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Resumen

Esta tesis tiene como objetivo principal aportar al conocimiento de la Quimica
Supramolecular y de la Nanoquimica considerando la sintesis y caracterizacién de
sistemas  supramoleculares, funcionalizacién de  nanoparticulas  (NPs),
nanodecoracion de cristales supramoleculares y su evaluacion sobre los efectos de los
mismos en la viabilidad celular. La promocién de estos sistemas bisicos para la

creacion de sistemas utiles en aplicaciones biomédicas, es del interés de esta tesis,

Especificamente, fueron sintetizados compuestos de inclusion (CI)
constituidos por moléculas matrices de alfa-ciclodextina (o-CD) las cuales pueden
albergar en su interior moléculas alquiltioles y alquilaminas como huéspedes. En
estado cristalino, estos compuestos poseen una disposicion espacial en la que los
grupos funcionales de las moléculas huéspedes incluidas, quedan expuestos en la
superficie de caras especificas del cristal, denotados como una familia de planos
{001}. La naturaleza de esta superficie funcionalizada, permite el crecimiento de
NPs producidas por el método fisico de pulverizacion catédica en vacio (PCV),
funcionando ademds, como un reservorio de NPs en estado sdlido. Mediante esta
técnica fue posible obtener NPs de 6xidos de cobalto y niquel, inmovilizadas sobre la
superficie de microcristales de CI de a-CD, mejorando su estabilidad respecto de las

obtenidas por métodos quimicos. Estas NPs presentan especial interés debido a sus
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potenciales bioaplicaciones formando parte de sistemas para entrega de drogas,
separacion de proteinas y como agentes de contraste para imédgenes, por ejemplo,
Consecuentemente, se realizo un estudio de citotoxicidad de estas particulas ancladas
a los sistemas supramoleculares, mediante el andlisis colorimétrico de viabilidad
celular por reduccién de sales de tetrazolio, obteniéndose resultados relevantes que
resultan promisorios para una continuidad de esta investigacién para fines

biomédicos.

Por otra parte, la decoracién de cristales de CI con nanoestructuras preparadas
por sintesis quimica, permitio corroborar y revelar detalles estructurales de interfase
de estos sistemas supramoleculares. Especificamente, NPs y nanobarras (NBs) de oro
fueron quimisorbidas sobre la superficie cristalina de CI de o-CD sin presentar
agregacion, abriendo perspectivas interesantes para la funcionalizacién de superficies

de estructuras supramoleculares.

Otra contribucién en este trabajo fue desarrollar la nanodecoracion de
estructuras supramoleculares formadas por el péptido B-amiloide. Este péptido es
capaz de formar fibras mediante autoensamblaje y reconocimiento molecular,
generando estructuras 1D. La nanodecoracion se realizd con nanoparticulas de oro
(NPsAu) funcionalizadas con el péptido CLPFFD, el cual reconoce selectivamente al
péptido amiloide, obteniendo materiales bio-inorganicos, los cuales tienen potenciales

aplicaciones en dispositivos electrénicos como componentes de circuitos o baterfas.




Abstract

This thesis aims to contribute to the knowledge of Supramolecular Chemistry
and Nanochemistry considering the synthesis and characterization of supramolecular
systems, functionalization of nanoparticles (NPs), nanodecoration of supramolecular
crystals, and evaluation of the effects on cell viability. The promotion of these basic
systems to create useful systems for biomedical applications, it is of interest to this
thesis.

Specifically, inclusion compounds (IC) were synthesized from alpha-
cyclodextrin (a-CD) harboring inside alkylthiols and alkylamines as guest molecules.
In the crystalline state, these compounds have a spatial arrangement in which the
functional groups of included guest molecules are exposed on the surface of specific
crystal faces are denoted as a family of planes {001}. The nature of functionalized
surface allows the growth of the nanoparticles produced by the physical method;
“sputtering”, and also functions as a reservoir of nanoparticies in the solid state.
Using this technique it was possible to obtain cobalt and nickel oxide NPs
immobilized on the surface of o-CD IC microcrystals, improving stability with
respect to those obtained by chemical methods, These NPs are of particular interest
by their potential bioapplications like of drug delivery systems, protein separation and

as contrast agents for imaging, for example. Consistently, we performed a
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cytotoxicity study of these particles anchored supramolecular systems, by
colorimetric analysis of cell viability by tetrazolium salts reduction, obtaining
relevant results that show promise for continuation of this research for biomedical
purposes.

On the other hand, the decoration of IC crystals with nanostructures prepared
by chemical synthesis, allowed to corroborate and to reveal structural details of these
interfaces. Specifically, gold NPs and gold nanorods (NRs) were chemisorbed on the
CD IC crystal surface, without aggregation, opening interesting perspectives for

functionalization surfaces of supramolecular structures.

Another confribution in this research was the decoration of supramolecular
structures formed by B-amyloid peptide. The B-amyloid peptide is capable of forming
amyloid fibers by molecular recognition and self-assembly, generating 1D structures.
Decoration was performed with gold NPs functionalized with CLPFFD peptide,
which selectively recognizes amyloid peptide, obtaining bio-inorganic materials,
which have potential applications in electronic devices like circuit components or

batteries.




CAPITULO 1

Introduccion




1.1. Prdélogo

El estudio de materiales desde su unidad més bésica a escala molecular y
nanométrica nos permite indagar en la formacién de nuevos sistemas, teniendo un
control de sus propiedades, por lo que se ha convertido en un 4rea de investigacion
interdisciplinaria con un creciente desarrollo hoy en dia. En este 4mbito, el reciente
campo de la Nanociencia, que involucra las investigaciones cientificas a cerca de
materiales que se encuentran en la escala de tamafio entre 1 y 100 nm, es una ciencia con

una estrecha relacion con la Quimica Supramolecular.

La Quimica Supramolecular, denominada por el cientifico Jean Marie Lehn
(Premio Nobel 1987) como “La quimica que va mds allé de la molécula”, aborda el
estudio de entidades supramoleculares donde, la clave para su formacion y estabilizacitn
son las interacciones intermoleculares capaces de generar en conjunto, mayores fuerzas
que permiten la creacién de estos sistemas sin que exista la formacion de enlaces de tipo
covalente. A partir de esta quimica, basada en conceptos como la auto-organizacién y el
reconocimiento molecular, han surgido estrategias escalares (“de abajo hacia arriba™)
para la formacién de nanomateriales o de materiales hibridos organico-inorgénicos. De
esta manera, la Quimica Supramolecular se ha convertido en un pilar fundamental para
el desarrollo de la Nanociencia en general, permitiendo la formacién de conglomerados

a nivel nanométrico realizando grandes avances hacia la miniaturizacién.




La asociacién de entidades moleculares mediante interacciones no covalentes
podrd permitir la manufactura de dispositivos capaces de albergar la informacién

necesaria para desarrollar aplicaciones nanotecnolégicas.

La presente tesis pretende ser un aporte a la Quimica Supramolecular y la
Nanoquimica, a través de la preparacién y estudio de sistemas supramoleculares que
ofrecen superficies funcionalizadas aptas para la interaccién con nanoparticulas
metélicas, creando materiales hibridos que abren nuevas expectativas de desarrolio

nanotecnoldgico.

1.2. Fundamentos tedricos

1.2.1. Sistemas supramoleculares

La Quimica Supramolecular, definida como “la quimica de los enlaces
intermoleculares, que estudia las estructuras y funciones de entidades formadas por dos
0 mas especies quimicas”, es un campo interdisciplinario que abarca el estudio quimico,
fisico y biolégico de las especies quimicas que se mantienen unidas y organizadas a
través de interacciones intermoleculares (no-covalentes), como fuerzas de van der

Waals, puentes de hidrégeno, entre otras [1].




La unién de estas especies mediante interacciones intermoleculares da lugar a la
formacién de sistemas supramoleculares, gracias al proceso de reconocimiento

molecular entre las entidades quimicas a través de interacciones dindmicas y reversibles.

Para que el reconocimiento sea eficiente entre las especies, es necesario que
entre receptor y sustrato exista una gran area de contacto. Esto ocurre cuando el receptor
es capaz de envolver completamente al huésped estableciendo numerosas interacciones

de uniones no covalentes, detectando su forma, tamafio y arquitectura molecular [1].

Los receptores pueden ser moléculas que posean cavidades intra-moleculares en
la que el sustrato puede acomodarse favorablemente gracias a factores estéricos,

entrépicos y de afinidad quimica, a estos receptores se les denomina endo-receptores.

La interaccién entre sustrato y receptor también puede ocurrir de manera frontal
o externa. Tal es el caso de la molécula de ADN donde ambas hebras de ADN se unen
fuertemente gracias a la sumatoria de interacciones por puentes de hidrogeno. A este

tipo de receptores se les denomina exo-receptores.

Funciones mds complejas pueden resultar de la interaccién espontdnea o auto-
ensamblaje de varias subunidades, surgiendo el reconocimiento molecular que se apoya
sobre la informacién molecular almacenada en cada especie que interacttia. Ejemplo de
estructuras complejas formadas por el autoensabiaje son las capas, membranas, vesiculas
y cristales liquidos; supramoléculas funcionales que pueden conducir al desarrollo de

dispositivos moleculares [2].




1.2.2. Ciclodextrinas y sus compuestos de inclusién

Las CD corresponden a moléculas endo-receptoras (Ilamadas también matrices) y
se han convertido en objeto de gran interés debido a su alta estabilidad quimica y las
innumerables posibilidades de formacién de estructuras supramoleculares matriz-
huésped, debido a que ofrecen una cavidad con un ambiente hidrofébico apropiado para
la inclusién de moléculas con una baja solubilidad en solventes acuosos. Las CD no
modificadas mds utilizadas corresponden a la a-CD, B-CD y y-CD, las cuales poseen 6,

7'y 8 unidades de glucopiranosa unidas por enlaces a-1,4 (ver Figura 1.1).

Fueron obtenidas por primera vez por Villiers en 1891, a partir de la digestion de
almidén con la bacteria Bacillus amylobacter (que probablemente no era un cultivo puro
y también contenia esporas de Bacillus macerans resistentes al calor). A su producto lo
Nlamé "celulosina", porque se parecia a la celulosa con respecto a su resistencia frente a
la hidrolisis 4cida y porque no mostré propiedades reductoras. Posteriormente,
Schardinger estudi6 varias cepas de bacterias resistentes al calor y que se crefa eran
responsables de algunos casos de intoxicacién por alimentos. Publicé un informe en el
que identificd a la bacteria Bacillus macerans como la responsable de la degracion del
almidén y la formacién de pequefias cantidades de dos productos cristalinos diferentes,
los cuales identificé como a-CD y B-CD, luego de un estudio desarrollado al formar
compuestos de inclusién (CI) de estas estructuras cristalinas con yodo. Por este motivo

estas dextrinas son identificadas como “dextrinas de Schardinger” [3].




En 1936, Freudenberg y col. llegaron a la conclusién de que las dextrinas de
Schardinger cristalinas se construyen a partir de unidades de maltosa unidas solamente
por enlaces glucosidicos a-1.4, presentando una estructura ciclica. Ya entre los afios

1948 y 1950, la y-CD habia sido descubierta y su estructura dilucidada.

Actualmente las CD son obtenidas industrialmente mediante la degradacion de .
almidén por accion de la enzima ciclodextrin glucosil transferasa (CGT) elaborada por
bacterias como Bacillus macerans, Klebsiella oxytoca, Bacillus circulans, o
Alkalophylic  bacillus modificadas genéticamente, de tal forma que se obtiene
selectivamente solo una de las ciclodextrinas, abaratando el costo y aumentando la

pureza en la produccion [3].
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Figura 1.1. Arriba: Estructura de las moléculas a-CD, p-CD y y-CD (vista desde arriba). Abajo:
disposicion de los atomos de una de las unidades de glucopiranosa en la estructura de la CD (izquierda) y
esquema de la forma de “balde” que posee la a-CD, con sus respectivas dimensiones (derecha). Los

didmetros de las CD dependen del nimero de unidades de glucopiranosa de la molécula.




Debido a la disposicion geométrica que adoptan las unidades de glucopiranosa en
la estructura macromolecular, los grupos hidroxilos pertenecientes a los carbonos C(2) y
C(3) se localizan en la apertura més amplia del cono y reciben el nombre de hidroxilos
secundarios. En la apertura menor del cono se ubican los lamados grupos hidroxilos
primarios pertenecientes a los carbonos C(6) de cada unidad de glucopiranosa que
conforman la molécula de CD (ver Figura 1.1). Esta disposicion otorga a las CD una alta
solubilidad en agua, aunque no todas las CD presentan igual grado de solvatacién. Las o
¥ 7-CD presentan una solubilidad de 0,1211 y 0,168 mol/L, respectivamente, en cambio,
B-CD presenta una solubilidad 10 veces menor (0,0163 mol/L). Coleman y col., han
atribuido esta baja solubilidad a la formacién de agregados de B-CD en agua en la cual,
por el hecho de contener 7 unidades de glucosa en su estructura, la formacién de puentes
de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de la CD y el agua se ve desfavorecida
energéticamente por una perturbacién en la estructura del agua, fenémeno que no se
presenta en las estructuras de o y B-CD por contener 6 v 8 unidades de glucosa
respectivamente [4]. Esta explicacién no puede dar cuenta de la mayor solubilidad que
presenta la -CD, que contiene 9 unidades de glucosa. Szejtli, propone que los enlaces
de hidrégeno intramoleculares entre los hidroxilos secundarios del balde de B-CD son
responsables de su baja solubilidad, otorgandole mayor rigidez a la estructura [3]. La
alquilacién de los hidroxilos de la B-CD conduce a un aumento de la solubilidad, y este
fenémeno se ha convertido en una de las motivaciones para la realizacién de las CD

modificadas [5].




El interior de la cavidad de las CD presenta un caracter hidrofébico debido a la
orientacion interna de dtomos de hidrégeno y dtomos de oxigeno de los enlaces
glucosidicos que presentan sus pares de electrones no enlazantes orientados hacia el

interior, otorgando una alta densidad electrénica a la cavidad [3].

De las propiedades antes mencionadas surge el gran interés por la formacién de
complejos/compuestos de inclusién (CI) de CD, ya que han sido ampliamente utilizados
en la ciencia como modelos para la comprensién del reconocimiento molecular [6], en
catalisis, en la industria de alimentos [7], en aplicaciones farmacéuticas 8] vy como

precursores en el disefio de nuevos nanomateriales [9].

Las CD forman CI en solucién y en estado sélido. En solucién acuosa, la cavidad
ligeramente apolar de las CD estd ocupada por molécuias de agua, instancia que estd
energéticamente desfavorecida (interaccion polar-apolar) por lo tanto, estas moléculas
pueden ser facilmente sustituidas por moléculas huésped con un mayor cardcter
hidrofébico. Las moléculas huésped pueden ser encapsuladas en las cavidades a través
de interacciones no covalentes entrépicamente favorecidas, donde las fuerzas de van der
Waals y puentes de hidrogeno son mayoritariamente las fuerzas que conducen a la

formacién de los CI [7].

Los CI de a-CD formados, pueden ser aislados como sustancias cristalinas
estables cristalizando en tres tipos de empaquetamiento, los cuales son representados
sencillamente en la Figura 1.2. En el empaquetamiento “tipo caja” se presenta

generalmente cuando el huésped es bastante pequefio como para ser completamente




encapsulado, cristalizando de manera tal que ambos extremos de la cavidad de a-CD

estan bloqueados por las moléculas adyacentes.
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Figura 1.2. Estructuras cristalinas posibles para los CI de a-CD: tipo caja (A), tipo capa (B) y

tipo canal (C).

Cuando los CI cristalizan en una estructura “tipo capa” las capas adyacentes se
desplazan una molécula por medio. Como resultado, ambos extremos de la cavidad estén
abiertos al espacio intermolecular de la capa adyacente. Este empaquetamiento se
produce cuando la molécula huésped es demasiado grande para ser totalmente incluida

en una sola cavidad, pero cabe en este espacio ampliado.

