una solucion stock
con 200 mg de NS y agua en un matraz de aforo de 25 mL vy, para cada farmaco, se tomaron
volumenes desde 0 hasta 2 mL del stock y se rellend con agua hasta completar un volumen total
de 2 mL. Esta mezcla de volimenes se realizd en la misma cubeta en que se les midié absorbancia

por cspectrofotometria UV-Vis.
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Previo a la obtencion de las constantes de asociacion (K,), fue necesario determinar el coeficiente
de extincion molar (g) para cada farmaco, esto con ¢l fin de calcular las concentraciones de
farmaco presentes en las soluciones anteriormente descritas, Para ello se midieron por UV-Vis
concentraciones conocidas de cada farmaco. Usando las absorbancias obtenidas y las
concentraciones calculadas de cada farmaco, se realizé una grafica lineal, de cuya pendiente se

obtuve ¢l valor de &.

En el caso del farmaco AT, se preparo una solucion stock con 5 mg de AT y agua hasta 25 mL en
un matraz de aforo. Se tomaron volumenes desde 0 hasta 2 mL del stock y se llevaron cada uno
hasta 2 mL con agua nanopura Para cl farmaco FEA sc tomaron volimenes desde 0 hasta 0,7 mL
y se llevaron a 2 mL con agua nanopura, estos volumenes FEA/agua se dejaron en reposo por una
hora antes de ser analizados. En ambos casos las diluciones se prepararon en las mismas cubetas
cn que sc mediria la absorbancia mediante espectrofotometria UV-Vis para obtener los valores de

absorbancia maxima de cada muestra.

Asi, con los valores de las absorbancias maximas y las concentraciones medidas se realizé una
grafica lincal en donde la pendiente obtenida de los graficos de cada farmaco correspondio al valor
de €. Luego, ¢l valor obtenido de ¢ y el valor de las absorbancias maximas, medidas por el método
de Higuchi y Connors, s¢ introducen en la ccuacion de Lambert-beer (ccuacion 2.1), obteniéndose
el valor de la concentracion de cada farmaco. Con estos datos se graficd concentracion de NS
versus concentracion del farmaco y el valor de la pendiente de cada grafico se introdujo en la

ecuacion 2.2 para calcular finalmente las constantes de cada sistema.
A=cx*lxg, Ecuacion 2.1

dondc A4 correspondc a la absorbancia, ¢ a la concentracion del absorbente, / a la longitud de paso

optico (1,0 em) y & ¢l coeficiente de extincion molar.
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_ Pendiente
3] [Ho](1-Pendiente)’

Ecuacion 2.2

donde [Ho] corresponde a la concentracion del huésped en ausencia de NS, y la pendiente se

obticne a partir de la recta graficada.
2.5. Sintesis y estabilizacion de nanoparticulas de oro.

La sintesis de NPsAu se realizd mediante el método de Turkevich. Para este método se utiliza la

reduccion de acido tetracloroaurico (HAuCly) con citrato de sodio.

Previo a la sintesis de las nanoparticulas, se prepararon 30 mL de una solucion acuosa 0,00425

mM de HAuCly y se guardaron a 4 °C para su posterior uso.

El sistema montado consiste en un balén de fondo redondo de 25 mL con dos bocas cubierto con
papel aluminio, una de cllas conectada a un sistema de reflujo. Al balon de dos bocas se le agregan
0,474 mL de la sal de oro y se lleva a 18 mL con agua nanopura. Por otra parte, se masan 22,8 mg
de citrato de sqdio y se disuelven en 2,0 mL de agua nanopura, la solucion se calienta a 60 °C por
unos 5 minutos aproximadamente. Cuando ¢l balén de dos bocas se encuentra en un bafo de arena
a 186 °C, y con reflujo constante, sc agrega la solucion de citrato por la boca libre del balén, bajo
agitacion constante (200 rpm) durante 30 minutos. Finalizado cste tiempo, ¢l sistema sc enfria
lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente, se detiene el reflujo, pero se continia con la
agitacion por otros 10 minutos para dejar escapar los gases de CO: producidos durante la sintesis.
Las nanoparticulas obtenidas sc filtran con un filtro de jeringa de 0,45 um, para descartar
agregados de NPsAu, y se almacenan en un tubo Falcon cubierto con papel aluminio a 4 °C. Las
NPsAu son analizadas por espectrofotometria UV-Vis para conocer su concentracién y estudiar el
plasmon de resonancia superficial. Posterior a esto, las NPsAu se disuelven con agua nanopura a

pH 8,8 y nuevamente se caracterizan mediante espectrofotometria UV-Vis.
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Para estabilizar las NPsAu sobre los CI, se usaron 10 mL de NPsAu y 0,8 umol de CI, por lo tanto,
se masaron 1,25 mg de NS-AT y 1,17 mg de NS-FEA. Cada masa de CT se mezcl6 con la solucion
de NPsAu en viales de 20 mL cubiertos con papel aluminio, el sistema se mantuvo en agitacion
durante 12 horas, a 25 °C y 200 rpm de agitacion. Posteriormente, se tomaron 1,5 mL de los tres
sistemas formados, NPsAu-NS-AT, NPsAu-NS-FEAubrendine ¥ NPsAu-NS-FEApecipitado, 5€
centrifugaron a 12000 rpm por 15 minutos a 25 °C y sc scpard cuidadosamente ¢l sobrenadante
del pellet obtenido, este ultimo que contienc ¢l sistema NPsAu-NS-Farmaco, fue resuspendido en
1,5 mL de agua nanopura a pH 8.8. Todas las ectapas fueron caracterizadas mediante

espectrofotometria UV-Vis. El proceso se replico tres veces para cada sistema.

2.6, Preparacion de las muestras para analisis mediante resonancia magnética

nuclear de protones 'H-RMN.

Todas las muestras en estado solido se disolvieron en 750 pL de dimetilsulfoxido

deuterado, DMSO-d6.

2.7. Preparacion de las muestras para estudios mediante microscopia

electronica de barrido y de transmision, SEM y TEM.

Las muestras estudiadas por SEM se prepararon tomando una gota de los distintos CI con NPsAu
y poni¢ndolas dircctamente sobre cl portamucstras con cinta de carbon en su superficic, la gota sc

demord en secar 2 horas aproximadamente antes de llevarse a medicion.

Por otra parte, las muestras para TEM, especificamente los CI, se disolvieron en una mezcla
etanol/agua al 20 %, se agitaron unos segundos en vortex y una gota de 10 pL se dispuso sobre
una grilla de cobre con pelicula de Formvar continua y se dejo secar toda la noche antes de llevar

las mucstras a medicion. Ademas, para visualizar las mucstras organicas, estas sc tificron con dcido
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fosfotungstico. 10 pL de las NPsAu en suspension coloidal se depositaron directamente sobre la

grilla.

2.8. Preparacion de las muestras para estudios mediante dispersién dinamica de

la luz y potencial Z, DLS v Z.

Tanto las NPsAu como los CI se encontraban en solucion por lo que para preparar las muestras
para su medicion se tomaron 100 uLL de cada solucidn coloidal y se disolvicron en 900 pL de agua
nanopura consiguicndo asi llenar ¢l volumen total de la cubeta para llcvar a la medicion. En
primera instancia las muestras se midieron sin ningun tipo de filtracion, luego las mismas
soluciones coloidales se filtraron con un filtro de jeringa de 0,45 um y, tomando los mismos
volumenes antes descritos, s¢ midio DLS y potencial Z. Finalmente, la solucion de NPsAu
estabilizadas con NS ademas de ser filtrada se centrifugd, esto con el fin de estudiar su
comportamiento luego de realizar este procedimiento. Todas las mediciones se realizaron tres
veces para cada muestra y ¢l equipo automaticamente en cada medicion realizo 5 repeticiones para

DLS y 15 repeticiones para potencial Z.
2.9. Equipos para la caracterizacion de las muestras.
2.9.1. Resonancia magnética nuclear de protones, "H-RMN.

La caracterizacion mediante '"H-RMNen solucion para las muestras NS, NS-AT, NS-FEA, AT y
FEA sc realizé cn un cquipo BrukerAdvance 400 MHz a 30°C, utilizando TMS como referencia

interna. El tratamiento de los espectros se realizo con el programa MestreNova.
2.9.2. Espectroscopia infrarroja, IR.

Este analisis se realizo en un equipo Jasco FT/IR-4600. El tratamiento de los espectros se realizo

con ¢l programa KnowltAll, cdicion acad¢émica.
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2.9.3. Analisis termogravimétrico, TGA.

Los analisis sc rcalizaron en un equipo Perkin-Elmer modelo 4000, cn un rango de temperatura de

0 °C a 800 °C con un flujo de 10 °C/min bajo una atmosfera de airc con un flujo de 20 mL/min.
2.9.4. Microscopia electrénica de barrido y de transmision, SEM y TEM.

Para ambas caracterizaciones se utilizé el equipo Inspect F50 HR-SEM, FEI. Para las imagenes
SEM sc utilizé un detector ETD mientras que para las imagenes TEM el detector utilizado fue
STEM. Las mediciones sc realizaron con un voltaje de accleracion de 10,0 kV, la presion del

sistema del equipo era 9,71x10® Pa y las magnitudes de observacion variaron entre 16000 y

100000X.
2.9.5. Espectrofotometria UV-Visible, UV-Vis.

Para el calculo de las constantes de estabilidad de los complejos NS-AT y NS-FEA los espectros
de absorbancia de los diferentes farmacos en solucién acuosa a pH 8,8, con y sin NS, fueron
obtenidos mediante espectrofotometria UV-Vis utilizando un cquipo Shimadzu UV-2450. Estas
mediciones fueron realizadas en cubetas de cuarzo de 1,0 cm de diametro en un rango entre 200 y

800 nm empledndose agua a pH 8,8 como blanco.

Las NPsAu, estabilizadas tanto con citrato como las depositadas sobre los diferentes CI se
estudiaron mediante espectrofotometria UV-Vis, en el mismo equipo mencionado anteriormente.

Las mediciones sc realizaron cn cubetas de cuarzo de 1,0 cm de didametro en un rango de 200 a

800 nm.

En ambos casos ¢l tratamiento de los espectros se realizo con el programa UVProve, version 1.10.
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2.9.6. Dispersion dinamica de la luz y potencial Z, DLS y Z.

Las mucstras s¢ midicron cn un cquipe Malvern Zetasizer Nano ZS y los datos sc recolectaron cn

¢l software incorporado de equipo.
2.9.7. Liofilizacion de las muestras.

Este procedimiento se llevo a cabo en un equipo BenchTop Pro, Omnitronic. La presion del equipo
alcanzo los 1 10 mTorr y la temperatura -50 °C, con variaciones cn ambos casos de 5 a 10 unidades.
Todas las mucstras fucron congeladas en nitrégeno liquido durante 15 minutos antes de realizar cl

proceso de secado.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis de nanoesponjas de B-ciclodextrina.

En una primera instancia se desarrollaron los métodos A y B sin ninguna modificacion, tal como
se explica en el punto 2.1.1. El método A se realizo siguiendo una razon molar 1:8 pCD:DPC,
aplicando lavados con ctanol, ¢l método B por su parte, sc rcalizd una rclacion molar 1:4
BCD:DPC y el producto fue lavado con acetona. Para ambos métodos se obtuvieron porcentajes

de rendimiento bajos, 24,73 % para ¢l método A, y 32,19 % para el método B.

Debido a lo anterior, se aumento la cantidad en masa de BCD utilizada, la sintesis se realizé con
2,0 g, y las correspondientes cantidades en masa de DPC con tal de cumplir con las razones

molares 1:4 y 1:8 BCD:DPC. Los rendimientos obtenidos sc presentan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Rendimicntos obtenidos para cada sintesis de nanocsponjas.

X L Solvente , Rendimiento
Método de sintesis Razon molar
para lavado porcentual (%)

Etanol l:4 36,42

Método A 1:8 27.32

(con bafio ultrasonico) | Acetona 1:4 63,90

1:8 52,15

Etanol 1:4 37,76

Método B 1:8 31,58

(con placa calefactora)| Acetona 1:4 64,29

1:8 54,73
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Debido al rendimiento obtenido es que se determino seguir el método B para la sintesis de NS,

aplicando como etapa de lavado, el sistema Soxhlet con acetona.

3.1.1. Analisis mediante resonancia magnética nuclear de protones, 'H-RMN.

En la figura 5 sc obscrvan los espectros 'H-RMN de la sintesis mediante ¢l método B, la cual

presenta mayores rendimicntos, para las dos relaciones molares, 1:4 (en celeste) y 1:8 (en rojo).

Es posible observar que los espectros son similares, obteniéndose desplazamientos quimicos entre

sus sefiales de aproximadamente cero (ver tabla 3.2). Debido a lo anterior, se selecciond una

relacion molar 1:4 BCD:DPC como protocolo definitivo.

Al -~

OH3
OHZ

OH3

OH2

:;" !‘lid. ﬁ!!/

H2-H4

1:4

i1

Figura 5. Espectros 'H-RMN de la sintesis de NS 1:4 (rojo) y NS 1:8 (celeste).
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Tabla 3.2. Desplazamiento de las sefiales de los protones de }CD para las dos relaciones molares

utilizadas en sintesis y el delta de desplazamientos calculado.

ONS 1:4 ONS L:8  |A|

Protones | (ppm) (ppm)  (ppm)
Hi 4,827 4,830 0,003
H2 3,301 3,300 0,001
H3 3,655 3,653 0,002
H4 3,361 3,361 0
H5 3,549 3,549 0
H6 3,655 3,653 0,002
OH2 5,722 5,721 0,001
OH3 5,665 5,665 0
OH6 4,437 4,436 0,001

En la tabla 3.2 se considera ¢l valor absoluto de 6, para mostrar la variacion cercana a cero en la

posicion de todas las sefiales entre ambas sintesis.

Para aumentar la produccion de NS, manteniendo la relacion molar 1:4 BCD:DPC, se utilizaron
10 g de BCD y 3,78 g de DPC obteniéndose una masa final de NS de 5,93 g, lo que equivale a un

rendimiento de reaccion del 59,3 %.

Una vez definida la sintesis de NS se hizo una comparacion entre los espectros '"H-RMN de la

misma con sus precursores (figura 6).
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Figura 6. Espectros '"H-RMN de DPC puro (azul), BCD pura (verde) v NS sintetizadas mediante el
método B a una razén 1:4 BCD:DPC (rojo).

En la figura 6 se muestran los espectros de las NS sintetizadas y de sus precursores respectivos.
Se indican todos los protones de cada precursor, para fCD en verde y para DPC en azul. La figura
7a y 7b corrcsponde a un csquema de los protoncs cn ambos precursorcs, para clucidar las
estructuras y posicion de los mismos. En el espectro de la NS (en rojo) se observo que los protones
correspondientes a la BCD son de mayor intensidad con respecto a los del DPC, esto sucede porque
micntras ocurre la reaccion de sintesis de las NS, se producen moléculas de fenol liberadas al
medio, originadas a partir de la reaccion entre los anillos bencénicos del DPC y el proton
proveniente del OH6 de 1a BCD. Por tanto, estas seiiales de baja intensidad corresponden a trazas
de fenol que no fucron completamente removidas de las NS. Fuce posible observar la aparicion de

una scfial a 2,083 ppm que no se encuentra cn los espectros de los precursores, csta seiial
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corresponde a los protones de la acetona con la que se lavan las NS, que en estado puro aparecen

a2l ppm.
OH2 OH3 a b
r’"’éi:)
\ \ Hawed |

Figura 7. Esquema de protones en la estructura de BCD (a) y DPC (b).

El cstudio del desplazamicnto de las sefiales presentes (ver tabla 3.3) mostrd que existe un

desplazamiento cercano a cero de todas las sefiales de la NS respecto de BCD pura, exceptuando

¢l protdn correspondicnte a los grupos OH6. Esto indica que la nucva cstructura formada no ha
perdido las caracteristicas de su precursor original, siendo tmicamentc observable un cambio en ¢l

entorno quimico de los OH6 que no han sido modificados.

Tabla 3.3. Seflales de los protones de BCD y NS 1:4 con su desplazamiento quimico.

SPCD NS 14 A8

Protones | (ppm)  (ppm)  (ppm)
HI 4828 4827 0,001
H2 3,302 3,301 0,001
H3 3,656 3,655 0,001
H4 3,360 3,361 -0,001
H3 3,562 3,562 0
H6 3,656 3,655 0,001
OH2 | 5715 5714 0,001
OH3 | 5,666 5665 0001
OH6 | 4,440 4437 0,003
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3.1.2. Anailisis mediante espectroscopia infrarroja, IR.

En las figuras 8, 9 y 10 se presentan los espectros IR de la NS sintetizada, BCD pura y DPC puro,

respectivamente, con las bandas caracteristicas de cada uno.

Es posible obscrvar que ¢l cspectro del DPC cs completamente distinto al de BCD y las NS
formadas, presentando una banda caracteristica para cl grupo carbonilo (ver figura 7b),
correspondiente a un estiramiento a 1774,19 em’!. Por otra parte, los espectros BCD y NS son
similares, las bandas alrededor de 3300 em!, 2930 em™ y 1157 cmlobservadas en ambos
corresponden al estiramiento simétrico y antisimétrico de los grupos OH, CH; y enlaces C-C
respectivamente. Ademds, la banda cercana a 1030 cm!, presente en ambos espectros nuevamente,
corresponde a una vibracion de flexion del enlace O-H (Sambasevam, 2013). Adicionalmente, el
espeetro de la NS (figura 8) posce tres bandas alrededor de los 1700 em™, que corresponden al
grupo carbonilo aportado por ¢l DPC, y ademds un par de bandas adicionales que también son

aportadas por ¢l DPC alrededor de los 2300 em™.
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Figura 8. Espectro IR de la NS sintetizada en razon 1:4 BCD:DPC.
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3.1.3.  Analisis mediante microscopia electronica de transmision, TEM.

El cstudio mediante TEM, catregd un analisis - estadistico de tamafios de una cantidad
representativa de NS formadas. En las figuras 11 y 12 se mucstran micrografias cn campo claro
de dos muestras de las NS sintetizadas tefiidas con acido fosfotingstico, ademds de excesos de
material organico precursor. Es posible reconocer formaciones esféricas, las que corresponden a
las NS sintetizadas. El tamafio promedio de las mismas fue de 350 nm, variando desde 136 a 500

nm.

&
det | HFW |

v meg O | |
10.00 kV|30 000 x | STEM (8.95 ymi4.

Figura 11. Micrografia TEM dc campo claro para las NS sintetizadas a una amplitud de 30000x.
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Figura 13, Microgralia TEM de campo claro para

Figura 12, Histograma corrcspondicnic a la
las NS sintetizadas a una amplitud de 60000x poblacién de tamafio de las NS sintetizadas de Ia

figura 13,

3.1.4. Analisis mediante microscopia electrénica de barride, SEM.

Mediante esta técnica se pudo observar la morfologia de las muestras de NS sintetizadas (figura
[4) que s¢ presentan como una estructura porosa y fina como polvo, la que es completamente
distinta a la morfologia de la BCD pura (ver figura 15) que sc presenta como cristales solidos

irregulares. Esta diferencia morfoldgica corroboro entonces la formacion de la nueva

nanoestructura.
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Figura 14. Micrografia SEM para las NS.

Figura 15, Microgralia SEM para cristales de BCD.
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3.1.5. Anilisis termogravimétrico, TGA.

Sc realizé un analisis termogravimétrico, para corroborar la formacion de las NS, obscrvando

cambios con Iespecto a sus Precursores.

La figura 16 mucstra ¢l termograma clasico de BCD, en ¢l se obscrvo que el proceso de
descomposicion ocurre en 3 etapas, la primera (1), hasta 100 °C que indica la pérdida del agua
presente en la BCD, correspondiendo aproximadamente al 1,15 % en masa de la mucstra total, la
scgunda ctapa (2) muestra un decaimicnto de la masa entre 300 °C y 350 °C aproximadamentc ¢
indica la degradacion térmica de la muestra, esto corresponde al 71 % en masa, y a partir de los
350 °C, etapa 3, s¢ produce la carbonizacion de los residuos de BCD, lo que se conoce como

oxidacion térmica (Trotta, 2000) que finaliza a los 700 °C.
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Figura 16, Termograma de 3CD pura.

En ¢l termograma de DPC, figura 17, s¢ observo que cl inicio del decaimiento de la masa comicnza

a una temperatura cercana a los 130 °C, consumiéndose el 100 % de la muestra hasta los 250,3
I

°C.
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Figura 17. Termograma de DPC puro.

Por otra parte, en la figura 18, se muestra el termograma de las NS, se observé un comportamiento
similar al de BCD pura, existiendo una curva en tres etapas. El primer decaimiento (1), hasta los
100 °C, corresponde a la pérdida del agua, que cquivale a un 2,7 % cn masa de la muestra, lucgo
alos 210 °C aproximadamente comienza el decaimiento de la masa de la NS (2) y finaliza cuando
la temperatura llega casi a los 350 °C, consumiéndose un 70 % de la muestra. Por tltimo, la etapa

de oxidacion dce los residuos (3) ocurre entre los 350 °C y los 580 °C.
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Figura 18, Termograma de NS sintetizada,

La principal diferencia entre los termogramas de la BCD pura y de la NS sintetizada se observo en

los intervalos tanto de oxidacién como de degradacion térmica. El intervalo de oxidacion para la

NS fue de 230 °C, mientras que para la BCD es de 350 °C

Por otra parte, el intervalo de la degradacion térmica en el caso de la NS fue de 140 °C comenzando
a los 210 °C, mientras que para la BCD este intervalo fue de 50 °C y comenzo a los 300 °C, la
disminucion de la temperatura en el comienzo de la degradacion térmica se debe al hecho de que
las moléculas reticulantes de DPC se unen a los grupos OH primarios de las moléculas de BCD,
formando grupos carbonilos, siendo estos sustituyentes los responsables en el aumento o

disminucion de la temperatura de descomposicion (Trotta, 2000).