En la estructura “tipo canal” las moléculas de a-CD se apilan para formar
columnas infinitas en las que las moléculas huésped se organizan linealmente [6]. En la
estructura “tipo canal” existen tres disposiciones posibles para las matrices de a-CD

llamados “‘cabeza-cabeza”, “cola-cola” y “cabeza-cola” [10] (ver Figura 1.3), donde la




orientacion cabeza-cabeza es la mds estable y favorable ya que presenta valores
absolutos con signo negativo de energia libre de Gibbs segiin calculos tedricos

realizados para diversos CI formados por dimeros de a-CD [10, 11].

cabeza-cabeza cola-cola cabeza-cola

Figura 1.3.Representacion de las tres orientaciones posibles para el dimero de a-CD en una estructura tipo

canal, denominadas; cabeza-cabeza, cola-cola y cabeza-cola, respectivamente.

Comunmente, los CI de a-CD con un ordenamiento tipo canal, poseen moléculas

huéspedes idnicos [6], poliméricos [12] o alquilicos [13-15].

1.2.3. Nanoparticulas

La investigacién en nanomateriales es actualmente un drea de gran interés
cientifico, debido a las extraordinarias propiedades que presentan los nanomateriales.
Los nanomateriales pueden ser clasificados en materiales nanoestructurados, que

comunmente se encuentran formados por tamafios de grano a nivel nanométrico o
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poseen al menos una de sus dimensiones en este rango de tamafio, y en materiales
nanoparticulados que corresponden usualmente a dispersiones de nanoparticulas (NPs)
[16].

Las NPs corresponden a agregados de atomos (10° o mMenos) que poseen un
tamafio entre 1 y 100 nm y que deben sus propiedades a que su tamafio posee
dimensiones menores que las longitudes criticas que caracterizan a muchos fendmenos
fisicos [17].

Por lo tanto, las NPs presentan propiedades diferentes de los atomos y de los
materiales macroscépicos con la misma composicién quimica. Propiedades electrénicas,
magnéticas y &pticas pueden cambiar dristicamente debido a su pequefio tamafio y a su
extremadamente grande relacién superficie/volumen [18], proporcionando la interesante
posibilidad de estudiar un estado de la materia intermedio entre el material
macroscopico y los atomos o moléculas aisladas, asi también como el confinamiento
espacial del comportamiento de los electrones y fendmenos de superficie [19].

Interesantes fenémenos fisicos pueden mostrar los metales cuando se llevan a
escalas nanométricas. En un metal los electrones se encuentran altamente deslocalizados
debido a la nula separacién entre la banda de valencia y la banda de conduccién, dando
al metal sus propiedades conductoras. Cuando el tamafio del metal disminuye, la
densidad de estados de la banda de valencia disminuye considerablemente confinando el
movimiento electrénico a un conjunto de niveles de energia discretos, a este fenémeno
se le conoce como confinamiento cudntico. La separaci6n entre los niveles de energia
discretos se vuelven comparables o mayores que la energia térmica kgT, y el gap se
ensancha [17, 20, 21]. En la Figura 1.4., se muestra una ilustracién de la variacién en la
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estructura electronica durante la transicion desde un material metélico voluminoso hasta
un cimulo pequefio de tres dtomos. En esta transicion de metal conductor a

semiconductor nuevas propiedades electronicas y Opticas se ‘presentan debido a la

disminucién del tamafio del metal.

| Banda de conduccién —= — e
| == = o
ol Niveles
B discretos
= ST, —
s | | e ———— =
‘ Banda de valencia
L
Cumulo metalico Cumulo metélico
Metal voluminoso grande pequefio
A B C

Figura 1.4. Esquema de la variacion en los niveles de energia conforme disminuye el tamafio: bandas de
energia en un metal voluminoso (A), en un cimulo metélico grande de 100 atomos, mostrando en
ensanchamiento del gap (B) y en un ciimulo pequefio compuesto por tres atomos (C). (Adaptado de la

referencia [17])

Las propiedades 6pticas de las NPs se encuentran estrechamente relacionadas con
los cambios inducidos por el tamaifio en la estructura electronica.

Las dispersiones de NPs metélicas presentan bandas de absorcion o amplias
regiones de absorcion en el rango UV-visible. Este fenémeno es debido a la excitacion
de resonancias de plasmon superficial (RPS) o transiciones inter-bandas, por lo tanto son

una propiedad muy caracteristica de la naturaleza metélica de las particulas.
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La RPS se presenta en particulas mucho mds pequefias que la longitud de onda de
la luz. El campo electromagnético de la radiacién incidente provoca una oscilacion
coherente de los electrones libres de conduccién a través de la particula debido a la
polarizacién de su superficie.

Este fenémeno es responsable de que algunas dispersiones coloidales presenten
bandas de absorcién en la region visible, y como consecuencia, éstas exhiben colores
llamativos, tal como los coloides de NPs de oro (NPsAu) o plata (NPsAg) usados desde
la antigitedad para colorear vitrales y porcelanas. Conocida es la Copa de Lycurgo,
creada para el rey Lycurgo en el siglo IV a.C. y que hoy se encuentra en el Museo
Britanico de Londres. Esta copa de vidrio fue decorada mayoritariamente con NPsAu de
50 — 60 nm de diametro, produciendo un efecto fascinante. Durante el dia (luz reflejada)
en la copa aparece un color verdoso, pero si se ilumina desde el interior (luz transmitida)
aparece un color rojo ruby [22]. Asimismo, la fotografia ha dependido del uso de
coloides de NPsAg sensibles a la luz, por lo tanto, el uso de los materiales

nanoestructurados no es tan reciente como se cree.

En 1857 Michael Faraday ya habia atribuido la coloracién del rojo ruby a la
presencia de oro finamente dividido: “I think that in all these cases the ruby tintis due
simply to the presence of diffused finely-divided gold” [23], pero este fendmeno no fue
claramente establecido hasta que en 1908 Gustav Mie, un fisico alemén, publicé su
articulo  “Beitrdgezur  Optikiriiber Medien, speziellkolloidaler Metallosungen”
(“Contribuciones a la éptica de coloides, particularmente de soluciones coloidales

metélicas”) donde describe la interaccién de una onda electromagnética con pequefias
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particulas metdlicas esféricas, mediante la resolucién analitica de las ecuaciones de

Maxwell [24].

En la resolucion, se asume que las particulas y el medio circundante son
homogéneos, por lo tanto pueden ser descritos por sus constantes dieléctricas a
macroescala.

La resolucién de las ecuaciones de Maxwell permite relacionar la extincion de la
seccion transversal ( Gpyy = Oyps + 0445 = absorcion + dispersion de la seccion
transversal) de las NPs metalicas como la sumatoria de las oscilaciones multipolares, las
cuales resultan fuertemente dependientes del tamafio (para didmetros > 20 nm). Por
ejemplo, Jain y col. han estudiado la dependencia del maximo de extincién para
dispersiones coloidales de NPsAu con didmetros que van desde 20 a 80 nm, observando
un desplazamiento de la absorcién a mayores valores de longitud de onda a medida que
se incrementa el didmetro de las particulas [25].

Para particulas pequeiias (entre 3 y 20 nm de didmetro) que poseen un didgmetro
mucho menor que la longitud de onda de la radiacién incidente (2R << 1, donde R es
el radio de la particula), la resolucién puede simplificarse descartando términos de
oscilaciones cuadripolares y de orden superior, de manera que la extincién de la seccién
transversal de una particula esférica estd dada solamente por el término dipolar. Para N
particulas de volumen V, la aproximacién de la expresion para la extincién de la seccién

transversal de una particula esférica estd dada por [26, 27]:
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Donde X es Ia longitud de onda, £(w) = & (w) + ig;(w), es la funcién dieléctrica

compleja yg,, es la constante dieléctrica del medio.

Como se indica en la ecuacién (1), el méximo de RPS aparece cuando &; (w) =~
—2¢m, si £;es pequeria o si es débilmente dependiente de la frecuencia de Ia radiacién
incidente (). La longitud de onda de la RPS est4 dada por el valor de &, y, el ancho y
alto de la resonancia se encuentra determinado por el valor de &,. Si &, es una funcién
lineal de la frecuencia, la banda de absorcidon tendrd una forma Lorentziana con un

ancho de banda y el reciproco del alto del maximo de absorcién, proporcional a &,.

La ecuacién (1) no muestra una dependencia con el tamafio de la particula. Sin
embargo, se ha apreciado que la funcién dieléctrica macroscépica por si misma se
vuelve dependiente del tamafio [26]. Cuando se tienen tamafios de particula pequefios
(didmetros < 10 nm) algunos coloides metdlicos muestran una dependencia del tamafio
debido a la restriccién en el camino libre medio de los electrones (distancia que viaja el
electrén entre colisiones con los centros de la red) de conduccién del metal, cuando el
didmetro de la particula se acerca o se vuelve menor que el camino libre medio [28].
Este efecto se presenta notoriamente en metales que poseen un largo camino libre medio

como el oro y la plata.
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Mucho miés drastico que el efecto del tamafio de la particula sobre la absorcién
dptica (por ejemplo, en NPsAu) es el efecto de la forma de las particulas [29, 30]. En
1912 Gans extendié la aproximacién dipolar de la ecuacién de Mie para pequefias
particulas esféricas al caso de NPs en forma de barras (nanobarras, NBs) o elipsoides.
Para NBs metélicas, ¢l espectro de extincién se divide en dos méaximos que
corresponden a la oscilacidon coherente de electrones en la secci6n transversal y
longitudinal de las NBs. Para un conjunto de NBs orientadas al azar, el espectro de

extincién puede ser estimado a partir de la siguiente ecuacién:

32
2aNVE,, %

Oext = 32 %) ( )]

Donde, F; son los factores de despolarizacion para los tres ejes A, B y C de la NB

con A > B = C, por lo tanto,

P =2 () 1) ®

Py =P =4, )
Y

e=1-() = 1% ®)

P4, Pg, and P¢ son los factores de forma en funcién de e, el cual corresponde a la

funcidn inversa de la relacién de aspecto (largo/ancho).
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En el espectro de extincion de NBsAu la posicion del maximo de RPS de la
seccion transversal, coincide con la ubicacién del maximo de absorcién para una
particula esférica, mientras que la resonancia de la seccién longitudinal es desplazada
hacia mayores valores de longitud de onda, siendo extremadamente sensible a la relacién

de aspecto que presenta la dispersién de NBsAu, [29, 31].

1.2.4. Sintesis de nanoparticulas metdlicas

Existen dos alcances para la manufactura de NPs metélicas, los llamados
métodos de “abajo hacia arriba” y de “arriba hacia abajo”. En el enfoque de “abajo hacia
arriba” la formacién ocurre de manera ascendente, reuniendo las entidades atémicas y
moleculares para generar las nanoestructuras. En el método de “arriba hacia abajo” los
dtomos son desprendidos del material a granel, hasta obtener s6lo las nanoestructuras

deseadas [32, 33].

Dentro del enfoque de “abajo hacia arriba” se encuentran técmicas como la
reduccion de sales metdlicas [34], la descomposicién térmica de complejos
organometédlicos [35], la descomposicién sonoquimica [36], el desplazamiento de
ligandos [37], entre otras. Estos métodos quimicos, usualmente emplean agentes para
detener el crecimiento de las particulas, estabilizarlas y prevenir su agregacién. La
eleccién de Ja técnica de reduccién, la sal precursora, el agente estabilizante y la
temperatura son determinantes para el tamafio y forma de las particulas generadas. A

partir del control de estos pardmetros se ha reportado la preparacién de nanomateriales
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en forma de esferas [34, 38], barras [39, 40], prismas [41, 42], cubos [43], discos [44],

etc.,

La gran mayoria de los métodos fisicos se encuentran en el alcance de “arriba
hacia abajo”, ya que se basan en la subdivisién mecénica de agregados metélicos,
produciendo dispersiones de NPs de diferentes tamafios. Dentro de este alcance se
encuentra el método fisico de nanolitografia, el cual consiste en la utilizacién de una
capa sensible a Ia radiacion (polimeros) para formar patrones bien definidos sobre una
superficie. Lu y col., han obtenido nanoalambres de oro bajo esta técnica, con una

orientacion cristalina y conductividad de manera homogénea en toda la muestra [45].

Otro método fisico es la ablacion por liser [46], método basado en la
vaporizacién y luego condensacion de las particulas generadas en un solvente a partir de

la aplicacion de un pulso laser direccionado hacia el blanco metélico.

Dentro de esta categoria también se ubica la técnica de pulverizacion catddica en
vacio (PCV), llamada cominmente “sputtering”. Esta técnica de depdsito fisico en
vapor (DFV) puede ser descrita brevemente como la pulverizacién de un blanco
metdlico de alta pureza por la accién de iones de Ar, seguida por el depdsito de los
dtomos pulverizados sobre la superficie de un material soporte para crear una dispersién
uniforme de NPs [47]. Un esquema sencillo del equipo se puede apreciar en la Figura

L.5.
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Figura 1.5. Esquema sencillo del equipo de pulverizacion catédica.

La PCV consiste principalmente, en un proceso de bombardeo i6nico que
produce el depésito en fase vapor del material bombardeado sobre un sustrato, dentro de
una camara de vacio. Para evitar que el gas residual provoque una contaminacién en el
material depositado, es necesario conseguir un alto vacio (P < 10 mbar). La presion de
trabajo se consigue mediante la introduccién de un gas o una mezcla de gases en el
sistema. Este proceso es denominado “sputtering reactivo”, cuando se tiene la presencia
de oxigeno gaseoso, ya que permite la oxidacion del material que es depositado, o

“sputtering no reactivo”, cuando el gas de proceso no reacciona quimicamente con el
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material depositado [48]. Generalmente se utiliza gas Ar por ser de menor costo
comercial y producir altos rendimientos del material depositado. Habitualmente, se
utilizan presiones de Ar alrededor de 10 mbar, pero la presion Optima del proceso se
debe evaluar considerando un compromiso entre el recorrido libre de las particulas del

plasma y la presion necesaria para que se produzca la descarga [49].

En el proceso de PCV (en este caso “sputtering no reactivo”), la diferencia de
potencial existente entre el catodo y el dnodo provoca la ionizacién del gas inerte Ar,
generando el plasma. Los iones formados impactan en el blanco (que se encuentra en la
ubicacién del cétodo) con la energia suficiente para arrancar dtomos de la superficie
mediante un proceso de transferencia de momentum. Cuando los iones golpean la
superficie del material metalico, parte de su energfa se transfiere a los atomos del blanco
produciendo una colisidn en cascada. Las multiples colisiones hacen posible que algunos
dtomos del material adquieran la suficiente energia para abandonar la superficie,
alcanzar el sustrato y adherirse a él. La mayor parte de Ia energia proporcionada por los
iones incidentes se transforma en calor, siendo éste disipado mediante un circuito de

refrigeracién que evita el sobrecalentamiento del catodo.

Ademds de la pulverizacion del material cuando es impactando por los iones,
también se producen emisiones de electrones secundarios, los que se recombinan con los
jones y provocan una intensa emisién de luz en la superficie del catodo. Este efecto es

aprovechado para aumentar la eficiencia del proceso, mediante la utilizacién de imanes
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que confinan el movimiento de estos electrones secundarios y atraen a los iones Ar. Esta

variacion de la técnica recibe la denominacion de “Magnetron Sputtering " [49].

En la PCV asistida por imanes o “Magnetron Sputtering”, el proceso se vuelve
mas eficiente al aplicar campos magnéticos perpendiculares al campo eléctrico que
genera la descarga. El campo magnético es creado por unos imanes situados en linea en el

cuerpo del catodo, tal como se muestra en la Figura 1.6.

Figura 1.6. Esquema del funcionamiento del proceso de PCV asistido por campo magnético.

De esta manera, los electrones secundarios y los 4tomos de Ar ionizados quedan
confinados en una regién cercana a la superficie del cdtodo y son forzados a recorrer
trayectorias helicoidales y paralelas a la superficie del c4todo, consiguiendo ionizar una

mayor proporcion de dtomos del gas en el proceso aumentando la eficiencia.

La aplicacion de este campo magnético transversal también permite que los
electrones secundarios generados en el blanco no impacten el sustrato, ya que quedan

confinados en la cercania del blanco. De esta manera se evita un posible dafio por
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radiacion y el aumento de la temperatura en el sustrato. Esto permite realizar depésitos

sobre sustratos que no resisten altas temperaturas, como por ejemplo, cristales orgénicos.

Esta técnica posee varias ventajas en comparacion con otros métodos existentes,
ya que no existen contaminaciones por solventes o moléculas precursoras [50]. Ademas,

el proceso es amigable con el medio ambiente [51].