El punto de fusién de un compuesto puro en general muestra una sola temperatura, y el intervalo
de fusion del mismo es muy pequefio, mientras que para un compuesto que no es puro, esta
temperatura de fusion disminuye y el intervalo de fusion aumenta considerablemente, tal como

ocurre entre la NS y la BCD como su precursor. También hay que considerar que el inicio del
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intervalo de degradacion térmica de la NS no es un valor arbitrario de temperatura que presenta la
muestra, si no que se relaciona con la definicion de “mezcla eutéctica”, la que se puede explicar
como la mezela de dos solidos que poseen un punto de fusion mas bajo que el que poseen los
solidos individualmente. Considerando entonces un promedio entre las temperaturas del inicio de
la degradacion térmica de la BCD y del DPC, 300 °C y 130 °C respectivamente, se puede encontrar
¢l valor del inicio de la degradacion térmica de la NS, que coincide con el valor entregado por cl

termograma de la misma, 215 °C.
3.1.6. Prucbas de solubilidad de las nanoesponjas de fi-ciclodextrina.

Se realizo una prueba de solubilidad para determinar en primer lugar en que tipo de solvente la
NS cs soluble, ya sca organico como inorganico, y cn segundo, para utilizar cste solvente cn la
metodologia de inclusion propucsta cn la sceeién 2.3. En la tabla 3.4 sc presentan los resultados

de estas prucbas, considerando 5 mg de NS por 2,5 mL de solvente.

Tabla 3.4. Solubilidad de NS en distintos solvenics.

Solvente Solubilidad
Acetato de etilo No presenta
Acctonitrilo No presenta
Amoniaco Total
Agua Parcial
Diclorometano No presenta
Dietil éter No presenta
Dimctilsulfoxido Total
Hexano No presenta
Hidroxido de sodio Total
Isopropanol No presenta
Metanol No presenta
Perdxido de hidrégeno | Total
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Se considera que las NS son solubles en algun solvente cuando la masa se dispersa de manera
homogénea en la solucion, sin observarse particulas en suspension ni decantacién del compuesto.
En base a los resultados mostrados en la tabla, se decidio trabajar con NaOH 0,1 M, en el cual las
NS fueron efectivamente disueltas, formando una solucion coloidal estable. Dicha solucion

entonces fue utilizada para evaluar la inclusion de los farmacos AT y FEA.
3.2. Inclusion de los farmacos en nanoesponjas de p-ciclodextrina.

Diversas investigaciones demucestran que la matriz de BCD posce una cavidad adecuada como
para albergar moléculas que posean un anillo aromatico en su estructura (Chen, 2006; Kdhler,
2014; Mangolim, 2014; Sierpe, 2015). Por este motivo es que se utilizaron dos farmacos distintos,
ambos con un anillo aromatico en su estructura (ver figuras 3 y 4). Tal como se menciond en la
sceeion 2.3, se probaron dos métodos para la inclusion de los farmacos AT y FEA. El proceso de
inclusion implica la obtencidn de un precipitado y un sobrenadante, ambos contienen NS, por
tanto, cstas dos porciones fucron caracterizadas para cvaluar cn cual de cllas sc encuentra cada

farmaco. Para el tratamiento de las muestras, cada porcidn fue en primera instancia liofilizada.

Para la inclusion de los farmacos, se utilizaron dos relaciones estequiométricas, 1:2 y 1:3 entre NS
y farmaco respectivamente, siempre con una masa de 200 mg de NS y su equivalente en masa AT

y FEA.
3.2.1.  Anilisis mediante resonancia magnética nuclear de protones, 'H-RMN.

Una caracterizacion mediante '"H-RMN permite obtener informacion acerca de la existencia de
nucvos complejos de inclusion, ya que los cspectros de cstos suclen ser diferentes al de sus
precursores. En las figuras 19, 20, 21 y 22 sc muestran los cspectros "H-RMN para ¢l primer

método de inclusion, basado en disoluciones saturadas entre la matriz y el huésped, analizados
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para el precipitado y el sobrenadante, ambos liofilizados. comparando las dos razones molares de

inclusion para los firmacos AT (figuras 19 y 20) y FEA (figuras 21 y 22).

El método de disoluciones saturadas cs una cstrategia clisica para la formacion de complcjos a
partir de CD y diferentes huéspedes, siendo un punto de partida para la exploracion de formacion

de complejos con NS.

r

0 55 5.3 5.5 50 a3 4.0 15
11 (ppn}

Figura 19, Espcctros '"H-RMN del precipitado liofilizado empleando ¢l primer método de inclusion de

AT en NS, en rclaciones molares 1:2 (rojo) y 1:3 (celeste).
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Figura 20, Espectros 'H-RMN del sobrenadante liofilizado wtilizando ¢l primer método de inclusion de
AT en NS, en las razones molares de inclusion 1:2 (rojo) y 1:3 (celeste).
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Figura 21. Espectros "H-RMN del precipitado liofilizado empleando el primer método de inclusion de
FEA en NS. en relaciones molares 1:2 (rojo) y 1:3 (celeste).
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Figura 22, Espectros 'H-RMN del sobrenadante liofilizado ulilizando ¢l primer método de inclusion de

FEA en NS, en relaciones molares 1:2 (rojo) y 1:3 (celeste).

En los cuatro casos no se¢ observaron diferencias en ¢l nimero de sefiales, ni en los
desplazamicntos quimicos calculados (ver tablas 6.1, 6.2, 6.3 y 6.4 cn ancxo 6.1), ¢l unico factor
que distingue los espectros es la intensidad de algunas de sus seflales. Con esta observacion se
determind que la razon molar a emplear para la inclusion de los de los farmacos seria 1:2,
NS:farmaco, csto considerando que cs una proporcién suficicnte para acomplejar totalmente a las

NS con los farmacos respectivos.

Lucgo dc validar que la razon estequiométrica para formar los complcjos ¢s 1:2, s¢ realizé una
comparacion entre dos metodologias propuestas para la inclusion de los farmacos en NS. En las
figuras 23(a) y 23(b) se presentan las estructuras moleculares de cada firmaco, cada una con la

asignacion de protones correspondicnte, para el posterior estudio de los espectros 'H-RMN,
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Figura 23. Estructuras moleculares con asignacion de protones de los farmacos FEA (a) y AT (b).

3.2.1.1. Anilisis "H-RMNpara la inclusion del farmaco 2-amino-4-(4-

clorofenil)tiazol.

Con respecto a la formacion de los complejos NS-AT, en la figura 24 se presentan los espectros

considerando el primer método de sintesis de disoluciones saturadas, mientras que en la figura 25,

los espectros correspondicntes al compuesto sintetizado usando el segundo método de preparacion

(ver especificaciones en seccion 2.1, de métodos).

p -
=

[ Nt

| precipitado |
i N T e P A . |

Figura 24, Espectros 'H-RMN de NS-AT empleando el primer método de sintesis para precipitado

liofilizado cn rojo y sobrenadante liofilizado en verde, NS puras en celeste y farmaco AT puro en violcta.
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Figura 25, Espectros 'H-RMN cmpleando ¢l segundo méiodo de inclusién para NS-AT en el precipitado

liofilizado (rojo) y en el sobrenadante liofilizado (verde), NS sintetizada (celeste) y firmaco AT puro

(violeta).

=1

Al analizar los espectros presentados en las figuras 24 y 25, los dos métodos de inclusion

gencraron distintos productos, a su vez, en cada método, cl producto obtenido del precipitado y

del sobrenadante, son distintos entre si.

La figura 24 mostro que el espectro del CI precipitado liofilizado, cn rojo, conticne solo las sciialcs

poco intensas de la NS, por lo que se puede inferir que en ese producto sélo hay presencia de NS,

mientras que, en el espectro del CI sobrenadante liofilizado, en verde, se observan tanto las sefiales

de la NS como las del farmaco, por lo tanto, es en solucion en donde se encuentra el complejo. Al

observar la figura 25, el espectro del CI precipitado liofilizado, en rojo, mostrd sefiales muy

intensas equivalentes a las del farmaco AT y levemente se observa la presencia de algunas sefiales



de la NS, por otra parte, el espectro del CI sobrenadante liofilizado, en verde, no conticne las
sefales del firmaco, pero si algunas sefiales de la NS, por lo tanto, la presencia de estas no son

concluyentes para determinar que existe un CI presente.

Es asi como, mediante analisis '"H-RMN se pudo determinar que, en el caso del farmaco AT, la
metodologia optima para la obtencion del Cl es mediante disoluciones saturadas. Ademds, se
confirmo lo descrito en literatura, que es en ¢l sobrenadante de la solucion donde se encuentra el
complejo (Lala, 201 1; Bolmal, 2013). A continuacion, se muestra un analisis mas detallado sobre

la inclusion respecto del primer método.

En la figura 26 se observan los espectros '"H- RMN del compuesto NS-AT, las NS y el farmaco
puro. Como se menciond anteriormente, el espectro del Cl presentd las sefiales de ambos
precursores, confirmandosc la inclusion cfectiva de AT al interior de las cavidades de las NS. Un
analisis mas detallado se puede realizar a partir de los desplazamientos quimicos de los protones

tanto dc la matriz como del huésped. Estos corrimientos de scilales se pueden observar en la tabla

3.
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Figura 26. Espectros 'H-RMN del compuesto de inclusion NS-AT (rojo), NS (verde) y firmaco AT puro

(azul).

Tabla 3.5. Desplazamientos quimicos '"H-RMN para ¢l compuesto de inclusion de NS con el farmaco
AT.

Protones |& NS (ppm) & AT (ppm) & CI NS-AT (ppm) A 6 (ppm)
HI 4,827 - 4,832 -0,005
H2 3,301 - 3.305 -0,004
H3 3,655 3,662 0,007
H4 3,301 -— 3,305 -0,004
HS 3,562 - 3,567 -0,005
Ho6 3,624 --- 3,628 -0,004

OH2 5,713 — 5,717 -0,004
OH3 5,665 - 5,667 -0,002
OH6 4,437 . 4,440 0,003
NH’;-H’S - 7,070 7,067 0,003
H'2-H6 7,803 7,802 0,001
H’3-H’S’ 7,408 7,407 0,001
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Los protones correspondientes a la fCD en la NS, tanto internos como externos, presentaron un
delta de desplazamiento negativo, con desplazamientos hacia campos mas bajos. Las matrices de
BCD cuando albergan huéspedes, originan cambios en las sefiales de los protones internos,
observadas por RMN, esto debido al cambio en el entorno quimico de la cavidad tras el ingreso
de alguna molécula. La NS posee espacios intersticiales originados por la interaccion entre la pCD
y ¢l reticulante DPC, dentro de éstos es posible que sc incluyan también moléculas del farmaco,
lo quc origind cl desplazamicnto no solo de las sciiales de los protoncs internos de la NS sino que

también de los externos.

Por otra partc, los protoncs del farmaco AT presentaron un delta de desplazamicnto positivo, lo
que significa que estos se desplazaron hacia campos mas altos y presentan un apantallamiento
debido al fenomeno de inclusion, ya sea dentro de las cavidades de la NS o de los intersticios que

s¢ forman entre CD vecinas.

Es relevante destacar que existen desplazamicntos de los protones de los grupos hidroxilos OH2,
OH3 y OHS6, lo que implica que las moléculas del farmaco ademas estan interactuando con los

bordes externos de las multiples cavidades de las NS, esto debido a una inclusion parcial de AT.
3.2.1.2. Analisis '"H-RMN para la inclusién del farmaco feniletilamina.

Como se comprobd previamente para la inclusion de AT, un método adecuado para la inclusion
dc farmacos cs mediante disoluciones saturadas, por lo tanto, sc cmpled csta cstrategia para la

inclusion del farmaco FEA en las NS.

Debido a lo discutido en ¢l punto 3.2.1, la inclusion de FEA sc realizé en una razén molar 1:2
NS:FEA, y se¢ estudiaron las sefiales obtenidas para el precipitado liofilizado de la mezcla y para
¢l sobrenadante obtenido, también liofilizado. Como es posible de observar en la figura 27, los

espectros tanto del precipitado como del sobrenadante presentan las seiales de sus precursores,
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con distintas intensidades, esto indica que ¢l CI se encontrd presente en ambas fases de la sintesis,

contrariamente al caso de la inclusion de AT,

I en |

| l ‘ lf é : NS/FEA
i r ! ] i | precipitado

Figura 27, Espectros 'H-RMN utilizando el primer método de inclusién para NS-FEA en el precipitado
liofilizado (rojo) y en ¢l sobrenadante liofilizado (verde), NS sintetizada (celeste), firmaco FEA pura

(morado)

Debido a que en ambas fases (precipitado y solucion) podemos cncontrar la complejo NS-FEA
formado, sc realizo cl analisis de los desplazamientos quimicos de los protones por RMN para
ambos sistemas. La figura 28 presenta los espectros 'H-RMN para el CI NS-FEAecipitado,
previamente liofilizado, los desplazamientos quimicos correspondientes se presentan en la tabla

3.6, mientras que cn la figura 29 sc mucstran los cspectros correspondientes para ¢l C1 NS-

43



FEA bremdane, también anteriormente liofilizado, con sus respectivos valores de desplazamientos

quimicos en la tabla 3.7,
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Figura 28, Espectros |H-RMN de la inclusion NS=FEA pecipindo liofilizado (rojo), NS (verde) y farmaco
FEA puro {(azul).

En el caso de este sistema binario, se observo en el espectro en rojo que las seiiales
correspondientes a los grupos OH provenientes de la NS han bajado su intensidad, casi
desparcciendo para ¢l caso del OH6, micntras que en el caso de los OH2 y OH3 ¢éstos sc han
solapado mostrandose como una sola sefial ancha y de poca intensidad, esto se debe a interacciones
entre NS mediante puentes de hidrégeno o con moléculas de FEA luego de ser sometidos a las
condiciones de la inclusion, lo que provoca que estos grupos hidroxilo se acerquen en extremo.
La sefial del grupo NH: presente en el espectro del férmaéo puro se observa a campo alto, sin

embargo, ha desparecido en el espectro del CI. se conoce que los protones de los grupos amino se
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mueven en un rango amplio del espectro, entre 0 y 5 ppm, por lo que lo mis probable es que en
este caso s¢ hayan desplazado hacia campos mas bajos y por lo tanto su sefial esté solapada con
las senales de la NS, Este mismo cfecto se pudo observar para el complejo BCD-FEA, que ya fue

reportado por nuestro grupo (Sierpe, 2015).

Tabla 3.6. Desplazamientos quimicos para el compuesto de inclusion formado entre NS y firmaco FEA en el

precipitado previamente liofilizado de la mezcla.

Protones |6 NS (ppm) 8 FEA (ppm) 8 CI NS-FEApccipinao(ppm) Ad (ppm)
Hl 4,827 4,828 -0,001
H2 3,301 3,301 0
H3 3,655 3,667 -0,012
H4 3,301 - 3,301 0
HS 3,562 - 3513 -0,011
Ho 3,624 3,632 -0,008
OH2 5,713 - 5,719 -0,006
OH3 5.665 5,719 -0,054
OH6 4,437 4422 0,015
NH: - 1,385 - -—-
H'1 . 2,798 2,765 0,033
H™2 2,658 2,659 0,001

H'2'-H'6’ - 7,205 7,191 0,014
H'4’ - 7.178 7,165 0,013

H'3'-H’S’ == 7.285 7,278 0,007

Analizando los desplazamicntos quimicos del CI cn la tabla 3.6, fuc posible determinar que los
mayorces corrimicntos son propios de los protones H3 y HS, orientados hacia cl interior de la matriz
de BCD, y los OH3 y OH6 en los bordes secundarios y primarios respectivamente, esto ultimo
indica que ocurre una inclusion parcial del huésped en la matriz de BCD, ademas los protones del

anillo aromatico de FEA se desplazan hacia campos mas altos, lo que indica que estos presentan
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un apantallamiento de su nube electrénica, confirmandose la inclusién del anillo principalmente

en las cavidades de las unidades de BCD que conforman a las NS,

Para ¢l caso del CI NS-FEAwbenadane U cspectro y ¢l de sus precursores se presenta cn la figura

29.
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Figura 29, Espectros 'H-RMN del compuesto de la inclusion NS-FEAwremduse (10j0), NS (verde) y
firmaco FEA puro (azul),

Al observar el espectro del CI, en rojo, fue posible determinar que desaparecen las sefiales del NH:
y del H'1 del farmaco FEA mientras que todas las otras aparecen con baja intensidad. La
desaparicion de cstas sciiales se debe probablemente a que cstén solapadas. La tabla 3.7

corrcsponde a los desplazamientos quimicos para ¢l CI NS-FEA cn cl sobrenadante de la mezcla.
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Tabla 3.7. Desplazamientos quimicos para ¢l compuesto de inclusion formado entre la NS y farmaco FEA en el
sobrenadante de la mezcla.

Protones |[3NS (ppm) SFEA (ppm) 8CI NS-FEAssbrenadante(ppm) AS (ppm)
Hl 4.827 - 4,829 -0,002
H2 3,301 ——— 3,211 0,090
H3 3,655 - 3,660 -0,005
H4 3,301 - 3211 0,090
HS 3,562 ——— 3,565 -0,003
H6 3,624 3,626 0,002
OH2 5,713 ——- 5,856 -0,143
OH3 5,665 ——- 5,671 -0,006
OH6 4,437 —— 4,436 0,001
NH:2 -— 1,385 —— -
H’1 e 2,798 --- R
H’2 - 2,658 2,660 -0,002

H'2'-H'6’ - 7,205 7,198 0,007
H’4’ - 7,178 7,179 -0,001

H'3-H'S | 7,285 7,285 0

Al analizar los desplazamientos quimicos, se pudo observar que los mayores corrimientos
corresponden a los protones H2 y H4 de la NS, cs decir para los protones externos de la matriz de
BCD, también ocurrc para los protones de los grupos hidroxilos secundarios OH3 y en mayor
medida para los OH2, lo que indica una alta interaccion entre éstos debido probablemente a una
deformacion de la NS al momento de incluir al fairmaco FEA. La inclusion entonces es
prioritariamente entre los espacios intersticiales de los baldes de fCD con las moléculas de FEA,
lo anterior no descarta la efectiva inclusion al interior de las cavidades, debido a que la magnitud

de los desplazamientos quimicos observados esta en acuerdo con lo reportado en literatura (Sierpe,

2015).
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3.2.2. Anailisis mediante espectroscopia infrarroja, IR.

Espectroscopia IR fuc utilizada también para estudiar la inclusion de los fairmacos cn las NS
formadas, mediante ¢l andlisis vibracional de los enlaces propios de cada uno de sus componentcs,
confirmando que los CI son estructuras con un espectro diferentes al de sus precursores, esto por

comparacion de las sefiales mds caracteristicas de cada uno de ellos.
3.2.2.1. Anilisis IR para la inclusion del firmaco 2-amino-4-(4-
clorofenil)tiazol.

En la figura 30 sc presenta el espectro IR del CI y en las figuras 31 y 32 los espectros de sus

precursores, NS y AT, respectivamente.

i, e ——— ‘/,"._;—“P"“—’ T
Y e P sl W ;‘;fﬂ\f‘\
7 “ \ \ ..’\_,«‘ I \n
" s mEm 'k | ; l;.:.‘f"\ 4
NMNO VDO u | | \u/
\ / g oN N ! N | L
© \ / 1 cnaONG i in |
e \ / W oMW ot il W
o \ / w MmN -0 ‘ [
= \ e NN ~M am BN
© b - © - o (.
A . -] ot
£ « So o= L
2 - e 8 N
3 ? e
I: © w |
5 =
o |
-
©
<
o
o
2
| M I 1 ! 1 I |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 30, Espectro IR del C1 NS-AT,
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Figura 31. Espectro IR de la NS.
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Figura 32, Espectro IR del firmaco AT puro.

Se observaron las diferencias entre los tres espectros presentados. El espectro del farmaco puro
muestra una serie de bandas débiles y angostas, a3110,86 cm' y 1534,58 cm'! se presentan bandas
del anillo aromdtico para-sustituido y a 1633,41lcm™ una banda caracteristica para ¢l grupo NH;

propio dela estructura.
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Comparando los espectros de la NS y del CI NS-AT. fue posible observar que las bandas presentes

en el CI son menos anchas, con respecto a las de la NS. Ademas, en la region media del espectro,

entre los 2100 em™ y 2400 cm™! se presentan 5 bandas pequeiias pudiendo atribuirse a una mezcla

de las bandas que aparecen en esa zona tanto en el farmaco como en la NS, confirmandose la

formacion de esta nueva nanoestructura, diferente a sus precursores.

3.2.2.2. Anilisis IR para la inclusién del firmaco feniletilamina.

Las figuras 33 y 34 muestran los espectros IR de los CI NS-FEAbrenadanie Y NS-FEA precipitados

respectivamente. Al compararlos no se observaron diferencias significativas entre si, lo que

sugicre que ¢l CI sc formo cn ambas fascs. lo que esta de acucrdo con lo anteriormente obscrvado

usando 'H-RMN (ver figura 27).
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Figura 34, Espectro IR del CINS-FEApecipitado-
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Figura 35, Espectro IR tedrico del [rmaco FEA. Obtenido del National Institute of Standards and
Technology. U.S. Department of Conunerce, NIST WebBook, SRD 69.