1.2.5. Nanoparticulas metalicas y ciclodextrinas

Las CD nativas y modificadas han sido ampliamente utilizadas en Nanociencia.
Se ha reportado la preparacion de NPsAu mediante la estabilizacién con B-CD no
modificadas, permitiendo el control de su tamafio, dispersién [52] y forma, a través de
autoensamblajes supramoleculares [53]. Las CD también han sido dtiles en la
preparacidn y estabilizacion de NPs de 6xidos de Ni, Co y Fe [54] y NPs de TiO; [55].
Por otro lado, debido a su mayor solubilidad en solventes polares, las CD también han
sido empleadas como agentes de transferencia de fase para NPs entre liquidos con

diferentes polaridades [56-58].

La estabilizacion de NPs con CD, incluso ha potenciado las propiedades
intrinsecas que poseen las NPs. Por ejemplo, Jaiswal y col., informaron el aumento de
las propiedades antibacterianas de NPsAg al ser funcionalizadas con B-CD, ya que las
CD permiten una mayor penetracion de las particulas a través de la membrana celular

[59].
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Gracias a la versatilidad de autoensambles que ofrecen las matrices de CD,
también se ha comunicado la construccién gradual de multicapas orgdnicas/inorganicas
autoensambladas, en base a las interacciones supramoleculares entre dendrimeros
funcionalizados con moléculas adamantanos y NPsAu funcionalizadas con p-CD [60],

abriendo interesantes expectativas en la construccion de nanodispositivos.

Recientemente, mediante la técnica de PCV, NPs metalicas han sido sintetizadas
sobre la superficie funcionalizada de CI de a-CD, donde los CI formados por huéspedes
alquilicos exponen hacia el exterior sus grupos funcionales —SH, [51] -NH; [61] o —
COOH [62] permitiendo Ia formacion y fijacién in situ de las NPs sobre la superficie
correspondiente al plano especifico preferencial que presentan este tipo de compuestos.
Aqui, dos interesantes dreas de la quimica convergen: el fendmeno de reconocimiento

molecular aplicado a los CI de CD y el ensamblaje de NPs metélicas [61].

1.3. Hipétesis y Objetivos

En base a los antecedentes mencionados se plantearon las siguientes hipétesis y

objetivos:

1.3.1. Hipotesis:

* Mediante Ia técnica de pulverizacion catddica en vacio se obtendrian

nanoparticulas magnéticas de niquel y cobalto de tamafio controlado en funcidn
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del tiempo de pulverizacién sobre compuestos de inclusién de a-ciclodextrina
con huéspedes alquilicos los cuales poseen un grupo funcional que seria apto

para que ocurra la formacion de las nanoparticulas metélicas.

» Las nanoesferas funcionalizadas con biomoléculas podrian formar conjugados

estables y sin efectos sobre la viabilidad celular.

* La decoracién de cristales de CI con nanoestructuras preparadas por sintesis
quimica, permitirian corroborar y revelar detalles estructurales de interfase de

estos sistemas supramolecuiares.

+ La nanodecoracién de estructuras supramoleculares seria una ruta para la
obtencion de nanoestructuras con la eliminacién del sustrato orgéanico por

tratamiento térmico de los materiales hibridos orgénico-inorgéanico.

1.3.2. Objetivo general

Obtener y caracterizar materiales como nanoesferas y nanobarras metélicas

utilizandolas en la decoracion de estructuras supramoleculares.
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1.3.3.

Objetivos especificos

Obtener compuestos de inclusién de a-ciclodextrina, con moléculas huéspedes
adecuadas, y utilizarlos como soporte para la sintesis de las nanoparticulas de

niquel y cobalto.

Sintetizar y caracterizar nanoesferas metélicas obtenidas mediante la técnica de

pulverizacion catédica en vacio teniendo un control adecuado del tamario.
Evaluar los efectos sobre la viabilidad celular de los nanomateriales obtenidos.

Preparar y caracterizar compuestos supramoleculares decorados con

nanoestructuras metalicas.

Emplear estructuras supramoleculares como templados para la obtencién de

nanoestructuras metalicas.
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CAPITULO 2

Materiales y Métodos
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2.1. Materiales

2.1.1  Reactivos y solventes

En la preparacién de los CI, se utilizaron los siguientes reactivos de grado
analitico: a-CD, OT, DT, DDT, OA, DA y DDA los cuales fueron proporcionados por la
empresa Sigma-Aldrich. Como solventes fueron empleados: acetona, metano! y agua

para cromatografia LiChrosolv®, todos de grado analitico, marca Merck.

Posteriormente, estos CI fueron utilizados como soportes en la fabricacién de
NPsNi y NPsCo mediante el método de depdsito fisico en vapor (DFV). Para este
proposito se utilizaron ldminas metdlicas de Ni y Co de alta pureza (99,9%) como

material precursor del metal,

En las sintesis por métodos quimicos de nanomateriales, todo el material de
vidrio utilizado fue lavado previamente con agua regia (HCI:HNO3; 3:1) para retirar

restos de metales que pudieran contaminar las preparaciones.

Especificamente, en la sintesis de NPsAu se empleé: dcido tetraclorodurico
(HAuCl,, 99,0% Sigma-Aldrich) y citrato de sodio dihidratado (Na3CgHs07:2H,0,
99,5% Fluka). Agua mili-Q, obtenida en un sistema Millipore con una conductividad de
18,2 MQ, fue utilizada como solvente principal en éste y el resto de los métodos de

sintesis de nanoparticulas realizados.
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En un segundo método de sintesis de NPsAu se utilizé: HAuCly x H>0 (99,9%
Aldrich), bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB, 99,0%, Sigma), borohidruro de sodio

(NaBH,4, Merck) y 4cido ascorbico (CsHsOs, 99% Sigma).

Para la preparacién de NBsAu se utilizaron los siguientes reactivos: HAuCl; x
Hz0 (99,9% Aldrich), CTAB (99%, Sigma), NaBH; (Merck), nitrato de plata (AgNOs;,
99.99%, Aldrich), dcido ascérbico (CsHgOs, 99,0% Sigma) y 4cido clorhidrico EHCI

fumante 37%, Merck).

Para la evaluacién toxicolégica de sistemas nanosupramoleculares se empled un
cultivo celular de células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) ¥ en su mantenimiento
y preparacion se utilizé: Medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, marca Sigma), suero fetal bovino (SFB, marca GIBCO Invitrogen), tripsina
(GIBCO Invitrogen), tampon fosfato salino en tabletas (PBS, Sigma), azul de tripdn
(C34I2gNs 01484, Merck). Ademds, se utilizaron los kit de andlisis colorimétrico de MTT

y MTS y dodecilsulfato de sodio (SDS, NaC;2H»5S04, 98,5% Sigma).

Por otro lado, en la formacién de estructuras supramoleculares amiloides se
empled principalmente el péptido beta amiloide de 42 aminodcidos (AB142, 97%, 1-
Peptide) y segiin el protocolo utilizado fueron empleados los siguientes reactivos:
1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP, (CF3);CHOH, 99% Sigma-Aldrich), acido
trifluoroacético (TFA, 99%, Aldrich), tris(hidroximetil)aminometano (TRIS,
(HOCH_);CNH,,99,0% Sigina), cloruro de sodio (NaCl, 99,0% Merck) y lentejas de

hidréxido de sodio (NaOH, 99,0% Merck).

28




. 2.2. Metodologia

2.2.1. Sintesis y caracterizacion de compuestos de inclusion de a-ciclodextrina

2.2.1.1. Preparacion de compuestos de inclusion de a-ciclodextrina

Cada CI fue obtenido agregando gota a gota los reactivos utilizados como
moléculas huésped (0,766 mmol de OT, DT, DDT, OA y DA) a una solucién saturada
de a-CD (0,514 mmol) en agua a temperatura ambiente en una relacién molar de 3:1,
respectivamente. El CI de a-CD/DDA fue preparado disolviendo 0,766 mmol de DDA
en aproximadamente 2 mL de metanol para luego ser agregado de la misma forma
anteriormente descrita, sobre la solucién saturada de o-CD, debido a que el reactivo

DDA se presenta en estado s6lido a temperatura ambiente.

La inmediata precipitacién de un sélido cristalino de color blanco indicé la
formacion de cada CI. Después de 72 horas, los microcristales fueron filtrados, lavados

con acetona, agua y secados al vacio.

2.2.1.2. Caracterizacion de los compuestos de inclusién mediante difraccion de

rayoes X de polvo

Se realizd el anilisis de muestras policristalinas de todos los compuestos por
Difraccion de Rayos X de polvo (DRXP) en un rango de 2° < 26 < 30°, utilizando un
difractémetro marca Siemens D-5000 con una radiacién Cu-Ka (40 kV, 30 mA) y un
monocromador de grafito (A= 1.5418 A).
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Para la indexacién de las reflexiones obtenidas en cada difractograma se utilizd
el programa PowderX creado por Chen Dong del Instituto de Fisica de la Academia de

Ciencias de China en 1999.

2.2.1.3. Caracterizacion de los compuestos de inclusion mediante resonancia

magnética nuclear de protones

La caracterizacion de los CI en solucién mediante Resonancia Magnética
Nuclear de protones (RMN-'H) se 1levé a cabo en un equipo Bruker Advance 400 Mhz a

30°C, utilizando TMS como referencia interna y DMSO-dg como solvente.

2.2.2. Obtencion y caracterizacion de sistemas nanosupramoleculares Jormados por

nanoparticulas de niquel y cobalto con los compuestos de inclusién de a-ciclodextrina

2.2.2.1. Preparacion de NPsNi y NPsCo sobre los compuestos de inclusion de a-

iclodextrina

Mediante PCV en un equipo Magnetron Sputter Coater PELCO SC-6 de
corriente directa (DC) con una descarga de 220V, fue llevada a cabo la preparacion de
nanoparticulas de niquel y cobalto, para lo cual, se espolvore6 entre 1y 2 mg de cada CI
formando una fina capa sobre una superficie de vidrio (portamuestras para microscopia
optica) la que se dispuso dentro de la cdmara del equipo de PCV (ver Figura 2.1), En
este proceso de depdsito del metal, se utilizaron como fuente, l4minas metdlicas de

niquel y cobalto de un 99,9% de pureza. Las nanoparticulas fueron preparadas sobre los
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CI en una atmosfera inerte con una presion de argon de 0,1 mbar y realizando un vacio

previo de 0,05 mbar de presion.

Se evaluaron diferentes magnitudes de corriente y tiempos de exposicion del
sustrato al depoésito del metal, de manera de encontrar las condiciones Optimas para la
formacion de nanoparticulas sobre la superficie de los CI, considerando la dureza y
naturaleza oxidable de los metales Ni y Co. Los tiempos de exposicion para el depdsito
del metal variaron entre 50 y 120 segundos, homogenizando la muestra del polvo
cristalino dentro de la camara del equipo en etapas de 10 segundos para hacer mas
eficiente el depdsito en el plano preferencial cristalino. Las corrientes utilizadas fueron

de 20 mA y 25 mA que equivalen a 4,4 W y 5.5 W de potencia, respectivamente.

-U (Potencial)
»

.

l. p‘ Cétodo
. {Lamina metalica)

Plasma ——— 88—

- Nanoparticulas
wew, ¥ depositadas
¥,

" sabre la
superficie
cristaling

Entrada de (Ar)

Figura 2.1.Esquema representativo del proceso de formacion de nanoparticulas mediante pulverizacion

catodica sobre los cristales de CI de a-CD.
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2.2.2.2, Caracterizacién de NPsNi y NPsCo mediante espectroscopia UV-Vis

Las NPsNi y NPsCo sobre cada CI, fueron caracterizadas por Espectroscopia
UV-Vis en estado sélido en un rango de 200 a 600 nm y contra una referencia de sulfato
de bario (BaSOs) en un equipo Shimadzu UV-2450 con una esfera de integracion ISR-

2200 asociada y controlado por el software UVProve Version 1.10.

2.2.2.3. Andlisis de NPsNi y NPsCo sobre los compuestos de inclusion mediante

microscopia electronica de transmision

Las muestras fueron preparadas dispersando aproximadamente 1 mg de los
sistemas nanosupramoleculares en 1 mL de una solucién de etanol 30% para los CI
formados por a-CD con moléculas alquiltioles y, en 1 mL de isopropanol para las NPs
preparadas sobre CI formados por alquilaminas. Luego se deposit6 una gota de 10 pL de
cada suspensién sobre una rejilla de cobre con una pelicula de Formvar continua,
dejandola durante 1 minuto. Posteriormente se retiré el exceso de muestra sobre las

rejillas, las cuales pudieron ser observadas directamente una vez que se secaron.

La caracterizacion de estas nanoparticulas fue realizada en tres diferentes
equipos: un microscopio Zeiss EM-109 a 50 kV, un microscopio JEOL JEM-1010 a 80
kV (ambos con filamento de Tungsteno) y en un microscopio electrénico de alta
resolucion (HRTEM) Jeol JEM-2100 a 200 kV con filamento de LaBg y detector de

EDX, para el cual se necesitaron rejillas de cobre con una pelicula de carbén continua.
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Las imagenes capturadas en el microscopio HRTEM fueron tratadas con el
programa computacional “Digital Micrograph™ Gatan, Inc. Version 1.2.4, 2003 el cual,
permitié simular el patron de difraccion de electrones de las NPs a partir de una
Transformada rapida de Fourier (FFT, por sus siglas en inglés) aplicada a los espaciados

d observados por microscopia de alta resolucién.

2.2.2.4. Caracterizacion mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos X

(EDX)

Los CI a-CD/DT y a-CD/DDT, fueron caracterizados por un analisis EDX en un
detector Oxford 7424 asociado al microscopio electrénico de barridc LEO 1420VP

operado a 25 kV,

2.2.2.5. Purificacion de los sistemas nanosupramoleculares, nanoparticulas-compuestos

de inclusion

Se realizd un proceso de purificacion de los sistemas nanosupramoleculares
mediante diélisis a través de membrana, para retirar el exceso de CI que no posee NPs
ancladas a su superficie. Brevemente, dentro de una membrana para didlisis Spectra/Por
MWCO 6-8000, fueron dispuestos 5 mL de agua miliQ y aproximadamente 20 mg de
cristales de cada CI con NPs. Esta membrana fue sellada y sumergida en un recipiente

de 2 L que contenia una cantidad de 0,5 mg/L del sustrato nanosupramolecular. Después

33




de 4 dias de agitacion constante e intercambio del agua miliQ se obtuvo la muestra

purificada.

on purificadas

Figura 2.2.Esquema del proceso de purificacion de las nanoparticulas obtenidas sobre los compuestos de

inclusion en estado solido.

2.2.2.6. Cuantificacion de metal correspondiente a las NPsNi y NPsCo sobre los

sustratos supramoleculares

Las concentraciones de los metales en cada muestra fueron determinadas
mediante Espectrometria de Masas con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
MS, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) realizando los ensayos por
triplicado, en un equipo Perkin Elmer ELAN600 con un moédulo laser Cetax LSX-200
UV, luego de tratar las muestras por digestion dcida con una mezcla de dcido nitrico y

acido perclérico.
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2.2.2.7. Adicidn del péptido CLPFFD a los compuestos nanosupramoleculares

Fueron agregados 5 ml de una solucién acuosa del péptido CLPFFD 0,27
mmol/L a aproximadamente 20 mg de cada sistema nanosupramolecular y la mezcla fue
agitada mecanicamente durante 5 segundos para promover el proceso de

funcionalizacién dejando posteriormente las muestras en reposo durante toda la noche.

Posteriormente, la muestra fue dispuesta en una membrana de didlisis
Spectra/Por MWCO 6-8000 contra 2 L de agua miliQ. El proceso se realiz6 durante 4
dfas en agitacion constante y renovando el agua miliQ para eliminar el exceso de Cl y de

péptido.

2.2.2.8. Andlisis de aminodcidos a los sistemas nanosupramoleculares formadas por
nanoparticulas funcionalizadas con compuestos de inclusion y el péptide CLPFFD

(NPs-Cl/Péptido)

Para estimar la cantidad de péptido unido a la superficie de las NPs se realizé un

analisis de aminoacidos (Aaa) para las muestras que fueron purificadas previamente.