Fue posible observar en ambos espectros las bandas caracteristicas para los grupos funcionales en
¢l CI. Entre 1617 y 1642 cm™ se presenta una banda correspondiente al grupo amino del firmaco
FEA, una banda ancha a 3300 cor' aproximadamente que es propia de los grupos OH presentes
en la NS, y acoplada a ésta también debe encontrarse la banda correspondiente para el anillo

aromatico de la FEA. Adcimas, al compararlos con ¢l espectro tedrico del farmaco puro, figura 35,
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y con ¢l espectro de la NS pura, figura 31, se observa claramente las diferencias entre ellos, lo que

confirma que se¢ trata de una nueva especie.

3.2.3. Analisis mediante microscopia electronica de transmision, TEM.,

3.2.3.1. Anilisis TEM para la inclusion del farmaco 2-amino-4-(4-

clorofenil)tiazol,

Del mismo modo que se realizd esta caracterizacion para las NS sintetizadas, también se empled
para observar las NS con el farmaco AT incluido. Las figuras 36, 37 y 38 muestran micrografias
TEM del complejo binario NS-AT. El rango de tamafios sc mantuvo entre 240 a 460 nm, cs decir,
en la misma cscala que las NS sin huésped. La forma de las nanocstructuras no ¢s completamente

esférica, debido probablemente a la aglomeracion de NS tras el protocolo de inclusion de AT.

3

Figura 36, Micrografia TEM dc campo claro de NS-AT, a una magnificacion de 80000x.
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Figura 37. Micrografia TEM de campo claro para dos nanoparticulas de NS-AT a una magnificacion de
80000x.
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Figura 38. Microgralia TEM dc campo claro de NS-AT a una magnificacion de 80000x.
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3.2.3.2. Anilisis TEM para la inclusion del farmaco feniletilamina.

Al igual que sc hizo para el CI anterior, en este caso se pudo obscrvar la forma de las nucvas NS
con FEA obtenidas, tanto para la mucstra tomada del precipitado, figura 39, como la del

sobrenadante, figura 40.

Figura 40. Microgralia TEM dc campo claro para NS-FEA en ¢l sobrenadante liofilizado.
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Fue posible evaluar los tamafios de las nanoestructuras obtenidas, los CI mantuvieron el rango de
tamano que presentaron las NS sintetizadas y libres de huésped, entre 136 y 500 nm (ver figuras
L1y 12), pero al igual que lo presentado en el CI con AT, estos nuevos CI sufrieron una
deformacion en su estructura, lo que nuevamente se explica por la inclusion de las moléculas de
FEA en las distintas cavidades de la NS. Cabe destacar que en la figura 39, la micrografia de la
derecha presenta 2 nanocsponjas juntas que cl cquipo STEM midi6 como una sola de 682 nm, por
lo que puedc considerarse que cada una presenta un tamafo de 341 nm, lo que sc presenta dentro

del rango de las NS sin huésped incluido.

3.3. Obtencion de las constantes de asociacion.

Como se explicd anteriormente, en la seccion 2.4, para determinar el valor de la constante de
asociacion fue necesario previamente determinar el valor del coeficiente de extincion molar, &,

para cada farmaco a través de una curva de calibracion.

En primer lugar, se presentan los datos obtenidos para los ensayos con ¢l fairmaco AT. En la tabla

3.8 sc presentan los datos medidos para la determinacion del valor de €.

Tabla 3.8. Datos de voltumenes y concentraciones del firmaco AT en agua y sus miaximos de absorbancia

a 290 nim.

Volumen AT | Volumen agua| AT | [AT] |Absorbancia
(mL) (mL) (mg) | (mM) (u.a.)
2,0 0 5,0 0,949 0,6866
1,6 0.4 40 | 0,759 0,6095
1,2 0.8 3,0 | 0,569 0,5180
0,8 1,2 2,0 0,380 0,3704
0.6 1.4 1,5 | 0,285 0,3054
0,4 1.6 1.0 | 0,190 0,1721
0,2 1.8 0,5 | 0,095 0,0781
0 2 0 0 0
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Al graficar la concentracion de AT versus la absorbancia mixima, a 290 nm, se obtuvo la recta

que se presenta en la figura 41, en la que la pendiente corresponde al valor de €, que en este caso

fue 0.7547 mM'em™.
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[AT] (mM)

0.8

Figura 41. Grifica lineal entre la concentracion de AT versus sus respectivos maximos de absorbancia a

290 .,

Aplicando ¢l valor del cocficiente de extincion € a la ccuacion 2.1 fuc posible determinarlas

concentraciones de AT presentes en los distintos ensayos utilizando el modelo Higuechi-Connors.

Estos datos se presentan en la tabla 3.9 y son acompafiados por el grafico de la figura 42.
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Tabla 3.9. Valores de los diferentes ensayos realizados para calcular Ia Ka del sistema NS-AT en agua.

AT Volumen Volumen NS [NS] | Absorbancia| [AT]
(mg) stock (mL) agua (mL) (mg) (mM) {u.a.) (mM)
5,0 2.0 0 200 5,920 17177 2,276
5,0 1,8 0,2 180 5,328 1,7751 2,352
5,0 1,6 04 160 4,736 1,8331 2,429
3,0 1,4 0,6 140 4,144 1,3908 1,843
5.0 1,2 0,8 120 3,502 1,5662 2,075
5,0 1,0 1,0 100 2,960 [,3437 1,780
5,0 0.8 1,2 80 2,368 1,1789 1,562
5,0 0,6 1.4 60 1,776 1,1909 1,578
5,0 0.4 1.6 40 1,184 1,0889 [,443
5,0 0.2 1.8 20 0,592 0,7392 0,979
5,0 0 2,0 0 0 0,7000 0,927

La figura 42 mucstra la recta que sc obtuvo a partir de las concentraciones de AT solubilizada
frente a las concentraciones de NS agregadas en cada ensayo. La constante de asociacion, Ka, para
¢l sistema NS-AT fue 3744,8 M y se calculd a partir de la pendiente de la recta y empleando la

ccuacion 2.2,
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Figura 42. Grafica lineal de la concentracion de AT solubilizada versus la concentracion de NS agregada.
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A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para los ensayos con FEA.

En la tabla 3.10 s¢ presentan los datos empleados para la obtencion del valor de &.

Tabla 3.10. Datos de volimenes y concentraciones [armaco FEA cn agua v sus maximos de absorbancia a
310 nm,

Volumen FEA | Volumen agua | [FEA] | Absorbancia
(ml) (ml.) mM (u.a)

0 2,0 0 0,0132
0,1 1,9 0,00441 02441
0,2 1.8 0,00882 0,3648
0,3 1.7 0,01323 0,5642
0.4 1,6 0,01764 0,7851
0,5 1.5 0,02205 1,0267
0,6 1,4 0,02646 1,3023
0.7 1,3 0,03087 14199

Al graficar la concentracion de FEA versus la absorbancia maxima a 310 nm, se obtuvo la recta

mostrada cn la figura 43, en cste caso ¢l valor de ¢ fuc 46,821 mMem™.
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Figura 43. Grifica lincal de la concentracion de FEA versus sus respectivos miximos de absorbancia a
310 nm,
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Al introducir este valor de € en la ecuacion 2,1 fue posible obtener el valor de la concentracidn de
FEA en los distintos ensayos realizados. Los datos se presentan en la tabla 3.11, que es

acompanada, ademds, con el grafico correspondiente (figura 44).

Tabla 3.11, Valores de los diferentes ensayos realizados para caleular la Ko del sistema NS-FEA en agua.

FEA Volumen stock | Volumen agua NS [NS] Absorbancia |FEA]
{(mL) {ml.) {(mL) (mg) (mM) (u.a.) (mM)
0.3 2.0 0 200 5,920 1,1267 0,0237
0.5 1.8 0,2 180 5,328 1,0067 0,0212
0.5 1,6 0.4 160 4,736 0,8961 0,0189
0,5 1.4 0.6 140 4,144 0,7751 0,0163
0,5 1,2 0,8 120 3,552 0,6542 0,0138
0,5 1.0 1.0 100 2,960 0,5648 0,0119
0.5 0.8 1,2 80 2,368 0,4788 0,0101
0.5 0.6 1,4 60 1,776 0,4041 0.0085
0.3 0 2,0 0 0 0,1326 0,0028

Sc mucsira cn la figura 44 la recta obtenida a partir de las concentraciones de FEA solubilizada,
versus las concentraciones de NS agregadas en cada ensayo. La constante de asociacion, Ka, para
¢l sistema NS-FEA fue 1334,24 M y se calculd a partir de la pendiente de la recta y el uso de la

ecuacion 2,2,
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Figura 44. Grifica lineal de la concentracién de FEA solubilizada versus la concentracion de NS agregada.

Tanto las curvas de calibracion para la determinacion de los cocficientes de cxtineion molar, para
cada farmaco, como las curvas de absorbancia para la constante de asociacién de cada uno se

presentan en la seccion 6.2 de los anexos.

A pesar de que la inclusion de los farmacos en la NS sc realizé en una razén estequiométrica 1:2
matriz:huésped, las Ka de ambos sistemas se calcularon considerando una relacion de tipo 1:1
matriz:huésped, ya que el exceso de firmaco que se agregd permitia asegurar que ocurriera la
inclusion de una molécula de farmaco por cada balde de BCD en la NS, no de mas moléculas de
farmaco, ya que es conocido que un balde de BCD tiene capacidad para albergar un solo anillo

aromdtico en su interior (Chen, 2006).

En general, los valores de Ka de los complejos de CD varian entre 50 y 2000 ML, Valores mas
bajos a 50 M indican una limitacion en la viabilidad de una formulacion farmacéutica, ya que

puede que no se lleve a cabo una liberacion controlada del farmaco. Por otra parte, valores
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superiores a 2000 M- también presentan limitantes, ya que las velocidades de reaccion se pueden
ver atectadas por ¢l alto grado de inclusion del farmaco en la cavidad de la CD, evitando de este
modo la liberacién del fairmaco y retrasando, por ejemplo, la farmacocinética (Connors, 1997;
Rao, 2003). Sin embargo, esta misma condicion genera un efecto positivo si se considera la

retencion, por ¢jemplo, de contaminantes en agua y suelos.

3.4. Sintesis de nanoparticulas de oro.

Para estudiar la formacién de las NPsAu, se realizd una caracterizacion mediante

espectrofotometria UV-Vis, y TEM.

J.4.1. Anailisis mediante espectrofotometria UV-Visible.

Como se explicod anteriormente la dilucion de las NPsAu se realizé en agua nanopura a pH §.8,
esto con ¢l fin de promover la dilucion de los CI al momento de funcionalizar las NPsAu con
¢éstos; se midio la absorbancia a esta dilucién y se compard con la absorbancia de las NPsAu
diluidas en agua nanopura a pH 5,5, En la figura 45, se observa que las bandas de plasmon de
resonancia no presentan cambios si la dilucion se realiza a diferentes pH, por lo que se puede
afirmar que aumentar el pH, no desestabiliza ¢l sistema, ni genera ningun tipo de modificacion en

las caracteristicas cstructurales de las NPsAu.
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Figura 45, Espectro de absorbancia para las NPsAu diluidas a pH 5,5 (rojo) y pH 8,8 (negro) a un mdximo de

absorbancia de 527.5 nm.
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Con los datos de absorbancia obtenidos y conociendo que cl valor del cocficiente de extincion

molar (&) para las NPsAu ¢s 0,2266 nM-'cm™', sc puede determinar la concentracion de las NPsAu,

usando la ecuacion 2.1, Estos datos se expresan en la tabla 3.12,

Tabla 3.12, Dalos obtenidos a partir del estudio por espectrofotometria UV -visible para las NPsAu.

Absorbancia | Longitud de onda | Concentracion
Sistema maxima (u.a) {nm) NPsAu (nM)
NPsAu concentradas 30683 327055 13,5406
NPsAu diluidas 1,4204 527,5 6,2683
NPsAu diluidas pH 8,8 1,4314 a5 6,3168

Se conoce que para NPsAu esféricas de 10 nm de diametro promedio, la resonancia de plasmoén

superficial (RPS) presenta un maximo de absorbancia a 520 nm (Creighton, 1991); un

desplazamiento a mayores longitudes de onda indica un mayor tamaiio de la nanoparticula, por lo
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tanto, para un valor de absorbancia maxima a 528 nm aproximadamente, se puede estimar que el
didmetro de las NPsAu sintetizadas debe ser cercano a los 20 nm. Para una valorizacion exacta

del tamafio, se realizaron estudios mediante TEM,

3.4.2. Anailisis TEM para nanoparticulas de oro.

Usando TEM fue posible observar de manera directa las NPsAu formadas, ademas de determinar
su forma y calcular ¢l tamafio promedio de las mismas. Es asi como en las figuras 46 y 47 sc¢
muestran dos micrografias distintas de las NPsAu sintetizadas. Se observa claramente su forma

esférica, con didmetros que varian entre 17 nm y 33 nm, aproximadamente.

Figura 46, Micrografia TEM de camnpo claro para NPsAu sintetizadas con magnificacion de 90000x.

En la figura 47 se presenta ademads ¢l histograma de la poblacion, representativa para las NPsAu
sintetizadas. Un andlisis de este indica que ¢l tamafio promedio de las nanoparticulas obtenidas es
dL 19,51 nm, lo que corrobora la estimacion entregada por ¢l anilisis mediante espectrofotometria
UV-Vis en la scecidn anterior, 3.4.1. NPsAu entre 4 y 100 nm no presentan efcctos citotoxicos

(Yen, 2009), por lo tanto, podemos afirmar que las NPsAu obtenidas presentan un tamaiio
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adecuado para esta investigacion y ademads no presentarian toxicidad en una posible entrega del

fairmaco en ¢l organismo.
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Figura 47. Micrografia TEM de campo claro para NPsAu sintetizadas con magnificacion de 160000x

(izquierda) y el histograma correspondiente a la poblacion de NPsAu presentes en dicha micrografia (derecha).
3.5. Formacion del sistema ternario NPsAu-NS-Farmaco.

3.5.1. Estudio de la estabilizacion de NPsAu sobre los CI mediante espectrofotometria

UV-Visible.

Se determind la concentracidon mediante absorbancia por UV-Visible a los sistemas NS-Farmaco
a pH 838 antes de centrifugar, al sobrenadante extraido y a la resuspension, esto con el fin de
determinar si las NPsAu perdian concentracion debido a la agregacion cuando son estabilizadas

sobre los C1 o posterior a la centrifugacion.

En la figura 48, se presentan los espectros de absorbancia correspondientes, observandose la curva
tipica de plasmon para el sistema NPsAu-NS-AT a pH 8,8, en negro. La tabla 3.13 da cuenta del
valor de la concentracion de la misma. Como s¢ explicd anteriormente la solucion coloidal se

centrifugo y el sobrenadante fue retirado, éste altimo tambicn fue evaluado (espectro en rojo), para
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determinar la cantidad de NPsAu que quedaron en solucion. Si bien se observa una pequeria
absorbancia cercana a 530 nm, correspondiente a las NPsAu, la concentracion respectiva es baja,
en comparacion a la del sistema original, El pellet obtenido después de centrifugar se resuspendio,
obteniéndose un volumen mayor al de la muestra original, esto permite inferir que la concentracion
de las NPsAu disminuyo debido a una pequefia dilucion, (ver espectro en azul). La curva en rojo
ademas mucstra un hombro cercano a los 700 nm, lo que sugierc una agregacion de una porcion
del sistema o ¢l acoplamiento interparticula, fendmeno esperado si las NPsAu se encucntran sobre

las NS muy préximas unas de otras.

|
; - NPsAu-NS-AT pH 8,8 resuspension |
- NPsAU-NS-AT pH 8,8 sobrenadante

Absorbancia (u.a.)

g0 - ——

T T v 1 T |
500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

T
400

Figura 48. Espectro de absorbancia para el sistema NPsAu-NS-AT antes de centrifugar (negro), de la

resuspension luego de centrifugar (rojo) y del sobrenadante luego de centrifugar (azul).
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Tabla 3.13. Datos obtenidos a partir del estudio por espectrofotometria UV -visible para el sistema
NPsAu-NS-AT.

Absorbancia | Longitud dc onda | Concentracion
Sistema a pH 8,8 | Maxima (u.a.) (nm) NPsAu (nM)
NPsAu-NS-AT 1,0757 5295 4,7471
NPsAu-NS-AT
resuspencion 09115 S b 4,0225
NPsAu-NS-AT
sobrenadante 0,0281 5285 0.1240

Es posible observar en la tabla 3.13 que la longitud de onda para la absorbancia maxima aumento
respecto de las NPsAu, tanto para ¢l sistema antes de centrifugar como para despuds de haber sido
centrifugado. Esto indica, a pesar de que ¢l desplazamicnto en la longitud de onda no fue drastico,
que fas NPsAu pueden haberse agregado luego de estabilizarse sobre el CI NS-AT, lo que tiene
directa relacion con el hecho de que en el espectro se muestre una segunda sefial que implica el
crecimiento en alguna dimension de la nanoparticula, por lo tanto, el espectrofotometro UV-Vis

al medirlas considera que éstas poseen un tamaiio mayor.

Al igual que para el sistema NPsAu-NS-AT se midio la absorbancia de los sistemas NPsAu-NS-
FEA sobrenadante v precipitado. Los espectros de absorcion se presentan en las figuras 49 y 50,
respectivamente. Al comparar ambos espectros entre si, es posible apreciar que las curvas son muy
semejantes, lo que se corrobora también con los valores mostrados en las tablas 3.14 y 3.15. Esto
sugicre que la cantidad de farmaco FEA agregado para la sintesis se divide en partes practicamente
iguales entre el sobrenadante y el precipitado de la solucion. Esto permite explicar entonces por
qué mediante analisis de los espectros '"H-RMN se determind que los complejos se forman en
ambas fascs (precipitado y solucion), a diferencia del sistema NPsAu-NS-AT ¢n donde claramente

se determina que ¢l Cl esta presente Gnicamente cn la solucion.
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—— NpsAu-NS-FEAsobrenadante pH 8,8
—— NpsAu-NS-FEAsobrenadante pH 8,8 resuspencion
—— NpsAu-NS-FEAsobrenadante pH 8,8 sobrenadante
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Figura 49. Espectro de absorbancia para el sistema NPsAu-NS-FEAurenadnne antes de centrifugar (negro). de

la resuspension después de centrifugar (rojo) v del sobrenadante después de centrifugar (azul).

Tabla 3.14. Valores de absorbancia y longitud de onda. Datos obtenidos a partir del estudio por

espectrofotometria UV-Visible para el sisterma NPsAu-NS-FEActrenadanre.

Absorbancia Longitud de onda Concentracion
Sistema a pH 8,8 maxima (u.a.) (nm) NPsAu (nM)
NPsAu-NS-FEA ourendante 1,4191 5290 6,2625
NPsAu-NS-FEAobrendante
resuspension 1,2139 5290 5.3570
NPsAu-NS-FEA obrenadante
sobrenadante 0,0339 525.0 0,1496
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—— NpsAu-NS-FEAprecipitado pH 8,8
I NpsAu-NS-FEAprecipitado pH 8,8 resuspension
~—— NpsAu-NS-FEAprecipitado pH 8,8 sobrenadante
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Figura 50. Espectro de abserbancia para ¢l sistema NPSAu-NS-FEA ipinde anies de centrifugar (negro), de la

resuspension después de centrifugar (rojo) y del sobrenadante después de centrifugar (azul).

Tabla 3.15. Valores de absorbancia y longitud de onda. Datos obtenidos a partir del estudio por

espectrofolometria UV-visible para ¢l sistema NPSAU-NS-FEA jcipitado.

Absorbancia Longitud de onda Concentracion
Sistemaa pH 8.8 maxima (u.a.) (nm) NPsAu (nM)
NPsAU-NS-FEA precipindo 14803 5280 6.5326
NPsAu-NS-FEA ccipitado
resuspension 1,2874 529,0 5,6813
NPsAU-NS-FEA jecipiiado
sobrenadante 0,0379 5240 0,1672

Observando los valores de las longitudes de onda maximas para ambos sistemas sc aprecia que, al
igual que ocurrid con cl sistema NPsAu-NS-AT, éstos experimentan un desplazamicnto que indica

un crecimiento de las NPsAu, sin embargo, menor que para el sistema anteriormente descrito. Este
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desplazamiento indica que existe un acoplamiento interparticulas al momento de estabilizarse

sobre ambos CI, NS-FEA cbrenadante Y .NS-FEprcipimdo.

3.5.2.  Anilisis mediante microscopia electronica de barrido, SEM,

Nuevamente se utilizd esta téenica para caracterizar la morfologia de los Cl, es decir, de las NS
incluyendo a las moléculas huésped, con el fin de determinar si existio algin cambio respecto de

la NS en su estado puro.

3.5.2.1. Analisis SEM para la inclusién del firmaco 2-amino-4-(4-

clorofenil)tiazol.

En la figura 51 se muestran micrografias SEM del sistema NS-AT-NPsAu, en las cuales se
muestran las NS actuando como matrices, con una morfologia irregular y porosa. Ademas, se
observo claramente las NPsAu depositadas sobre la superficie del CI, esto implica que las NPsAu
se cstabilizaron gracias a la presencia del grupo funcional NH: de las moléculas del firmaco que
quedaron expuestos hacia el exterior de la NS, El depésito arbitrario de NPsAu que se observa

sobre el Cl se debid a la forma irregular del mismo.
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Figura 51. Microgralia SEM para una NS del CI NS-AT con NPsAu estabilizadas sobre su superficic.