El procedimiento fue realizado en un equipo HPLC Water 2487, con una

columna Nova-Pack C18 a 37°C y un detector a una longitud de onda A= 254 nm.

En detalle, dentro de un vial de vidrio con tapa rosca se dispuso de 5 mL de la
dispersién acuosa del sistema NPs-Cl/péptido y se agregaron 40 pL de &cido

aminobutirico (aabu) 2,5 mmol/L como patrén. La mezcla fue liofilizada durante 24

35




horas. Posteriormente, se agregé 1 mL de una solucién de HCI 6 mol/L y se introdujo el
tubo cerrado en un bafio de arena a 110°C durante 6 dias para producir la total hidrdlisis
del péptido. Posteriormente, la muestra fue rotavaporada y luego resuspendida en 1 mL
de HCI 20 mmol/L, la cual se filtré en pequefios filtros de fluoruro de polivinilideno

(PVDF) de 0,45 pm.

De la muestra filtrada fueron tomados 10 pL para la derivatizacién con el

reactivo 1-fluoro-2,4, nitrobenceno y luego fue inyectada en el equipo de HPLC.

Para calcular la concentracion del péptido presente en la muestra, se determind la
media de las concentraciones milimolares del péptido determinadas experimentalmente
(fexp), para luego obtener el valor corregido (Xpeq;) utilizando la concentracion del

patron aabu en la siguiente expresion;

T x loebulieoico _ ¥ (6)

exp [aabtlexp = Areal

La concentracién final reportada corresponde a la concentracién inicial con la

que se prepard la muestra para la medicion.

Por otro lado, Ia concentracién de NPs fue determinada mediante el protocolo
descrito por Liu y col., en el cnal se determina el mimero de 4tomos por NPs (N)

mediante la signiente ecuacion [63];
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Donde,
p = densidad del metal,
D = didmetro promedio de las NPs
M = masa atomica del metal y
Na= nimero de Avogadro.

Posteriormente, la concentracién molar de NPs en la dispersion coloidal € viene

dada por;

_ _Nr
C= NVN,4 ®

Donde,

Nt= niimero total de dtomos metélicos en la dispersion,

N = ntimero de dtomos por NP, calculado apartir de Ia ecuacion (7),

V = volumen de la dispersion coloidal de NPs y

Na= nimero de Avogadro.

Finalmente, el nimero de moléculas del péptido que funcionalizan a cada NPs
fue determinado al dividir la concentracién del péptido por la concentracién de NPs

metalicas.
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2.2.2.9. Evaluacién de citotoxicidad de sistemas nanosupramoleculares en células de

neuroblastoma humano (SH-SY5Y)

Antes de realizar la evaluacion, las células de neuroblastoma fueron preparadas
mediante un proceso de activacion y crecimiento. Para esto, las células que se
encuentran dispersas en 90% de SFB y 10% de DMSO, fueron descongeladas desde una
temperatura de -80°C hasta los 37°C en un bafio termorregulado. Posteriormente, fueron
centrifugadas y reconstituidas en un medio de cultivo DMEM que contiene 4,5 g/ml. de
glucosa, 10% SFB, 100 pg/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, el cual serd

denominado sencillamente como “DMEM 10%SEB”.

Para el crecimiento, las células fueron dispuestas en frascos estériles de cultivo
con una superficie de 75 cm?, dentro de una estufa de cultivo a 37 °C bajo una atmésfera
compuesta por 95% de aire y 5% de CO,. Cuando se obtuvo una cantidad suficiente de
células, estas fueron lavadas con aproximadamente 4 mL de una solucién de tampon
fosfato salino (PBS) 1X, el cual fue eliminado y luego se agregaron 2 mL de tripsina 1X
para despegar las células del frasco. Después de aproximadamente 2 minutos, la tripsina
fue inactivada agregando DMEM 10% SFB y las células fueron traspasadas a un tubo
estéril de 15 mL, donde luego fueron centrifugadas, reconstituyendo nuevamente con

DMEM 10% SFB.

Para la realizacion del ensayo, fue determinada la cantidad de células en 1 mL de
medio de cultivo mediante el conteo celular en una cdmara de Neubauer o

hematocitometro (ver Figura 2.3).
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Figura 2.3. A) Fotografia de una camara de Neubauer o hematocitometro (Tomada del sitio

http://www.pro-lab.com.mx ) y B) vista amplificada de la cimara que muestra los cuadrantes donde se

realiza el conteo celular.

Para este procedimiento, 20 pL de la dispersion de células fueron llevados a un

volumen de 100 pL con DMEM 10%SFB (Factor de dilucion Fd; = 5). De esta dilucion

' se tomaron 10 pL y se mezclaron con 10 uL de Azul de Tripan (Factor de dilucion Fd; =
2). Finalmente, fue tomada una alicuota de 10 pL para ser dispersados en la camara de

Neubauer, la cual se dispuso en un microscopio Optico para el conteo, calculando el

nimero de células por mL de medio de cultivo, utilizando la siguiente formula:
Nimero de células/mL = N x Fyy X Fy, x 10* 9)
Donde,
N = promedio de niimero de células contadas en un cuadrante de la camara Neubauer
Fq1 y Fgo= factores de dilucion

10* = factor que expresa el volumen (mL) en un cuadrante de la cimara Neubauer
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Posteriormente, en placas de cultivo de 96 pocillos se sembraron 3000 células en
60 pocillos centrales, agregando 100 pL de PBS en los pocillos laterales para evitar la
evaporacion del medio de cultivo. Las placas fueron dejadas dentro de la estufa de

incubacién durante 24 horas para su adhesién y crecimiento.

Al iniciar los ensayos de viabilidad celular, fue extraido cuidadosamente el
medio de cultivo de cada pocillo de las placas, agregando nuevamente 80 pL. de DMEM
10% SFB y 20 puL de las muestras a evaluar por triplicado. Para el control positivo (el
cual indica el 100% de viabilidad celular) se dispusieron al menos 6 pocillos en los
cuales se agregd 80 uL de DMEM 10% SFB y 20 uL de agua mili-Q (solvente de las
muestras evaluadas) y para el control negativo se agregaron 80 pL de DMEM 10% SFB
y 20 pL de una solucién acuosa del surfactante aniénico; dodecil sulfato de sodio (SDS)
al 2%, el cual provoca la muerte celular. Cada placa fue dispuesta en la estufa de

incubacion por 24 horas.

Para el ensayo de MTT, todo el sobrenadante en cada pocillo fue retirado y se
agregaron nuevamente 100 pL. de DMEM 10% SFB y 50 pLde MTT 1 mg/mL. Cada
placa fue dejada en reposo dentro de la estufa de incubacién durante 4 horas. Luego, el
sobrenadante fue removido eliminando el medio de cultivo y el reactivo MTT no
metabolizado y se agregaron 50 pL de isopropanol. Después de lograr la solubilizacion
de los cristales de formazan formados, fue determinada la absorbancia de este reactivo
en cada pocillo en un lector de placas ELISA a 560 nm. Los valores de absorbancia
fueron normalizados de acuerdo al control positivo y expresados como porcentajes de

viabilidad.
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En el ensayo de MTS, el procedimiento difiere al anteriormente descrito debido a
que este reactivo es soluble en medio acuoso, por lo tanto, después de retirar las placas
de cultivo con las muestras desde Ia estufa de cultivo, el sobrenadante fue retirado y se
agregaron 90 pL de DMEM 10% SFB y 10 pLde MTS, dejando reaccionar a 37°C en la
estufa de cultivo durante 2 horas. Despusés, las placas se retiraron de la estufa y se

midieron las absorbancias en el lector de ELISA a 490 nm.

En el tratamiento de los datos obtenidos para cada ensayo, fue realizado un
estudio estadistico de andlisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) de un
factor, considerando un P < 0.05 para concluir que las concentraciones analizadas
difieren significativamente entre si. Este estudio se realizé a través del programa

GraphPad Prism version 5.0.3.477.

2.2.3. Nanodecoracion de cristales supramoleculares con nanoestructuras de oro

2.2.3.1. Sintesis de nanobarras de oro estabilizadas con bromuro de cetiltrimetilamonio

Las NBsAu estabilizadas en CTAB fueron sintetizadas mediante el método
quimico conocido como “crecimiento mediado por nticleos”, descrito por Nikoobakht y
col., [64] con medificaciones de pH por la adicién de HCI [65]. Este procedimiento
consta de dos etapas: la preparacién de una primera dispersién de semillas o nicleos de
crecimiento que contiene pequefias NPsAu sobre las que creceran las nanoestructuras

unidimensionales y una segunda solucién llamada “de crecimiento” a la cual es agregada
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una pequefia cantidad de la primera dispersion, para dar lugar a NBsAu formadas gracias

a la acci6n de un reductor y reactivos directores de crecimiento.

En detalle, la primera dispersién coloidal fue obtenida al reducir 250 pL de una
solucién de la sal metdlica HAuCl; 0,01 mol/L en 9,5 ml. de una solucién de CTAB 0,1
mol/L con 600 pL del reductor NaBH, 0,01 mol/L, ésta ultima, preparada con agua a
4°C para evitar la descomposicién de este reductor. Esta mezcla fue agitada durante 30

minutos y luego dejada en reposo durante 2 horas a una temperatura de 27°C.

En una segunda etapa, fue preparada la solucién “de crecimiento”, agregando 75
uL de AgNO;0,1 mol/L, 9,5mL de CTAB 0,1 mol/L, 500 pL de HAuCl, 0,01 mol/L,
55 pL de 4cido ascérbico 0,1 mol/L y 250 pL de HCI 0,1 mol/L. A esta solucion fueron
agregados 12 pL de la dispersion coloidal de nucleos de crecimiento, inicidndose asi el
proceso de formacién de las NBsAu. Esta mezcla se dejé reaccionar durante 10 minutos
y luego fue centrifugada por 15 minutos a 5000 xg. Finalmente, las NBsAu que se

encontraban en el pellet fueron resuspendidas en agua mili-Q.

2.2.3.2. Caracterizacién de nanobarras de oro mediante microscopia electrénica de

transmision

Las muestras fueron preparadas depositando una gota de la dispersion coloidal de
NBsAu sobre rejillas de cobre con peliculas de Formvar, las cuales fueron observadas
directamente, una vez que se secaron, en un microscopio electrénico Jeol 2000FX a 200

kV.
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Las NBsAu también fueron caracterizadas por HRTEM en un microscopio Jeol
J2010F a 200 kV utilizando grillas de cobre con peliculas de carbén como soporte de las
muestras. Las imagenes capturadas en el microscopio HRTEM fueron tratadas con el
programa computacional “Digital Micrograph” Gatan, Inc. Versién 1.2.4, 2003 para

obtener el patron de difraccion de electrones simulado de las NPs.

2.2.3.3. Andlisis de la dispersion de nanobarras de oro mediante espectroscopia UV-

visible

En un espectrofotémetro UV-visible 2501PC Shimadzu fue caracterizada la
dispersion acuosa de NBsAu-CTAB. El analisis fue realizado a temperatura ambiente en

un rango de 350 a 900 nm de longitud de onda.

2.2.3.4. Preparacién de compuestos de inclusion de a-ciclodextrina con octanotiol

decorados con nanobarras de oro

I.a nanodecoracion de los cristales de a-ciclodextrina con octanotiol (a-CD/OT)
fue realizado agregando 0,4 g de cristales de CI de a-CD/OT a 4 mL de la dispersion

coloidal de NBsAu-CTAB dejando reposar durante aproximadamente 15 a 20 minutos.

Posteriormente los cristales fueron filtrados al vacio, lavados con 2 mL de agua

mili-Q y secados al vacio.
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2.2.3.5. Caracterizacién de los compuestos de inclusion decorados con nanobarras de

oro, mediante microscopia de barrido

Las NBsAu fueron caracterizadas por Microscopia Electronica de Barrido de

Emisi6n de Campo (SEM FE) en un microscopio NanoSEM NPE67 operado a 5 kV.

Un andlisis de EDX de las muestras fue realizado en un detector Oxford 7424

acoplado a un microscopio electrénico de barrido LEO 1420VP operado a 25kV.

2.2.3.6. Andlisis de resonancia magnética nuclear de protones de los compuestos de

inclusién con nanobarras de oro

Los CI decorados con NBsAu fueron caracterizados mediante RMN-'H en un
equipo Bruker Advance 400 a 400.133 MHz, utilizando DMSO-ds como solvente y

TMS como referencia interna.

2.23.7. Caracterizacion de los compuestos de inclusion nanodecorados mediante

espectroscopia UV-visible en estado sélido

Mediante espectroscopia UV-Vis en estado solido fue caracterizado el CI
nanodecorado, utilizando un espectrofotometro Shimadzu UV-2450 en un rango de 350

a 800 nm de longitud de onda y contra una referencia de sulfato de bario BaS0;.
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2.2.3.8. Sintesis de nanoparticulas de oro esféricas estabilizadas en bromuro de

cetiltrimetilamonio

Las NPsAu estabilizadas en CTAB (NPsAu-CTAB) fueron preparadas mediante el
método de crecimiento por nicleos [66], adicionando 500 pL de una solucién muy fria
de NaBH, 0,01 mol/L a una solucién que contenia 125 pL de HauCls 0,01 mol/L y 4,375
mL de CTAB 0,075 mol/L. Luego esta solucion fue dejada en reposo durante 2 horas a

25-27°C.

Para completar la sintesis de NPsAu-CTAB, se prepard una solucién de crecimiento
que contenia 1,6 mL de CTAB 0,1 mol/L, 2mL de HAuCls 0,01 mol/L y 600 pL de
4cido ascérbico 0,1 mol/L en 90 mL de agua. A esta solucion fueron agregados 0,1 mL
de la dispersion de néicleos y se agité suavemente durante 10 segundos. Posteriormente,
la dispersién final de NPsAu-CTAB, fue dejada en reposo durante 3 horas a 25-27°C y

centrifugada a 600 rpm durante lhora.

2.2.3.9. Caracterizacion de nanoparticulas de oro esféricas mediante microscopia

electrénica de transmision

Las NPsAu-CTAB fueron caracterizadas mediante microscopia TEM en dos
equipos: un microscopio JEOL JEM-1010 a 80kV y un microscopio Hitachi HT7700
operado a 120kV, para los cuales se utilizaron grillas de cobre con peliculas de Formvar

como soporte para las muestras.
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Ademds, estas particulas fueron analizadas en un microscopio de alta resolucién
Jeol J2010F operado a 200 kV, utilizando grillas de cobre con peliculas de carbon
continuo. Las imagenes capturadas en el microscopio HRTEM fueron tratadas con el
programa computacional “Digital Micrograph” Gatan, Inc. Version 1.2.4, 2003 el cual,
permitié simular el patrén de difraccion de electrones de las NPs a partir de una FFT

aplicada a los espaciados d observados por microscopia de alta resolucion.

2.2.3.10. Caracterizaciéon de la dispersion de nanoparticulas de oro mediante

espectroscopia UV-visible

Para la caracterizacion de las NPsAu-CTAB mediante espectroscopia UV-visible

se midieron espectros entre 350 y 800 nm en un espectrofotémetro 2501PC Shimadzu.

2.2.3.11. Preparacién de cristales de compuestos de inclusion de o-ciclodextrina

decorados con nanoparticulas esféricas de oro estabilizadas con cetiltrimetilamonio

La nanodecoracién de los cristales de CI de a-CD/DDT con NPsAu-CTAB se
realizé agregando aproximadamente 0,4 g del CI a 4 mL de la dispersién de NPsAu-
CTAB dejando Ia muestra en reposo durante 20 minutos. Luego estos cristales fueron

lavados con agua mili-Q, filtrados y secados al vacio.
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2.2.3.12. Caracterizacion de compuestos de inclusion de a-ciclodextrina decorados con

nanoparticulas de oro mediante microscopia electronica de barrido de alta resolucion

Los cristales de CI nanodecorados con NPsAu fueron caracterizados mediante

FE SEM en un microscopio Nova NanoSEM 230 operado a 4,8 kV.

2.2.3.13. Analisis de los compuestos de inclusion con nanoparticulas de oro, mediante

resonancia magnética nuclear de protones.

Mediante RMN-"H en 1D y 2D fueron caracterizados los CI nanodecorados con
NPsAu para lo cual, las muestras se disolvieron en DMSO-ds y fueron medidas en un
espectrémetro Bruker Advance 400 a 400 MHz, utilizando como referencia interna

TMS.