3.5.2.2. Andlisis SEM para la inclusién del firmaco feniletilamina.

En este caso se analizo mediante esta caracterizacion tanto al sobrenadante como al precipitado,

ambos liofitizados, de la sintesis de inclusion,

Fuc posible observar on las figuras 52 y 53 que las morfologias dc los sistemas NS-FEA-NPsAu
sobrenadante v precipitade son muy similares entre si, pero, aunque se mantiene una morfologia
irregular y porosa, distintos a la morfologia de la NS en su estado original (figura 14). En ambos

casos sc observd una morfologia predominantemente csférica.
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Figura 52. Microgralia SEM para una NS del precipitado liofilizado def CI NS-FEA con NPsAu

estabilizadas sobre su superficie.

Figura 53. Micrografia SEM para una NS del sobrenadante liofilizado del CI NS-FEA con NPsAu

estubilizadas sobre su superficie.

71



Se observd también la presencia de NPsAu en la superficie de ambos sistemas, lo que corrobord
nuevamente la existencia de los farmacos, quienes mediante sus grupos funcionales expuestos
hacia el exterior de la NS son capaces de estabilizar a las nanoparticulas metalicas. Cabe destacar
que las NS sin farmacos no pueden estabilizar a las NPsAu, debido a que no presentan grupos
funcionales adecuados, tales como tioles o aminas que puedan interactuar con su superficie, esto

s¢ ha evaluado incluso para matrices de BCD pura.

3.6. Estudio mediante dispersion dinamica de la luz, DLS, y potencial Z.

Esta téenica fisica cstd orientada a determinar la distribucion de tamafios de distintas particulas cn
suspension. El indice de polidispersidad (IPD) entrega informacion sobre la distribucion de
tamafios de una muestra, si se considera un rango de IPD desde 0 hasta 1, al presenta un valor de
IPD inferior a 0,1 se considera que la muestra presenta una alta homogeneidad en la poblacion de
particulas, por otra parte, valores superiores a 0,5 indican una amplia distribucién en ¢l tamaiio o
ihcluso varias poblaciones de tamafios diferentes (Gaumet 2007, Schwarz 1994). Estos datos,

tamafo vy polidispersidad, se muestran en la tabla 3. 16 para todos los sistemas medidos.

Las NPsAu obtenidas directamente de la sintesis cstaban cstabilizadas con citrato. Una vez
depositadas sobre los complejos NS-Farmaco, los dtomos superficiales de las NPsAu interactian
con los grupos funcionales de los farmacos albergados, removiendo el citrato presente en su
supcrficic, debido principalmente a que las interacciones quimicas NH>-Au involucradas son

energéticamente mayores a las existentes entre los iones de citrato y el Au.
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Tabla 3.16. Datos obtenidos a partir del estudio por dispersién dindmica de la luz (DLS) para cada

sistema medido, triplicado para cada uno.

Diametro
Sistema hidrodinamico (nm) IPD % Desviacidn estandar
NPsAu-citrato no filtrado 42.29 0,606 70,8 +1,53
NPsAu-citrato filtrado 33.86 0,537 69,7 +0,24
NPsAu-NS filtrado 34,58 0,542 70,0 +0,45
NPsAu-NS filtrado y centrifugado 60,07 0,636 76,4 +(,76
NPsAu-NS-AT no filtrado 114,47 0,718 843 +13.52
NPsAu-NS-AT- filtrado 114,0 0,663 86,3 +14,53
NPsAu-NS-FEAgobremdane filtrado 51,16 0,571 83,8 +0,36
NPsAu-NS-FEAecipinao filtrado 66,81 0,656 81,3 +6,24

A continuacion, se detalla el andlisis de los datos presentados en la tabla 3.16. Comparando los
tamafios obtenidos entre NPsAu-citrato no filtradas con NPsAu-citrato filtradas sc pudo observar
una disminucion en ¢l diametro de las segundas puesto que al pasar la solucion por el filtro
quedaron retenidas los agregados de NPsAu que aportan un mayor tamaifio, lo que indica que la
filtracién cs un bucn método de purificacion. Ahora bien, al comparar las NPsAu filtradas con las
NPsAu-NS filtradas se observé que sus didmetros hidrodinamicos no variaron significativamente,
esto se debe a que las NS no interactian con las NPsAu, ni tampoco perturban el sistema coloidal.
Al incorporar ¢l paso de la centrifugacion sc observd que ¢l diametro de las NPsAu aumento, junto
con su polidispersidad, lo que indica de las NPsAu se agregaron, por lo tanto, el método de

centrifugacién no es adecuado para su purificacion,

Estudiando los sistemas NPsAu-NS-AT tanto filtrados como no filtrados s¢ observd que el
diametro hidrodindmico de las NPsAu cn ambos casos fuc mayor. Esto sc explica pucs la
nanoesponja estd albergando en su interior moléeculas de AT, no distribuidas de manera uniforme,
generando regiones cn ¢l que se depositan las NPsAu, muy juntas unas de otras, cstos agregados

parciales de NPsAu son detectados por ¢l equipo como una particula de mayor didmetro. Ahora,
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comparando los sistemas NPsAu-NS-AT entre si, los didmetros hidrodindmicos fueron
practicamente iguales aun después de haber filtrado el sistema, lo que sugiri6 que el firmaco AT
fue un buen estabilizante, ya que a pesar de que ¢stas estén depositadas de manera irregular y en
algunas zonas del CI y se presenten muy proximas, una vez estabilizadas sobre el CI no generan

una agregacion.

Por dltimo, al estudiar los sistemas NPSAU-NS-FEAccipitnde ¥ NPSAU-NS-FEA obrenadame fue
posible observar que los didmetros cran similares entre cllos, esto ocurrié debido a que ¢l CI estaba

presente en ambos componentes de la solucién original.

En la figura 54 se muestra graficamente los datos de la tabla, que demuestran las variaciones en

los diametros hidrodindmicos de cada sistema con sus respeetivas desviaciones estandar.

150 7

100

Diametro
(nm})

504

Figura 54. Grifico de barras para la distribucion del didmetro hidrodindmico por DLS con su respectiva

desviacion estdndar de los distintos sistemnas medidos.
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En la tabla 3.16 también se observaron indices de polidispersidad cercanos a 0,5 para las NPsAu
filtradas, sin embargo, este valor aumentd cuando las NPsAu fueron estabilizadas sobre las NS-
Farmaco, aunque los porcentajes medidos son superiores al 70% para todos los sistemas, las
medidas entregaron diametros hidrodinamicos sobre los 500 nm, correspondientes probablemente
a NS y bajo los 20 nm aproximadamente, correspondientes a NPsAu libres en solucion. Esto se
pucde obscrvar de manera directa en los graficos entregados por ¢l equipo y que se encucntran cn

la scccion 6.3 delos ancxos.

Consecutivamente a la medicion del diametro hidrodinamico, se midié la carga superficial para
todos los sistemas. El potencial Z es una medida de la magnitud de la repulsion o atraccion
clectrostatica cntre particulas, csta medida se utiliza principalmente cn cl andlisis de coloidcs,
como lo son cn este caso las mucstras analizadas. Si la carga cs suficientemente clevada, ya sca
negativa o positivamente, las nanoparticulas permanecen discretas, dispersas y en suspension, por
ol contrario, si la carga presenta un valor cercano a cero, y no existen estabilizantes estéricos, las
nanoparticulas no se repeleran entre ellas y se agregaran inevitablemente, aumentando sus
dimensiones. En la tabla 3.17 se encuentran los valores para la carga superficial de cada sistema,

asi como el porcentaje de carga de cada uno.
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Tabla 3.17, Datos de la carga supcrficial y su porcentaje presente en las distintas mucestras, triplicado para cada uno.

Carga superficial
Sistema (mV) %  Desviacion estandar
NPsAu-citrato no filtrado -50,93 938 +6,11
NPsAu-citrato filtrado -51,40 81.6 +7.86
NPsAu-NS filtrado -58,03 71,6 +7.01
NPsAu-NS filtrado y centrifugado -52,70 100 +9 .85
NPsAu-NS-AT no filtrado -27.07 76,4 +6,88
NPsAu-NS-AT filtrado -38,37 92,1 +6,90
NPsAu-NS-FEAubeumaane filtrado -55,40 90,1 +10,95
NPsAu-NS-FEA pccipuace filtrado «33,03 100 +5.26

Las mediciones presentadas en la tabla nos muestran que la carga superficial de los sistemas
NPsAu-citrato filtrado y no filtrado fueron similares, csto debido a que los iones de citrato
presentes en la solucién y que proveen la carga negativa a la superficie de las nanoestructuras
metdlicas no varian con el proceso de filtrado. Cuando las NPsAu se encuentran en solucion frente
a las NS, una interaccion debicse arrojar un aumento cn ¢l valor de su carga, debido a la remocion
de los aniones de citrato, esto no ocurre, y la carga superficial del sistema, dc hecho, disminuye
unas cuantas unidades, lo que corrobora que no existe interaccion entre ambas estructuras sin la

presencia de los farmacos.

Por otra parte, al incluir NS-Farmacos en la solucion coloidal de NPsAu, cstos actuaron como
estabilizantes, y la carga superficial del sistema aumentd, haciéndose de un valor mas positivo.
Esto indica de forma certera que el citrato fue removido por una interaccion preferente con las
moléculas de farmacos contenidas en las NS, En particular, al comparar los valores del sistema
NPsAu-NS-AT filtrado con el sistema NPsAu-NS también filtrado, se observa que existié una
disminucion del valor de carga para ¢l primero, esto significa que se removié el citrato debido

unicamente a la presencia del farmaco.
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Por dltimo, al comparar entre si los sistemas NPsAu-NS-FEA sobrenadante y precipitado, ambos
filtrados, se observa que el sistema obtenido del sobrenadante present6 valores de carga mayores,

lo que indica que estos complejos pueden remover cficientemente el citrato del coloide.

Al igual que se hizo para el estudio del tamafio, se realizé un grafico comparativo de las cargas

medidas para cada sistema. Este grafico se presenta en la figura 55.

«20 1

40+

Carga (mV)

=60

Figura 55. Grifico de barras para la carga superficial con su respectiva desviacion estandar de los distintos
sistemas medidos.

77



4. CONCLUSIONES

S¢ pudo sintetizar NS con DPC como reticulante en una razon estequiométrica 1:4,
respectivamente, y con un porcentaje de rendimiento cercano al 60%, siguiendo un meétodo
novedoso y reproducible. Esta sintesis pudo corroborarse a través de 'H-RMN, IR, TEM, SEM y
TGA. El analisis de los desplazamicntos de las sefiales en los espectros RMN mostraron un
corrimiento hacia campos altos del proton OH6 de la BCD cuando se formaron las NS, lo que se
origina debido a la sustitucidn de algunos hidroxilos tras la reaccion con DPC para formar la nueva
nanoestructura. Por otra parte, una comparacion de los espectros obtenidos mediante
espectroscopia IR mostro que las NS contienen las bandas propias de cada precursor y bandas
nuevas, como las de los grupos carbonilos formados. La morfologia de la NS sc observo cn las
micrografias obtenidas mediante SEM, siende dsta irregular, porosa y como un polvo fino, muy
distinta a la de sus precursores, mientras que su tamafio se determind en un rango de entre 136 y
500 nm gracias al estudio de analisis TEM. Por altimo, un analisis TGA permitio determinar la
cstabilidad térmica de las NS lo que hace proyectar su uso en diversos campos de la ciencia,

incluyendo drug delivery.

La inclusion de los firmacos FEA y AT en las NS se realizo con una estequiometria de inclusion
1:2 matriz huésped, siguiendo el método clasico de disoluciones saturadas. La formacion de los
complcjos sc confirmé mediante "H-RMN, cn cuyos espectros s¢ confirmé que ¢l complejo NS-

AT se formo prioritariamente en la fase acuosa de la mezcla, mientras que el complejo NS-FEA
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se formd en ambas fases (precipitado y solucidn acuosa). Los desplazamientos quimicos
calculados de estos sistemas indican que la inclusion del firmaco AT ocurrié en mayor medida en
las cavidades de los baldes de BCD que forman la esponja, mientras que para ¢l farmaco FEA se
encontrd que en el precipitado de la solucion de sintesis el farmaco se incluyd en los baldes de
FCD mientras que en el sobrenadante de la solucion el farmaco se incluyd en los intersticios
originados entre ¢l borde exterior de los baldes de BCD y ¢l reticulante. Nucvamente ¢l analisis
usando IR confirmé la formacion de los CI, esto mediante una comparacién de los espectros de
los complejos con sus precursores respectivos. Se observd también un cambid en la forma de las
NS cuando albergan a los farmacos, en comparacion a las NS puras, mediante estudios TEM. Las
micrografias obtenidas mostraron una alteracion de la forma csférica de las NS, las que se
mantuvicron i gualcs en el rango de tamaiios reportado. Por altimo, un estudio de la constante de
asociacion permitio determinar la capacidad de retencion de la NS, siendo esta superior a la de los
Cl formados por unidades de BCD libres con los farmacos AT y FEA, lo que sugicre que esta
nueva nanoestructura aumenta significativamente su capacidad de carga y por ende su potencial

uso en drug delivery.,

La sintesis de las NPsAu mediante la reduccién de una sal de oro usando citrato se confirmo
mediante espectrofotometria UV-Vis y TEM, esta Gltima mostro la forma esférica con un diametro
promedio de 25nm. Los espectros de absorbancia de las NPsAu se compararon con los obtenidos
para los diferentes procesos de cstabilizacion de estas en NS con y sin firmacos. Inicialmente las
NPsAu presentan un plasmon de resonancia a 528 nm aproximadamente, ¢l que no varia cuando
se modifica ¢l pH de la solucion coloidal. El maximo de absorbancia se desplazd hacia longitudes
de onda mayores cuando las NPsAu fueron depositadas sobre los complejos de NS con farmacos
cn su interior. El desplazamiento comunmente implica un aumento cn los tamarios de las NPsAu,

sin embargo, en este caso, s¢ debe al acoplamiento interparticula, debido a la proximidad entre
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estas cuando se encuentran inmovilizadas sobre la superficie de los sistemas NS-Farmacos, esto
se pudo ver de manera directa mediante imagenes SEM. Las NPsAu al interactuar con los
complejos varian su diametro hidrodinamico dando cuenta de que la presencia de los farmacos
con grupos funcionales amino remueven eficientemente el citrato que estabiliza a las NPsAu, por
su parte, la carga superficial aumenta de —60 a =30 mV en promedio, debido a que los iones de

citrato que aportaban la carga negativa son removidos de la superficie de las nanoparticulas.

Sc propone quc la formacion de cstos nucvos sistemas, NS-Farmaco, pueden ser mas cficientes
que las matrices de BCD respecto a la inclusion y transporte de farmacos, en este sentido la NS,
pueden ser empleadas para la inclusion de otros tipos de moléculas huéspedes con usos diversos
tales como contaminantes, pesticidas y lipidos, entre otros. A su vez, los complcjos son sustratos
adccuados para la cstabilizacion de NPsAu, formando los sistemas ternarios NPsAu-NS-
Farmacos, que amplian aun mas sus potenciales aplicaciones, por ejemplo, abriendo la posibilidad
de irradiar cstas nanocstructuras con un laser para liberar las moléculas albergadas cn su interior,

o multifuncionalizarlas para vectorizacion o imagenologia.

Por tanto, se da cumplimiento a los objetivos propuestos, NS pudieron incluir a los farmacos AT
y FEA dejando los grupos funcionales aminos expuestos hacia una de las aberturas de la matriz
formando CI, los que estabilizaron posteriormente NPsAu, formando los sistemas ternarios NS-
Huésped-NPsAu y asi validando la hipdtesis planteada al comienzo de este trabajo de

investigacion.
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6. ANEXOS

6.1. Espectros’H-RMN para la sintesis de NS,

Tabla 6.1. Descripeion de las seniales de los protones para las inclusiones 1:2 v 1:3 del CINS-
AT peecipitado Siguiendo ¢l primer método,

Seiales para 1:2 | Seiiales para 1:3
Protones | (ppm) (ppm)
H1 4,825 4,286
H2 3,286 3,285
H3 3,658 3,658
H4 3.286 3,285
HS 3,561 3,562
Ho6 3,622 3,622
OH2 5712 5,712
OH3 5,664 5,664
OH®6 4,437 4,436
NH'2, H'S — -
H'3'-H'S' - -
H2'-H'6' --- -
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Tabla 6.2, Descripcidn de las seiales de los protones para las inclusiones 1:2 y 1:3 del CI NS-AT.cbrenadante

siguiendo el primer método.

Seriales para 1:2 | Senales para 1:3

Protones | (ppm) (ppm)
Hl 4,832 4,832
H2 3,292 3,291
H3 3,662 3.664
H4 3,292 3,291
HS 3,568 3.568
H6 3,638 3.639
OH2 5,718 5,717
OH3 5,667 5,669
OH6 4,440 4,440
NH"2, H'S 7,068 7,067
H'3'-H'S' 7,408 7,407
H'2'-H'6' 7.802 7,801

Tabla 6.3. Descripeion de las seiiales de los protones para las inclusiones 1:2 y 1:3 del CI NS-FEA eciitado Siguicndo

¢l primer método.

Sefiales para 1:2 Senales para 1:3
Protones | (ppm) (ppm)
HI 4,828 4,828
H2 3,301 3,289
H3 3,667 3,670
H4 3,301 3,289
H5 3,573 3.574
H6 3,632 3,647
OH2 9,719 5714
OH3 5,719 5,714
OH6 4,422 4,381
NH,
H'l 2,765 2,767
H'2 2,659 2,660
H'2-H'6’ 7,191 7,201
H4 7,165 7,159
H'3-H'S 7,278 7,279
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Tabla 6.4, Descripcion de las sefales de los protones para las inclusiones 1:2 y 1:3 del CI NS-FEAcbenadane
siguicndo cl primer mélodo de sintesis,

Senales para 1:2 Senales para 1:3
Protones | (ppm) (ppm) _
Hl 4,829 4,287
H2 3211 3,211
H3 3,660 3,564
H4 3,211 3,211
H5 3,565 3.660
H6 3,626 3.625
OH2 5,856 5,719
OH3 5,671 5,672
OH6 4,436 4,436
NH: o n
H'l 2.759
H2 2,660 2,645
H2-H¢ 7,198 7,198
H'4 7,179 7,179
H'3-H'S’ 7.285 1,278
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6.2. Curvas de calibracion y constante de asociacion.

——— AT-agua 2,0-0 mL
—— AT-agua 1,6-0,4 mL

0.8 4 ——— AT-agua 1,2-0,8 mL
074 - AT-agua 0,8-1,2 mL
fk -—— AT-agua 0,6-1,4 mL
0.6 4 ~ AT-agua 0,4-1,6 mL,
| - AT-agua 0,2-1,8 mL
o 054 i) e AT aqua 0-2,0 mL
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Figura 56. Curva de calibracion para la obtencidn del coeficiente de extincion molar para AT.
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Figura 57, Grifico dc absorbancias para la obtencion de la constante de asociacion para AT,
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Figura 58, Curva de calibracion para la obtencion del coeficiente de extincion molar para FEA.
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Figura 89, Grifico de absorbancias para la obtencion de la constante de asociacion para FEA.
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6.3. Grificos de tamaiio y carga mediante analisis DLS y potencial Z.

Size Distribution by intensty
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Figura 60, Gralico dc distribucion de tamaiios (intensidad) para el sistcma NPsAu-citrato no filtrado.

Zeta Potential Distribution
000001
2000001

405000

ounts

o

Tatal ¢

200000
156000

D.

apparent Zeta Potential (m\)

Figura 61, Grifico dc carga (cuentas lolales) para cl sistema NPsAu-citrato no filtrado.
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Size Distribution by Intensty
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igura 62, Grifico de distribucion de lamaiios {intensidad) para ¢l sistcma NPsAu-citrato filtrado.
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Figura 63. Grafico de carga (cuentas totales) para el sistema NPsAu-citrato filtrado.
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Figura 64, Gréifico de distribucién de tamafios (intensidad) para el sistema NPsAu-NS filtrado.
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Zeta Potential Distribution
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Figura 65. Grifico de carga (cuentas totales) para el sistema NPsAu-NS filtrado.
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Figura 66. Grifico de distribucién de tamaios (intensidad) para cl sistema NPsAu-NS filtrado y centrifugado.
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Figura 67. Grifico de carga (cuentas totales) para el sistema NPsAu-NS filtrado y centrifugado.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 68. Grifico de distribucion de tamaios (intensidad) para el sistema NPsAu-NS-AT no filtrado.
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Figura 69, Grafico de carga (cuenias tolales) para ¢l sisterna NPsAu-NS-AT no filtrado.
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Figura 70. Grifico de distribucion de tamaiios (intensidad) para ¢l sistema NPsAu-NS-AT filtrado,
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Figura 71. Grifico de carga (cuentas totales) para el sistema NPsAu-NS-AT filtrado.
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Figura 72. Grafico de distribucion de tamafios (intensidad) para el sistema NPsAu-NS-FEAurendne filtrado.
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Figura 73. Grafico de carga (cucntas lotaics) para ¢l sistema NPsAU-NS-FEAsucnadane filtrado.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 74. Grifico de distribucion de tamanos (intensidad) para el sistema NPsAu-NS-FEA cipido filtrado.
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Figura 75, Grifico de carga (cuentas totales) para el sistema NPsAu-NS-FEA pecipitaco filtrado.
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