2.2.3.14. Caracterizacion de las nanoparticulas de oro depositadas sobre los cristales

de compuestos de inclusion mediante espectroscopia UV-visible

Las NPsAu soportadas sobre los cristales de CI fueron caracterizadas mediante
espectroscopia UV-visible en estado solido utilizando un espectrofotémetro Shimadzu

UV-2450 en un rango de 350 a 800 nm de longitud de onda.
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2.2.4. Preparacion de nanoestructuras hibridas bio-inorgdnicas compuestas por fibras

P-amiloides decoradas con nanoparticulas de oro
2.2.4.1. Sintesis de nanoparticulas de oro

Las NPsAu esféricas fueron sintetizadas basandose en el método original de
Turkevich y col., reportado en 1951 [67]. La sintesis consiste en la reduccion de la sal de
oro (HAuCls) con citrato de sodio {CgHsNaz07), el cual también actha como
estabilizador de la suspension de NPsAu. Para esto se prepard un sistema a reflujo con
100 mL de una solucién de HAuCls 1 mmol/L a la cual le fueron agregados rapidamente
10 mL de una solucién de CsHsNa3Oy38,8 mmol/L. manteniendo un reflujo constante a
186°C. Después de 30 minutos, se obtuvo un coloide de color rojo vino el cual fue
filtrado con filtros Milipore de acetato de celulosa de 0,45 pm, para eliminar posibles

impurezas.

2.2.4.2. Preparacion de nanoparticulas de oro funcionalizadas con los péptidos

CLPFFD, C(Eg);LPFFD y GSH

Para la formacion del conjugado NPsAu-CLPFFD, el pH de la dispersién de
NPsAu fue ajustado a pH=8 con una solucién de NaOH 0,Imol/L. Luego, fue
adicionado 1 mL de una solucién acuosa del péptido 1,35 mmol/L a 20mL de Ia
dispersién de NPsAu agitando continuamente durante 15 minutos. La muestra fue
purificada mediante didlisis durante 72 horas en una membrana Spectra/Por MWCO 6-

8000 contra una solucién de citrato de sodio 1,2 mmol/L.
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En la preparacién de los conjugados NPsAu-C(Eg);LPFFD y NPsAu-GSH se

siguié el mismo protocolo anteriormente descrito, sin requerimientos de ajuste de pH.

NPsAu-Péptido

Péptido -
g Agitacién R Purificadas

NPsAu-citrato NPsAu-Péptido

|

I

HAuCls 1mmol/L
+

CsHsNa3O7 38 8mmol/L
186°C

Didlisis de membrana l
durante 72 horas

Figura 2.4. Esquema que detalla el proceso general de sintesis, funcionalizacion y purificacion de NPsAu.

2.2.4.3. Caracterizacion de los conjugados nanoparticula-péptido mediante microscopia

electronica de transmision

Cada conjugado NPsAu-péptido, fue caracterizado mediante TEM para lo cual se
utilizaron los microscopios: JEOL JEM-1010 a 80 kV y Hitachi HT7700 operado a 120
kV, utilizando grillas de cobre con peliculas de Formvar como soporte para las

muestras.
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2.2.44. Caracterizacion de los conjugados nanoparticula-péptido mediante

espectroscopia UV-visible

Los conjugados NPsAu-péptido, fueron caracterizados ademas, mediante
Espectroscopia UV-visible en un equipo UV-2501PC Shimadzu, comparando la
absorbancia presentada por estos conjugados con la absorbancia de las NPsAu-citrato

antes de la funcionalizacion con los respectivos péptidos.

2.2.4.5. Desagregacion previa del péptido p-amiloide para la preparacion de fibras

La formacion de fibras P-amiloides se realiza a través de un proceso de
incubacién el cual se inicia con este péptido en condiciones de desagregacion. Para ello,
en un principio se utilizé el método desarrollado por Zagorski [68] para la desagregacion
del péptido B-amiloide (AP142), el cual consiste en agregar pequefias cantidades de acido
triflouro acético (TFA) al péptido anteriormente liofilizado. EI TFA agregado al péptido,
fue evaporado al purgar N gaseoso, proceso que fue repetido al menos tres veces.
Luego se agregé una cantidad similar de 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) y se
reiterd el proceso de evaporacion con Na gaseoso para eliminar el exceso de TFA en el
péptido. Posteriormente, el péptido fue dejado durante una noche en una desecadora con
trozos de parafina solida y lentejas de NaOH. Este proceso permite obtener monomeros

del péptido amiloide (Método A).

En un segundo protocolo se utilizé el reactivo HFIP para provocar la

desagregacion del péptido AB).4,. Este reactivo permitié obtener la desagregacion del
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péptido convirtiéndolo en estructura a-hélice [69, 70]. El procedimiento se realizd
preparando alicuotas de 0,05 mg del péptido APi4, a las que se agrego
aproximadamente 100 uL de HFIP. Las muestras fueron tratadas con ultrasonido durante
20 minutos y luego de otros 10 minutos de reposo, fueron liofilizadas durante 24 horas

(Método B).

2.2.4.6. Obtencion de fibras del péptido B-amiloide, decoradas con los conjugados

Nanoparticulas de oro-péptidos

A partir de la obtencién de estructuras monomeéricas del péptido APi.42 por el
Método A, el péptido fue reconstituido con 600 pL de una solucién acuosa del tamp6n
TRIS-NaClI (TRIS 10 pmol/L y NaCl 100 mmol/L a pH 7,5) y 400 uL de la dispersion
NPsAu-péptido diluida (aproximadamente 74,96 nmol/L) obteniendo una concentracin

final del péptido APj.42 de 20 pmol/L.

El proceso de incubacién se realizé en un termo-mezclador Eppendorf
Thermomixer confort a 37°C y 2,1x g (300 rpm) durante; 3, 4, 5, 6, 24, 27 y 30 horas,

obteniendo los mejores resultados a 3 y 6 horas de incubacion.

Utilizando el Método B de desagregacion, el proceso de formacion de las fibras
amiloides se llevd a cabo reconstituyendo las alicuotas del péptido APj4z en 600pL de
agua mili-Q y 400pL de la dispersion de NPsAu-Péptido 74,96 nmol/L, resultando una
concentracion final del péptido de 20 pmol/L. Las condiciones de incubacién fueron de

2,1x g (300 rpm), a 37°C durante 24 o 72 horas.
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AB1-42 20umol/L
+

Liofilizacion NPsAu-Péptido

Péptido AB1-42 +HFIP Péptido AB1-42
desagregado

Incubacion por “
24 0 72 horas, Fibras AB1.42

nanodecoradas con

300 rpm, 37°C NPsAu-Péptido

Figura 2.5. Esquema representativo del proceso final escogido para la obtencion de los

materiales hibridos bio-inorganicos.

2.2.4.7. Caracterizacion de fibras del péptido P-amiloide (AP;4:) nanodecoradas

mediante microscopia electronica de transmision

El proceso de formacion de las fibras amiloides y su nanodecoracion para la
formacion de estructuras bio-inorganicas fue monitoreado a través de microscopia
electronica TEM en los equipos Zeiss EM-109 50kV-80 kV y JEOL JEM-1010 a 80kV
(ambos con filamento de Tungsteno), utilizando grillas de cobre de 300 mesh con

peliculas de Formvar como soporte.

Para la visualizacion de las fibras amiloides se realizé un proceso de tincion

negativa utilizando acetato de uranilo. Las muestras fueron preparadas sobreponiendo la
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grilla en una gota de 10 pL de la solucién que contenia las fibras nanodecoradas. Luego
de 1 minuto, el exceso de muestra fite retirado por contacto del borde de la grilla con
papel filtro. El mismo procedimiento fue realizado tres veces con gotas de agua mili-Q
para retirar el exceso de muestra. Finalmente, se agregé una gota de 10 pL de una
solucién de acetato de uranilo al 2%, retirando luego de 1 minuto el exceso de reactivo.
Las grillas fueron dejadas secar por al menos una noche y posteriormente fueron

visualizadas por microscopia TEM.
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CAPITULO 3

Resultados y Discusiones

“Compuestos de Inclusion de a-Ciclodextrina con

alquiltioles y alquilaminas”
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3.1. Sintesis de compuestos de inclusion de o-ciclodextrina con moléculas n-

alquilaminas y n-alquiltioles

Existen diferentes métodos para la obtencién de CI, como la preparacion de una
mezcla fisica entre la CD y el huésped [71] o la co-precipitacién, la cual consiste en
preparar una disolucién acuosa de la CD y luego se agrega el huésped con continua
agitacién [72, 73]. Entre los métodos existentes, fue escogido el método de formacién de
complejos por disolucién saturada a temperatura ambiente, por la facilidad de disolucion

acuosa que posee la «-CD [4].

Es importante la eleccién de un solvente adecuado para la formacién de los
compuestos de inclusién. El agua es el solvente comtnmente utilizado debido a que
puede ser facilmente desplazado desde el interior de la matriz por las moléculas huésped
y después de la formacién del compuesto, puede ser retirado sin inconvenientes por
métodos como filtracién y secado al vacio. Convenientemente, el huésped debe tener
una menor solubilidad en agua, pero en algunos casos en que los huéspedes se
encuentran en estado s6lido o su solubilidad es despreciable, se vuelve necesaria su
previa disolucién en pequefias cantidades de solventes como metanol, etanol, dietil éter

o acetona los cuales son voldtiles y pueden eliminarse rapidamente por evaporacion.

En nuestro caso, solo fue necesaria una previa disolucion del huésped DDA en
metanol, debido a que este huésped se encuentra en estado sdlido a temperatura
ambiente (T°fusién =27-29°C). El resto de los huéspedes fueron agregados directamente

donde, una adicién lenta y la continua agitacién, favorecieron a la completa formacion
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de los sustratos supramoleculares, obteniendose porcentajes de rendimiento superiores al

85%, tal como se aprecia en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Porcentajes de rendimiento de los compuestos de inclusion sintetizados,

donde ¢l reactivo limitante es a-ciclodextrina.

CI % Rendimiento
o-CD/OT 95,7
a-CD/DT 93,1

a-CD/DDT 92,6
a-CD/OA 86,3
o-CD/DA. 89,1

o-CD/DDA 90,0

3.2. Caracterizacién de compuestos de inclusién de a-ciclodextrina con moléculas

n-alquilaminas y n-alquiltioles

Con el fin de verificar la formacion de los CI de a-CD y evaluar su estabilidad
para hacer frente a la posible utilizacidn de estos complejos como precursores de NPs
metilicas, se vuelve necesario realizar una caracterizacién tanto en solucion como en
estado sélido de estos sustratos supramoleculares. Para esto fueron utilizadas técnicas

como RMN-'H y DRXP.
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3.2.1. Andlisis mediante RMN-"H

Se ha reportado la elucidacion estructural de CI de CD donde una de las
principales herramientas utilizadas ha sido la espectroscopia RMN [74, 75]. Esta técnica
permite verificar la formacién de los CI al comparar los desplazamientos quimicos que

presentan la matriz y cada uno de los huéspedes por si solos, con los desplazamientos

quimicos presentes en el CI final.

Este estudio resulté particularmente sencillo para los sistemas escogidos debido a
que, las sefiales pertenecientes a cada molécula se encuentran en regiones restringidas en

el espectro de RMN-'H por lo que pueden ser claramente identificadas, tal como se

muestra en la Figura 3.1.

TR LT LEE HE L LE S
K"' N W 1 \
77 T R € /

Figura 3.1.Espectro RMN-'H del CI de a-CD/OT.
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Los desplazamientos quimicos que presentan los protones pertenecientes a las
dos moléculas, evidencian ¢l cambio de entorno quimico que presentan al formar parte

del CI, tal como se puede apreciar en el ejemplo de la siguiente tabla.

Tabla 3.2. Desplazamientos quimicos de los protones de las moléculas de OT y a-CD

cuando se encuentran de manera aislada y cuando forman parte del CI a-CD/OT.

Seiial OT (ppm) a-CD/OT (ppm) A & (ppm)
-CH; 0,859 0,857 0,002
-CH; 1,331 1,324 0,007
[ (CHyy4 1,250 1,245 0,005 |
-CH; 1,528 1,522 0,006
-CH; 2,464 2,456 0,008 ]
-SH 2,120 2,192 0,072
Seiial o-CD(ppm) o-CD/OT (ppm) A & (ppm)
-H(1) 4,794 4,795 0,001 |
-H(2) 3,278 3,274 0,004
-H(3) 3,770 3,769 0,001 |
-H(4) 3,385 3,385 0,000
-H(5) 3,582 3,581 ) 0,001 |
~-H(6) 3,634 3,638 0,004
-OH(6) 4,468 4,470 0,002 ]
-0H(3) 5,426 5,429 0,003
-OH(2). 5,502 5,509 ___ 0,007 |

Para todos los CI de o-CD con alquiltioles como huéspedes, se observo un mayor
desplazamiento de la sefial correspondiente al grupo funcional de la molécula huésped.
La inclusion de la molécula en la cavidad de las a-CD, produce un desplazamiento de la
sefial de los grupos —SH hacia campos mias altos, debido a la posible interaccion

mediante puente de hidrégeno que se puede establecer entre el grupo —SH y el grupo —
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OH(6) que corresponde al hidroxilo primario de la cavidad inferior de la molécula de a-

CD [76, 77).

La dificultosa visualizacién de la sefial del grupo —NII; perteneciente a los
huéspedes alquilamina, no permitié el reconocimiento de un desplazamiento para esta
sefial, por lo que no es posible inferir sobre una posible interaccién entre este grupo

funcional y el grupo —OH(6) de la molécula de a-CD.

Por otro lado, a través de métodos de titulaciéon por RMN-'H, se ha logrado
establecer la estequiometria que define a la unidad bésica de estos complejos en
solucién, los cuales se han desarrollado comtnmente para CI de B-CD que poseen
relaciones estequiométricas de 1:1 (matriz:huésped). No se tienen resultados
reproducibles para casos en que las relaciones molares corresponden a 2:1, matriz-

huésped [76].

Un método sencillo para la determinacion de la estequiometria de los CI de a-CD
sintetizados, se desarrollé a partir de la comparacion entre la integral de referencia de los
protones del grupo terminal —CH; de la cadena alifitica de la molécula huésped y las
integrales correspondientes a los protones de Jos hidroxilos secundarios (-OH(2) y —
OH(3)) de las moléculas de o-CD en cada espectro de RMN-'H. Los resultados

obtenidos se presentan en la Tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Relaciones molares (matriz:huésped) calculadas para cada compuesto de

inclusion.

CI Relacion molar
| . o-CD/OT 2:1 |
a-CD/DT 2:1
| o-CD/DDT 2:1 |
a-CD/OA 1,5:1
[ a-CD/DA 1,8:1 .. 1
a-CD/DDA 1,7:1

La relacién molar matriz:huésped para los CI formados por alquiltioles fue de
2:1, en cambio, para los CI formados por alquilaminas se encontraron relaciones con una
menor proporcion para las moléculas de o-CD. La variacidn en estos resultados podria
estar relacionada con un exceso de la molécula huésped presente en los CI, que no fue
retirado en el proceso de lavado de los microcristales. Ademés, los CI formados por
alquilaminas podrian tener una menor estabilidad en disolucién permitiendo la salida de

la molécula huésped desde el interior del dimero formado por las moléculas de a-CD.

Estos resultados concuerdan con reportes recientes de nuestro grupo de
investigacion en los que, mediante RMN y modelamiento molecular, se revela la
estructura basica de los CI conformados por un dimero de moléculas de a-CD en una
disposicion cabeza-cabeza con los huéspedes alquilicos dentro de este dimero [13, 15,
51, 76]. Especificamente, se ha indicado que en solucion el huésped OA en el CI de o-
CD/OA se ubica en una conformacion mucho menos estirada que el huésped OT en el

CI de @-CD/OT, de manera que el grupo funcional -NH» no interactiia con el grupo —
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OH(6) de la molécula de «-CD tal como ocurre en el caso de los huéspedes alquiltioles,

sino que, lo hace con los protones —H(4) y —t(5) de una de las unidades de a-CD [76].

Por lo tanto, se podria corroborar que en solucién la limitada presencia de
interacciones intermoleculares por puentes de hidrégeno entre el grupo —NH; de los
huéspedes alquilaminas y el grupo hidroxilo primario —OH(6) de la molécula de ¢-CD
podria disminuir la fuerza de las interacciones intermoleculares que permiten la
asociacion matriz-huésped, otorgando una menor estabilidad en solucién para estos

complejos.

Por otra parte, para los CI de a~-CD con moléculas huéspedes alquiltioles con una
cadena hidrocarbonada entre 8 y 12 carbonos se podria establecer la siguiente
disposicion: el protén del grupo —SH se encuentra formando enlace por puente de
hidrégeno con el grupo —OH(6) que se encuentra en el borde de la apertura menor de la
primera unidad de ¢-CD. Los protones pertenecientes al segmento mayoritario de la
cadena aliftica interaccionan mayoritariamente con los protones —H(3) y —-H(5) que se
encuentran en ¢l interior de esta primera unidad de a-CD y finalmente los protones del
grupo —CHj del extremo de la cadena alquilica interaccionan con el protén —H(3) que se
encuentra al interior de una segunda unidad de a-CD. Esta asignacion es una evidencia
de que el huésped se encuentra en una conformacion estirada a lo largo del canal

generado por las moléculas de a-CD, tal como se aprecia en la Figura 3.2B.
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Hidroxilos

Secundarios
B a-CD/OT

a-CD/DT

O Azufre  a-CD/DDT
Hidroxilo oc grbunu
Primario O Hidrogeno

Carbono
Oxigeno
Hidrogeno

Figura 3.2. A) Esquema que muestra la disposicion de los atomos que conforman una unidad de o-
glucopiranosa perteneciente a una molécula de a-CD, B) Esquema aproximado de las unidades basicas de
dimero para los diferentes CI donde se aprecian las disposiciones que adoptan las moléculas huésped de

diferente tamaiio dentro del canal de a-CD.

3.2.2. Caracterizacion mediante DRX

Otra de las técnicas que ha contribuido enormemente a la elucidacion estructural
de los CI es la DRX de monocristal, revelando detalladamente el modo en que el
huésped se encuentra en la cavidad de la matriz e identificando la naturaleza de las
interacciones matriz-huésped y el rol estructural de las moléculas de agua. Sin embargo,
la obtencion de monocristales de CI es a menudo dificultosa, y cuando son obtenidos, la
alta movilidad y agitacion térmica de las moléculas huésped, incluso a baja temperatura,
en algunas ocasiones impide una correcta determinacion de los sitios especificos

ocupados por las moléculas huésped en las cavidades de las moléculas de CD [78].
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En cambio, en las sintesis de CI a menudo se obtienen precipitados
microcristalinos, por lo que su caracterizacion mediante DRX de polvo (DRXP) en
conjunto con otras técnicas puede permitir la identificacion y caracterizacion rutinaria de
los CI, basandose en resultados ya reportados de CI similares. La formacion de los ClI
puede ser detectada mediante la aparicién de nuevas intensidades en el difractograma de
DRXP. las cuales se encuentran ausentes en el difractograma de la matriz y del huésped
(para huéspedes solidos). En este trabajo, los huéspedes utilizados en la formacion de CI
de a-CD se encuentran en estado liquido, por lo que la cristalizacion de los CI depende
del ordenamiento de la matriz. Los patrones de difraccion pueden ser comparados con el
patrén de difraccion que presenta la a-CD pura, la cual cristaliza en una estructura tipo

caja y presenta intensidades caracteristicas a los 12,0°, 14,4° y 21 .7° en 20 [79, 80].

1mn — — r
27 |

702 | | | E

Intensidad (Cuentas)

2,00 7.66 13.32 18,98 24,64 30,30

Figura 3.3. Patron de difraccion de a-CD
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Estudios mediante difraccién de neutrones [81] y DRX de monocristal [15] de CI
de 0-CD con moléculas huéspedes alquilicas, han mostrado una estructura bésica tipo
canal, constituida por un dimero de moléculas de a-CD en cuyo interior se ubica una
molécula huésped. En estas estructuras, las moléculas de agua juegan un importante rol
en la formacion de la estructura cristalina, las que interaccionan a través de puentes de
hidrégeno con los grupos —OH de las moléculas de a-CD, pudiendo concluirse en
general, que los CI hidratados de o-CD con huéspedes alquilicos presentan una

estructura cristalina hexagonal [81].

Utilizando la informacién proporcionada anteriormente expuesta, se procedié a
caracterizar los CI de a-CD con huéspedes alquiltioles y alquilaminas mediante DRXP.
Los pardmetros de red de cada CI se muestran en la Tabla 3.4. Las reflexiones obtenidas
fueron indexadas en base a un sistema cristalino hexagonal (o= p = 90° y y=120°). En
la Figura 3.4, se muestra el patrén de difraccion de polvo cristalino obtenido para el CI

de ¢-CD/DDT. La totalidad de los difractogramas se presentan en el Anexo IL

Tabla 3.4.Parametros de red para los CI, segin un sistema cristalino hexagonal

CI a=hb(A) c(A) 20
a-CD/OT 23,68 15,82 0,05 ]
a-CD/DT 24,14 15,47 0,2

«-CD/DDT 23,68 15,88 0,1 ]
a-CD/OA 23,51 15,69 0,1

[ a-CD/DA 23,48 15,74 0,2 |
a-CD/DDA 23,57 15,64 0,05
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Figura 3.4. Anilisis de DRXP del CI de a-CD/DDT.

Tabla 3.5. Reflexiones indexadas para el CI de a-CD/DDT.

d.,i (A) deate (Ai Intensidad norm.(%)

ll 80621 11,84 18,3958406

7,69971 77511 16, 2076678
—
5,24664 529333 15269641
—
4,4947 4,51093
_
3.01656 3,02335 52642999
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En la Tabla 3.5, se aprecian las reflexiones indexadas para el difractograma del
CI de u-CD/DDT donde la intensidad méxima se encuentra aproximadamente a los 20°
en 20. La totalidad de los patrones de difraccion presentan esta intensidad caracteristica
la cual corresponde a un ordenamiento tipo canal de las moléculas de a-CD [80]. Asi, Ia
méxima intensidad ubicada en 20° en 26 revela Ja formacion de los CI con la

desaparicién de las intensidades maximas caracteristicas que presenta la 0-CD pura.

Las distancias para el eje ¢ en todos los CI se encuentran entre 15 y 16 A, lo que
coincide con Ia distancia aproximada correspondiente a dos unidades de «-CD
revelando la unidad minima de los CI y su directa relacién con la estructura cristalina.
Asi, las moléculas de o-CD se apilan formando columnas infinitas creciendo en la

direccién {001}.

De los CI estudiados fue posible obtener cristales bien definidos del CI a-
CD/OT, los cuales en primera instancia, fueron analizados mediante DRX de
monocristal. Los datos arrojados indicaron que el sistema cristalino del CI de a~-CD/OT
correspondia a una celda monoclinica P2 con pardmetros de red; a= 14,037 A, b=23,96
A, c= 15,65 &, a =90°, B = 95.19°, v = 90° y un volumen de 5243 A3. La resolucién
cristalografica de su estructura no se obtuvo de manera satisfactoria debido
probablemente, al alto grado de desorden de las densidades electrénicas encontradas, lo
que imposibilité aclarar las posiciones atémicas a pesar de que se logro realizar este

anélisis a baja temperatura (100K).
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En una segunda asignacion, se estimo6 que el patron de difraccion también podria
corresponder a un sistema cristalino triclinico P1 con los siguientes pardametros de red;
a=13.8045 A, b= 13,8406 A, c= 15,6534 A, 0. =92,978°, p=91,780°, vy = | 19,443° y un

volumen de 2642 A°.

La ambigiiedad de los resultados podria indicar una mezcla de fases o la tenencia
de maclas cristalinas y no de monocristales. Por lo tanto, para la eleccion del sistema
cristalino mas apropiado los parametros arrojados, tanto para el sistema monoclinico
como para el triclinico, fueron utilizados en la indexacién del patron de DRXP para el
CI de a-CD/OT. tal como se muestra en las Figuras 3.5 y 3.6. Un resumen de los datos

cristalogréficos se puede apreciar en la Tabla 3.6.
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Figura 3.5. Difractogramade polvo del CI de o-CD/OT, indexado segtin un sistema monoclinico.
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Figura 3.6. Analisis de DRX de polvo del Cl de a-CD/OT, indexado segun un sistema triclinico.

Tabla 3.6. Datos cristalograficos para el Cl a-CD/OT indexado segin un sistema

monoclinico y un sistema triclinico

Compuesto de inclusion a-CD/OT a-CD/OT

Peso molecular (g/mol)(sin H,O 2091.97 2091.97
A iii 0,71073 0,71073

Grupo espacial probable P2 P1
a 14,037 13,8045
¢ i E) 15,65 15,6534
°) 95,19 91,780
Vi i 5243 2642

R factor 0,00376 0,00162
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Segin los valores para R-factor calculados luego del refinamiento de las
estructuras, el sistema cristalino que posee una menor magnitud de este valor
corresponde al sistema cristalino triclinico con un R-factor = 0,00162, por lo que podria
considerarse como el sistema mds apropiado a pesar de que posee una menor simetria
cristalina que el sistema monoclinico. Ademds, en base a resultados ya reportados el
sistema cristalino triclinico P1 se ha obtenido con frecuencia para CI de o-CD con
huéspedes alquilicos en la que, el dimero matrices de o-CD se encuentran en una
orientacién cabeza-cabeza [79]. Tal es el caso del CI de a-CD con 4cido decanoico [15]
y el CI de 0-CD con butiltiocianato [82] en los que se revela una estructura tipo canal
gobernada por la matriz donde la adsorcién de moléculas de agua, que interactian con
los grupos —OH de las CD entre cada dimero y entre los canales de CD, juega un rol
fundamental en la distorsion presentada por los canales de CD, su empaquetamiento

cristalino y la estabilidad de la estructura de los complejos.

Posteriormente, se logrd establecer que los cristales de a-CD/OT analizados no
eran monocristales propiamente tal, sino que correspondian a maclas, dificultando la
correcta asignacion a un sistema cristalino y su resolucién estructural, incluso a baja
temperatura. La existencia de maclas de microcristales del CI fue demostrada mediante
la nanodecoracion selectiva de un plano preferencial de estos cristales, como se detallara

en el Capitulo 5.
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CAPITULO 4

Resultados y Discusiones

“Obtencion y Caracterizacion de Nanoparticulas de Niquel

y Cobalto adheridas a Compuestos de Inclusién de

o-Ciclodextrina con Alquiltioles y Alquilaminas”
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4.1. Preparacion de nanopartfculas de niquel y cobalto, adheridas a compuestos de

inclusion de o-ciclodextrina, mediante pulverizacion catédica

Existen limitados reportes de fabricacién de nanoparticulas de Ni, Co mediante
PCV. Recientemente, Walia y col., han reportado la preparacion de nanocompositos
formados por peliculas delgadas de SiO2 cubiertas por NPsCo preparadas mediante PCV
RF/DC, con expectativas en la elaboracién de dispositivos electronicos [83]. Por otro
lado, Peng y col. también han reportado la preparacién de NPsNi después de la
calcinacion de una fina capa de NiO depositada sobre SiO; [84]. Sin embargo, no existen

reportes de NPsNi o NPsCo adheridas a cristales organicos.

En este apartado se detallaran los resultados obtenidos en la preparacién de
NPsNi y NPsCo sobre cristales de CI de a-Cdconalquiltioles y alquilaminas como
huéspedes, mediante el método de PCV. La inmediata coloracién gris (NPsCo) y marrdn
(NPsNi) de los cristales incoloros de CI de a-CD después de realizado el depésito por

PCV, indicé que el deposito fue efectivo.

4.2. Caracterizacion de NPsNi y NPsCo mediante microscopia electronica de

transmision

A través de TEM y HRTEM se consigui6 determinar la presencia de NPsNi y

NPsCo en cuatro de los CI de o-CD (vide infra).
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En las siguientes imégenes se muestran los resultados obtenidos al utilizar 20 mA

de corriente y tiempos de exposicion entre 50y 120 s en el equipo de PCV (Figuras 4.1-

4.3).
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Figura 4.1. A) Micrografia TEM de NPsNi preparadas en el CI de a-CD/OA (50 s de depdsito), B)

Histograma de dispersion de tamafio para NPsNi- a-CD/OA (n=100), C) Imagen TEM de NPsNi de 23.9 =

0.5 nm de diametro, obtenidas sobre el CI de a-CD/DDA durante 50s de exposicién y D) Histograma

respectivo (n=100).
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Figura 4.2. A) Micrografia TEM de NPsCo obtenidas en el CI de a-CD/OT durante 60s de depdsito B)
Histograma de dispersion de tamaiio para NPsCo- a-CD/OT (n=100), C) Micrografia TEM de NPsCo
obtenidas en el CI de a-CD/DT después de 120s de exposicion. D) Histograma que muestra una

distribucion de tamafio de 83,2 = 1,7 nm para estas NPs (n=100).
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Figura 4.3. A) y B) Micrografias HRTEM de NPsCo obtenidas sobre el Cl de 0-CD/DT a 60s, C)

Histograma de dispersion de tamafio y D) Analisis EDX donde se detecta la presencia de Co perteneciente

a las NPsCo (K,;= 6,930 keV y K= 7,649 keV). La presencia de Fe y Cr podrian atribuirse a algunas

contaminaciones provocadas por el equipo (material de composicion del detector).

Una compilacion de todos los resultados obtenidos se aprecia en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Resumen de resultados obtenidos por analisis TEM de NPsNi y NPsCo.

CI utilizado  Tiempo de depdsito (s) Diametro de NPs (nm)

NPsNi
a-CD/OA 50 40,4 £ 6,0
a-CD/DDA 50 239+ 0.5
NPsCo CI utilizado  Tiempo de depésito (s) Diametro de NPs (nm)
a-CD/OT 60 4,0+0,3
60 3,0+0,2
a-UD/RT 120 832£17

74




Si bien, la observacidn de particulas no se consigui6 en la totalidad de los CI de
a-CD utilizados, se destaca la exclusiva deteccion de NPsNi sobre CI que poseen
alquilaminas como moléculas huéspedes. Por otra parte, NPsCo fueron visualizadas
mediante microscopia electrdnica solo en fos CI de 0-CD con moléculas huésped
alquiltioles. Estos resultados previos pueden ser fundamentados en el principio de 4cidos
y bases duras y blandas de Pearson, el cual indica que “un 4cido duro se une a una base
dura y un 4cido blando se une a una base blanda” [85], ya que el grupo —NH; es
clasificado como una base dura y el grupo —SH corresponde a una base blanda; a su vez,
los metales Co y Ni son clasificados como 4cidos intermedios donde, el metal Co posee
un mayor carcter de blandura con respecto al Ni [85]. Esto indicaria que a pesar de que
Jos metales Ni y Co pueden unirse covalentemente a grupos como; —SH, -NH; o -
COOH, por su caracter de dcidos intermedios, la unién entre el grupo —SH y Co estaria

favorecida, debido al mayor cardcter blando del Co en comparacion con Ni.

En cuanto a los tamafios de las particulas obtenidas, se establece que no existe un
didmetro similar entre las NPsNi formadas luego de 50 s de exposicién al depdsito del
metal sobre los CI de a-CD/OA y a-CD/DDA, debido probablemente, a la disposicién
azarosa en cada remocién de los cristales, realizada antes de comenzar cada depésito de

10s (en este caso realizada 5 veces, ver Capitulo 2, seccion 2.2.2.1).

Por otro lado, NPsCo adheridas al CI de o-CD/DT presentaron un tamafio de 3 nm
y 84 nm de didmetro cuando se utilizaron tiempos de pulverizacién del metal de 60 s y
120 s, respectivamente. Este resultado serfa indicativo de que mientras mayor sea el

tiempo de deposito del metal, mayor seré el tamafio de las NPs obtenidas sobre los CL
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No obstante, las NPs obtenidas presentan una gran dispersion de tamafio cuando se
realizaron tiempos similares de exposicion de los metales sobre los sustratos
supramoleculares, por lo que fue necesario modificar las condiciones de obtencion para

lograr una menor dispersion de tamafio.

4.3. Optimizacion de la sintesis de NPsNiy NPsCo mediante el método de PCV

Basindose en el mismo principio para la formacién de peliculas delgadas
mediante pulverizacién catddica, parametros como; la presion del gas inerte, la corriente
o potencia utilizada en el equipo, el tiempo de depdsito o la distancia entre el blanco y el
sustrato, pueden ser modificados para la obtencién de materiales nanoestructurados [47,
86]. En el proceso, las particulas se generan en fase gaseosa debido a las colisiones entre
los atomos del material precursor (blanco metdlico), por lo tanto, el proceso de
formacién de NPs puede ser favorecido, ya sea aumentando la distancia entre el blanco y
el sustrato o disminuyendo el recorrido libre medio de los atomos, el cual se define

como:

_ kpxT
= TindiF (10)

Donde,

kg= constante de Boltzmann,
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T = temperatura,
P = presidn, y
d = didmetro atémico del metal pulverizado.

Segiin la Ecuacién (10), un aumento en la presién puede promover la formacién
de NPs, ya que a presiones m4s altas se incrementa la densidad del plasma en la regién
cercana al blanco y se obtiene la termalizacién del plasma, los cuales son procesos
necesarios para que ocurra la sobresaturacién y la nucleacién de los clisters [87]. Por
ejemplo, Pearson y Edelstein han reportado la preparacién de NPs de Silicio entre 5 y
13nm, indicando que generalmente el proceso de formacion de NPs se ve favorecido a
altas presiones de Ar y a mayores distancias entre el blanco y el sustrato [88]. Ashanithi
y col., también han informado que a mayores distancias entre el blanco y el sustrato,
manteniendo constantes parametros como el tiempo de depésito y la corriente utilizada,
se obtienen NPs con una forma y dispersién de tamafio mas homogénea [47].

Por otro lado, Reznickova y col., evaluaron el depdsito de NPsAu a diferentes
tiempos de depdsito y corrientes de descarga, concluyendo que un incremento en estos

parametros provoca un aumento en el tamafio de las NPs obtenidas [89].

Por lo tanto, un ajuste adecuado de los parametros puede jugar un rol fundamental en
la obtenci6n de las NPs deseadas. Con el fin de optimizar el proceso de obtencién de las

NPsNi y NPsCo, su preparacion fue modificada de la siguiente manera:
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i

ii.

iii.

iv,

La corriente de descarga se increment6 desde 20 mA (4,4 W)a25mA (5,5 W),

la separacion entre el blanco (limina de metal pulverizada) y el sustrato

supramolecular se aument6 de 3 a 4 cm,
los tiempos de depdsito fueron aumentados a 120 y240s,y

los sustratos supramoleculares no fueron removidos dentro de la camara cada 10
s para evitar que el metal fuera depositado donde ya existia la formacién de NPs
y de esta manera conseguir una dispersién de tamafio mis homogéneo de las

misimas.

4.4, Caracterizacion de NPsNi y NPsCo obtenidas bajo las nuevas condiciones

mediante PCV

Utilizando estas nuevas condiciones se lograron obtener NPsNi vy NPsCo

adheridas a la mayoria de los CI de a-CD. En las Figuras 4.4 - 4.13 se muestran a

continuacién los resultados de caracterizacién principalmente mediante TEM y HR-

TEM de las NPs.
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Figura 4.4. A1) y A2) Imagenes TEM de NPsNi sintetizadas sobre el CI de -CD/DA durante 120s de
exposicion. El tamario de las particulas es de aproximadamente 5 nm de diametro. Las imagenes TEM B1)
y B2) muestran NPsNi de aproximadamente 7 nm, formadas sobre el CI de «-CD/DDA durante 120s.Las
imagenes C1) y C2) corresponden a micrograafias TEM de NPsNi de aproximadamente 13 nm preparadas

sobre el CI de u-CD/DDA durante 240s.

Las imédgenes de la Figura 4.4 dan cuenta de una limitada visualizacién de las
NPsNi, sin embargo los tamafios observados son homogéneos y muestran una

dependencia con el tiempo de depdsito realizado mediante PCV.
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El alto contenido organico de las muestras dificulta la apreciacion de las NPs,
pero éstas son mayoritariamente encontradas insertas en el material organico

pertenecientes a los CI, tal como se detecta en la Figura 4.5.

I 1Pt a-COVOT 1208
Gauss de Tamaho de Particulas

Humers do parbculs

T & 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tamano de perticulas | nm

Figura 4.5. A) y B) Micrografias TEM de NPsNi obtenidas en el CI de a-CD/OT durante 120s yC)
histograma correspondiente que arroja un diametro promedio de 12,7 + 2,2 nm, pero también una

distribucion maxima a los 10 nm.

Sin embargo, se aprecié una dispersion homogénea de NPsNi sobre el CI de a-
CD/DT, probablemente debido a la mejor solubilizacion del CI en el medio acuoso

utilizado en la preparacion de las muestras para microscopia (ver Figura 4.6).
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Figura 4.6. A) y B) Imagenes TEM de NPsNi obtenidas sobre el CI de «-CD/DT y C) grafico de

distribucién de tamafio que muestra un diametro de 7,9 + 0,5 nm.
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Figura 4.7. Anilisis de EDX realizado en una zona del CI de a-CD/DT donde se encuentran las NPsNi.
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En el analisis mediante EDX de la Figura 4.7, se aprecia la presencia de C yO
pertenecientes al CI de naturaleza organica. El alto porcentaje de S perteneciente al
grupo —SH del huésped, indica la ubicacion en el plano {001}, confirmando que la
presencia de NPsNi se encuentra en ese plano cristalino [77]. La presencia de Ni
perteneciente a las NPsNi es confirmada mediante su deteccion en las energias de

ionizacion caracteristicas K ;= 7,6398 eV y Kpi=8.264 eV.

En los resultados anteriores no se reportaron resultados favorables para la
visualizacion de NPsCo en CI de a-CD y alquilaminas. Utilizando las nuevas
condiciones, fue posible caracterizar NPsCo en el CI de a-CD/DA, tal como se muestra

en la Figura 4.8.

| [ NPsCo en o-CD/DA 120s
L Gauss de Tamano de Particulas

-
o

130+ 06nm

£
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n
S

a

o
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10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
e Tamafic de Particulas (nm)

Figura 4.8. A) Imagen TEM de NPsCo obtenidas luego de 120s de depdsito sobre el CI de a-CD/DA y B)

Histograma de distribucién de tamafio muestra un diametro de 13,0+ 0,6 nm.

Las NPsCo fueron encontradas mayoritariamente en CI de a-CD con huéspedes

alquiltioles. Los resultados son apreciados en las Figuras 4.9, 4.10 y4.11.
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Figura 4.9. Micrografia TEM de NPsCo formadas sobre el CI de ¢-CD/OT después de 120s de exposicién

en el equipo de PCV (A) y que poseen una diametro de 5,4= 0,8nm (B).
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Figura 4.10. A), B) y C) Imagenes TEM de NPsCo obtenidas en el CI de a-CD/OT luego de 240s de

exposicion. D) histograma respectivo que muestra un tamafio de 13,4 £ 1.6 nm de didmetro.
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Figura 4.11. Imagen A) corresponde a una micrografia TEM de NPsCo obtenidas luego de 120s de

exposicion del CI de a-CD/DDT y B) histograma de dipersion de tamafio que muestra un diametro de 7,6

+ 1,1 nm.
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Figura 4.12. Imagen SEM y anlisis EDX realizado sobre las NPsCo adheridas al CI de a-CD/DDT.

En la Figura 4.12, se observa en analisis EDX capturado por un detector

incorporado en el equipo de microscopia SEM. Nuevamente se detecta la presencia de C

84




y O perteneciente al Cl y el alto porcentaje de S perteneciente al grupo —SH del huésped
DDT, indica que las NPsCo se encuentran adheridas al plano cristalino {001}[77]. La
deteccion de Co corresponde a las NPsCo sobre la superficie (Kqy1= 6, 930 keV y K= 7,

649 keV).

Figura 4.13. Micrografia de HRTEM de las NPsCo e inserto la difraccion de electrones.

El patrén de difraccion de electrones inserto en la Figura 4.13, corresponde a la
simulacién obtenida a través del programa Digital Micrograph sobre la imagen de
microscopia de alta resolucién. Los espaciados revelados en el patron de Morié de estas

particulas se pueden apreciar en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Datos de la simulacién de difraccién de electrones para las NPsCo.

d-
. Rec. Pos. Gradosal Grados al .
Spot# eslzz;::;do (1/nm) Spot 1 eje x Amplitad hkl
1 0,2437 3,128 0,00 109,06  238608,81 311
2 0,2860 3,128 60,82 48,24 181265,24 220
3 0.2432 3,155 179,68 -70,62  238608,81 311 j
4 0,2858 3,176 117,93 -133,02  171268,46 200

Los espaciados corresponden a los planos cristalogréficos (311) y (220)
pertenecientes a la estructura cristalina clibica del 6xido de cobalto (I1, III) (Cos30;)

revelando asi la naturaleza de 6xidos de estas NPs [90].

En cuanto a la caracterizacion de NPsNi, no fue posible obtener imagenes de
HRTEM para realizar su patrén de difraccién simulado, debido al alto contenido
organico de las muestras. Sin embargo, se presume que estas particulas también
corresponderfan a 6xidos del metal debido a su naturaleza altamente oxidable y su
tamafio nanométrico. Gen y col, han comprobado la rdpida oxidacién de estos
nanomateriales, producidos mediante pulverizacién catodica debida a que, al disminuir
el tamaiio de grano del Ni depositado, existe una mayor disponibilidad de estos bordes

como sitios de oxidacion [91].

En la Tabla 4.3 se detalla un resumen que incluye los resultados de
nanoparticulas de éxidos de niquel (NPsONi) y nanoparticulas de éxidos de cobalto

{(NPOCo) obtenidas.
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Tabla 4.3. Resumen de resultados para NPsONi y NPsOCo en las nuevas

condiciones.

NPsONi _CI utilizado Tiempo de depésito (s) Didmetro de NPs (nm)

a-CD/OT ' 120  12,7£22 |

| _o-CD/DT 120 7,9+0,5
0-CD/DA 120 T ~5 |

o-CD/DDA 120 ~7
[ 240 j — ~13 ]
NPsOCo _CI utilizado Tiempo de depésito (s) Didmetro de NPs (nm)

0-CD/OT 120 54+£08 |

L 240 134+ 1,6
a-CD/DDT 120 76+1,1 j

| a-CD/DA 120 13,0+ 0,6

Debido a la baja cantidad de NPs observadas por TEM no fue posible realizar un
histograma de dispersion del tamafio para todos los casos (ver Figuras 4.4). Sin

embargo, los tamafios fueron igualmente comparados,

En general, la escasa visualizacién de particulas podria tener relacién con la
modificacién de los parametros utilizados, ya que algunos autores revelan que la
variacién de la potencia puede dar lugar a una competencia entre los efectos resultantes
[86]. Por un lado, el uso de una energia mds alta genera més atomos en el plasma,
potenciando la sobresaturacién. Por otro lado, el uso de una energia més alta puede

elevar la temperatura del plasma, lo que dificulta la termalizacion [88].

Ademas, al aumentar la distancia entre el blanco y el sustrato se favorece la

termalizacion a presiones mds bajas, pero la presién debe ser lo suficientemente alta para
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favorecer la sobresaturacion y proporcionar una densidad suficiente de nicleos para que

se produzca la formacion de NPs [87].

A pesar de que las particulas no se visualizaron en todos los CI utilizados en la
sintesis, las NPsCo se observaron mayoritariamente en los CI formados por a-CD con
alquiltioles debido al mayor caracter de 4cido blando del metal Co comparado con Ni,
tal como ya habia sido mencionado. Las NPsNi también fueron apreciadas en CI de a-

CD con alquiltioles, comprobando asi su naturaleza de 4cidos intermedios.

En la tabla 4.3 se puede apreciar una menor dispersién en los tamafios de NPsNi
y NPsCo obtenidas. Al emplear tiempos de exposicion de 120s y 240s sobre los sustratos
supramoleculares, se registraron tamafios que van desde los 5 hasta los 13 nm de
diametro aproximadamente. La diferencia de tamaiio entre particulas obtenidas luego de
120s y 240s de depésito de los metales en un mismo CI fue de casi el doble,
demostrando que existe una estrecha relacién entre el tiempo de deposito y el didmetro

final que tendrdn las NPs.

4.5. Caracterizacion mediante espectroscopia UV—-visible de NPsONi y NPsOCo

adheridas a Ios compuestos de inclusion

Debido a que las particulas grandes dispersan mas la luz que las particulas
pequefias, cuando una radiacién electromagnética incide sobre las NPs, el efecto que
predomina es el de absorcion por sobre la dispersion de la luz, por lo tanto el espectro de

extincion puede denominarse sencillamente como espectro de absorcion [29].
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Las propiedades 6pticas que presentan las NPs adheridas a la superficie cristalina

de los CI, fueron caracterizadas mediante espectroscopia UV-visible en estado sélido.

Mediante espectroscopia de reflectancia difusa se realizé un seguimiento de la

absorcion que presentaron las particulas a medida que aumentaba el tiempo de depdsito

del metal sobre los CI desde 10 hasta 120s, tal como se muestra en la Figura 4.14, el cual

es representativo de la formacion de particulas sobre todos los CI utilizados en la

sintesis. Los gréficos fueron normalizados debido a la baja intensidad de la absorcién

por el método utilizado.
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Figura 4.14. Seguimiento del espectro de absorcién UV-visible a medida que aumenta el tiempo de

depositacion sobre el sustrato, para NPsONi (A) y NPsOCo (B)

Estos resultados concuerdan con los célculos teéricos realizados por Creighton y

col., utilizando la aproximacion dipolar de la ecuacion de Mie, en el cual se deduce que

para la mayoria de los metales de transicion, excepto Cu, Ag y Au, los valores de la

funcion dieléctrica se encuentran lejos de ser negativos para &, y adquieren valores
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positivos para &;, por lo tanto la absorcién méxima se presenta en las cercanias de los
200 nm de longitud de onda. Como consecuencia, aunque los espectros de estos metales
muestran un fuerte incremento en la absorcién a longitudes de onda muy cortas, el
espectro de absorcion en el rango visible es una curva bastante plana y sin rasgos
distintivos (comparada con la intensidad en la absorcién que presentan los coloides de
Au, por ejemplo). Las absorciones en la region del ultravioleta confirman la coloracién
gris 0 marrén que presentan los coloides de NPs de estos metales [27], coloracién que

también fue apreciada sobre los cristales de CI de a-CD.

Por su parte, Papavilliou y col., atribuyen la débil absorcién de las dispersiones
coloidales de Ni, Co, Pd y Pt a la alta polarizacién del niicleo y/o las transiciones inter-

bandas [29].

Ademds, tal como se pude apreciar en la Figura 4.14, los espectros de absorcién
presentan maximos de absorcién a mayores longitudes de onda, los cuales son atribuidos

a transiciones inter-bandas debido a la rdpida oxidacién de estas particulas.

Especificamente, las NPsONi presentaron varios méximos de absorcién a los 212,
266, 306 y 365 nm. Este ultimo es asociado a la transicién electrénica entre los orbitales

3d® correspondiente al gap de NiO (~3,6eV) [92].

No se descarta la presencia de NPsNi sin oxidar, debido a la absorcién presentada a
212 nm, la cual se ha reportado anteriormente para dispersiones coloidales de NPsNi
[93]. Ademas, en célculos teéricos basados en la teoria de Mie para particulas de 10 nm

en disolucién acuosa, se asigna una absorcion mdxima cercana a los 210 nm y un
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hombro menos pronunciado entre 300 y 400 nm, concordado con los resultados
obtenidos [27]. La presencia de NPsNi sin oxidar puede justificarse debido a Ia rapidez

en la medicién después de realizado el depdsito, no descartando su oxidacién posterior.

Las NPsOCo presentaron dos méximos de absorcion en 282 y 378 nm de longitud
de onda. La absorci6n presente a los 282 nm puede ser atribuida a NPsCo sin oxidar, ya
que coincide con la absorcién entre 200 y 300 nm reportada segiin célculos tedricos
realizados por Creighton y col. para dispersiones de NPs metalicas en solucién acuosa
[27] y también se acerca a la absorbancia presente a 260 nm de longitud de onda,

reportada para NPsCo segtin Su y col. [94].

La leve absorcién ubicada a los 378 nm de longitud de onda puede ser asociada al
comienzo de la oxidacion de estas particulas, debido a las posibles transiciones
electronicas O*” — Co®* y 0% — Co®" [95, 96]. Absorciones a mayores longitudes de
onda (entre 600 y 700 nm [96]) no fueron detectadas en el espectro UV-visible. Esta
ausencia, es atribuida a la débil presencia de NPs de Co304 al inicio de este proceso,
debido a que la medicion de los espectros UV-visible fue realizada a tiempos tempranos,
inmediatamente después del depésito de las NPs mediante PCV. Probablemente la
oxidacion ocurre posteriormente, debido al contacto con el ambiente y a la disolucién

acuosa de estas particulas en una etapa posterior.

Por otro lado, el incremento en la intensidad de la absorcién presentada por las
particulas, es una clara evidencia del aumento en la poblacién de las NPs formadas por

PCV sobre el plano especifico {001} de los CI de a-CD [97].
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Reznickova y col. también han observado un mayor pronunciamiento en la banda
de absorcién que presentan las NPs, a medida que se incrementa el tiempo de

depositacion del metal mediante pulverizacion catédica sobre el sustrato [89].

4.6. Efectos sobre la viabilidad celular de sistemas nanosupramoleculares

Los sistemas nanosupramoleculares formados por CI de a-CD con huéspedes
alquilicos que se encuentran anclados a NPs metélicas, pueden considerarse como
sistemas preliminares en el disefio de nuevos nanotransportadores. La combinacion del
alcance supramolecular que otorgan las CD, ademds de su alta solubilidad en medios
acuosos y su naturaleza inocua [8], con las interesantes propiedades fisicas y quimicas
que presentan las NPs metilicas, pueden abrir un gran campo de aplicaciones en
farmacologia, especificamente en la entrega de drogas [98]. La inclusién de drogas de
interés biol6gico dentro de matrices de CD unidos a NPs metslicas, podria dar lugar a

sistemas nanosupramoleculares con potenciales aplicaciones en esta drea,

Una futura utilizacién de nanodispositivos con aplicaciones biotecnélogicas
requiere de una evaluacion preliminar toxicologica. Factores como el tipo de
funcionalizacién de las NPs, los agentes estabilizantes, los parametros fisicoquimicos de
las NPs (diametro, forma, carga superficial, etc.), condiciones de incubacién (tiempo y
concentracién), tipo de células utilizadas, tipo de ensayo toxicolégico y posibles

interferencias de las NPs en la lectura del ensayo, vuelven complicada la evaluacién de
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la toxicidad producida por las NPs y la comparacién de los resultados con otros

encontrados en la literatura [99, 100].

Los resultados que se muestran a continuacién, corresponden a ensayos
colorimétricos de viabilidad celular desarrollados con los reactivos MTT o MTS, los
cuales son reducidos por células metabdlicamente activas al compuesto coloreado
formazan, indicando de manera indirecta la viabilidad celular [101]. Este ensayo ha sido
ampliamente utilizado para evaluar la citotoxicidad de diferentes nanomateriales como;
NPs de quitosano [102], NPsAu [103], NPsAg [104], NPs de Fe,0; [105], “Quantum

Dots” de CdTe [106], entre otras.

En general, el ensayo de MTT y el resto de los ensayos utilizados en toxicologia

han debido adecuarse para la medicion de los distintos nanomateriales.

Investigadores han sefialado que algunos nanomateriales pueden interferir en
ensayos como el de MTT, dando resultados erréneos. Worle-Knirsch y col., sefialaron
que nanotubos de carbono interactiian con los cristales de formazan formados después
de la reduccion de MTT y como consecuencia, estos cristales no pueden ser
solubilizados en 2-propanol / HCl, SDS, o acetona, de manera que no logran ser
detectados mediante espectrofomometria, registrando falsas disminuciones de la
viabilidad celular [107]. Por otra parte, debido a sus propiedades dpticas, las NPs
presentes en o sobre el cultivo celular pueden influir directamente en la lectura
espectrofotométrica mediante el aumento de la absorcién de la luz, como ya ha sido

demostrado para NPs de titanato de sodio [108].
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Para NPsONi y NPsOCo anteriormente se observé que presentan méximos de
absorcion entre 200 y 400 nm de longitud de onda, por lo que no constituyen un
interferente en la medicion de la absorbancia presentada por el compuesto formazan el
cual serd medido a 490 y 560 nm (para la reduccién de MTS y MTT, respectivamente).
Ademss, para descartar falsos negativos o positivos, se midié la absorbancia del
estimulo (las NPs funcionalizadas con los CI) sobre el medio de cultivo sin células,

registrando sélo la absorbancia de MTT o MTS sin reaccionar.

Todos los ensayos fueron realizados sobre la linea celular SH-SY5Y,
direccionando esta investigacién a posibles aplicaciones en enfermedades neuronales

como lo es el mal de Alzhéimer.

4.6.1. Evaluacion de la viabilidad celular frente a los CI de a-CD

La citotoxicidad de los nanomateriales también puede ser causada por las
I
moléculas estabilizantes que cubren la superficie de los nanomateriales, y no por la

propia particula nanocristalina [109].

Ante la posibilidad de una disminucién en la viabilidad celular asociada a Ia
toxicidad que pudiesen presentar los CI de a-CD, los primeros ensayos realizados fueron
la evaluacién de la citotoxicidad presentada por un CI con un huésped alquiltiol (-
CD/OT) y un CI formado por un huésped alquilamina (a-CD/DDA). La eleccién de
estos compuestos surge de la posibilidad de que sean mds estables en solucién acuosa

debido a que presentaron un mayor porcentaje de rendimiento (ver Tabla 3.3).
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Los andlisis de viabilidad celular en los que fue evaluado el efecto provocado por

los CI de 0-CD/OT y a-CD/DDA, son presentados en la Figura 4.15.

A Cl de a-CD/OT B Cl de a-CD/DDA
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Figura 4.15. Gréficos dosis-respuesta que indican la viabilidad celular al evaluar los CI de a-CD/OT (A)
y a-CD/DDA (B) con un n=12,

Las concentraciones de CI analizadas corresponden a las mismas concentraciones
que contendran las muestras de CI con NPs. cuyos resultados se mostraran

posteriormente.

En la Figura 4.15.A, las concentraciones de CI de a-CD/OT evaluadas 4,8x10*
mol/L — 1,2 x 10 mol/L), no indujeron muerte celular, presentando porcentajes de

viabilidad cercanos al 100%. En cambio, una drastica disminucion de la viabilidad
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celular fue detectada al aplicar concentraciones mayores a 1,6 x 10 mol/L del CI de a-

CD/DDA (Figura 4.15.B).

A diferencia de las concentraciones de a-CD/DDA que causaron una mayor
muerte celular, concentraciones mayores a 1,6 x 10™ mol/L del CI de u-CD/OT no
provocaron una disminucién en la viabilidad celular, por lo que se presume que los CI
de a-CD con moléculas huésped alquiltioles producirian una menor toxicidad frente a la

linea celular, en comparacion con los CI de a-CD que contienen alquilaminas.

Este fenémeno podria estar asociado a la conjeturada menor estabilidad en
solucién que poseen los CI de a-CD con huéspedes alquilaminas, debido a una menor
asociacién matriz-huésped, permitiendo la salida del huésped desde la matriz y causando
una mayor citotoxicidad. La toxicidad provocada por las moléculas alquilaminas puede
deberse a su carga positiva en medio acuoso, lo que podrfa dar origen a una perforaci6n
de poros en las membranas bioldgicas, tal como actdan las moléculas de

cetiltrimetilamonio [110].

En base a estos resultados, y que NPsONi y NPsOCo fueron obtenidasen CI de
a-CD con alquiltioles como huéspedes, sin aparente agregacién y con una homogénea
dispersién de tamafio alrededor de 8 nm de dismetro (ver Figura 4.6 y 4.11), estos
sistemas nanosupramoleculares fueron seleccionados para la evaluacién de
citotoxicidad. Un esquema de estos sistemas nanosupramoleculares en disolucién acuosa

puede apreciarse en la Figura 4.16.
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Figura 4.16. Representacion esquematica de las NPsOCo o NPsONi estabilizadas con el CI de a-CD en
disolucidn acuosa.

La concentracion de los metales de Ni y Co en cada uno de los CI utilizados, fue
determinada previamente mediante ICP-MS. En la Tabla 4.4 se expresa la cantidad de

metal por gramo de CI.

Tabla 4.4. Analisis de cuantificacion de metales.

CI Metal Tiempo de deposito por PCV (s) Concentracion (pg/g)
a-CD/DT Ni 120 85,0
a-CD/DDT  Co 120 70.4

A partir de estos datos, fueron calculadas las concentraciones molares de los

metales en cada CI para su evaluacion de citotoxicidad.

Las concentraciones de Ni y Co que fueron evaluadas son inferiores a 1 x 10™

mol/LL o 1 pg/mL debido a que, estudios de citotoxicidad encontrados en literatura
indican que a concentraciones mayores de estos metales, el porcentaje de viabilidad
celular decae drasticamente [111, 112].
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Figura 4.17. Graficos dosis-respuesta que indica la viabilidad celular para las NPsONi sobre CI de a-

CD/DT (A) y NPsOCo sobre a-CD/DDT (B) con un n=12.

En la Figura 4.17, se aprecia una disminucion de la viabilidad celular conforme

la concentracion de los metales aumenta.

En la evaluacion de NPONI se evidencia claramente que a concentraciones de Ni
mayores que 2 x 10 mol/L, la viabilidad disminuye considerablemente al 10% (Figura
4.17A). Para las NPsOCo, la disminucion de la viabilidad ocurre de manera paulatina y
s6lo comienza a tener una toxicidad considerable (menor al 50%) después de 5 x 107

mol/L de Co (Figura 4.17B).

Los resultados muestran una menor citotoxicidad de las NPsOCo frente a la linea

celular SH-SYSY, comparado con la citotoxicidad provocada por las NPsONi,
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considerando que las muestras que contenian NPsOCo fueron evaluadas en un rango

mayor de concentraciones.

Estos resultados coinciden con los informados por Lanone y col. En base a
resultados obtenidos por dos laboratorios de investigacion, aplicados sobre dos lineas de
células pulmonares humanas (A549 y THP-1), ellos indicaron que para particulas de
aproximadamente 50 nm de didmetro, las NPsONi provocan una mtayor citotoxicidad

que las NPsOCo [112].

Sin embargo, es dificil deducir la causal de la mayor toxicidad provocada por las
NPsONi debido a la gran diversidad de pardmetros a considerar, y a que no se conoce la
composicién mayoritaria de estos 6xidos, los cuales podrian corresponder a NPs de NiO

6 NizOs.

Reportes de evaluacién toxicolégica utilizando modelos tedricos y experimentos
in vitro e in vivo de NPs de éxidos de metales de transicion sobre lineas celulares de
tejidos pulmonares, han revelado que NPsOCo provocan efectos toxicos similares a las
NPsONi, destacando entre ellas la elevada citotoxicidad provocada por NPs de Co3Oy4
debido a la mayor generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en

inglés) [113-116].

La generacién de ROS en cultivos celulares, es un fendmeno bastante comin,
que puede darse por la presencia de metales como Fe, Co y Ni, los que desencadenan la
reaccién de Fenton que conlleva a la formacion del radical hidroxilo [117]. En general,

cuando las células son expuestas a efectos externos como la accién de patdgenos o calor,
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se generan moléculas que contienen oxigeno quimicamente activo. Estas especies ROS
pueden ser del tipo radicalarias y no radicalarias. La mayoria de las células poseen
mecanismos de defensa para neutralizar una cierta cantidad de especies ROS, pero
cnando el aumento de las ROS es demasiado alto, las células son propensas a sufrir

diversos efectos negativos [99].

Variados reportes han establecido que la energia de band gap de NPs de 6xidos
de metales de transicion, podria explicar la generacion del estrés oxidativo cuando estas
particulas entran en contacto con las células. Si la energia de la banda de valencia y de
conduccién del xido son comparables con el potencial redox celular (correspondiente a
las reacciones bioldgicas que se producen dentro de las células y que varia de -4,12 a-
4,84 eV), entonces los electrones se pueden transferir y el oxido actia como un
catalizador o como un donante o aceptor de electrones. El resultado global es el
desequilibrio del sistema redox celular, provocando la disminucién de antioxidantes y/o
un aumento en la produccién de ROS, lo que se traduce en respuestas inflamatorias y
citotoxicas [113-116].

Entre las particulas que presentan una energia de banda de conduccién necesaria
para que ocurra esta transferencia electronica estin las NPs de: NizO; (-4,31 V), CoO (-
4,42 eV) y Coz04 (-4,59 V). Las NPs de NiO presentan una energfa de banda de
conduccién de -3,57 eV. Esta prediccion coincide con resultados experimentales que
muestran una alta toxicidad para las especies Co0304, CoO, Ni;O3, pero una baja

toxicidad para NiO frente a lineas celulares pulmonares [113].
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Por otro lado, otro factor que podria estar involucrado en los efectos toxicos
visualizados en el analisis anterior, es la gran cantidad de CI sin NPs adheridas que se
encuentra en suspension, para lo cual se desarroll6 una metodologfa para la purificacion

de los sistemas nanosupramoleculares.

4.6.2. Purificacion de los sistemas nanosupramoleculares, NPsNi-a-CD/DT y NPsCo-

a-CD/DDT.

Desde la sintesis de Ias nanoparticulas metdlicas mediante PCV sobre los CI, se
tiene cierta cantidad del CI que no posee NPs adheridas a su superficie debido a la
naturaleza aleatoria del método. Por este motivo, se realizd un proceso de purificacion
de los sistemas nanosupramoleculares mediante dialisis a través de membrana, para

retirar el exceso de CI que no posee NPs (ver Capitulo 2, Metodologia 2.2.2.5).

Desde este estudio en adelante, en los ensayos de viabildad celular se utilizo el
reactivo MTS, el cual es reducido a un compuesto formazén que es soluble en medio

acuoso.

La evaluacién de los sistemas nanosupramoleculares purificados luego de 4 dias
de dialisis, se presentan en la Figura 4.18. Las concentraciones de los metales Niy Co en
esta evaluacidn, son mayores a las que resultaron toxicas en el analisis anterior, para

evaluar el efecto luego del procedimiento de purificacion.
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Figura 4.18. Grificos dosis-respuesta que indican la viabilidad presentada al aplicar los sistemas
nanosupramoleculares purificados A) NPsONi-a-CD/DT y B) NPsOCo-a-CD/DDT sobre el cultivo
celular SH-SYS5Y (n=9).

En la Figura 4.18 A, no se aprecia una disminucion de la viabilidad celular con
respecto al control positivo para concentraciones de Ni que van desde 3.7 x 10°mol/L a
9,3 x 107 mol/L. Al comparar esta evaluacién con los resultados anteriores, se verfica
claramente una disminucién en los efectos citotoxicos provocados por estos sistemas

nanosupramoleculares luego de la purificacion.

Sin embargo, las NPsOCo luego de la purificacion, provocaron una mayor
muerte celular, llegando a un porcentaje de viabilidad celular cercano al 25% (Figura
4.18 B). Probablemente, la mayor muerte celular tenga relacion con la oxidacion total de

las particulas a Co304, las cuales inducen estrés oxidativo.
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Con el fin de disminuir la citotoxicidad presentada por estos sistemas, se realizd
un recubrimiento de las NPs metalicas ya funcionalizadas con los CI, con el péptido
CLPFFD, donde el grupo —SH del residuo de cisteina interactitan con la superficie de las

NPsOCo y NPsONi.

4.6.3. Funcionalizacién de sistemas supramoleculares NPsONi-o-CD/DT y NPsOCo-

a-CD/DDT con el péptido CLPFFD

El péptido LPFFD, disefiado por Soto y col., posee una secuencia similar al
centro hidrofébico del péptido PB-amiloide de 42 aminodcidos (APi42), el cual
corresponde al dominio entre los aminodcidos 17-20 de la estructura peptidica [118].
Estudios han revelado que el péptido APi4 es un componente mayoritario de los
agregados insolubles presentes en placas amiloides extracelulares y alrededor de las
paredes de los vasos sanguineos cerebrales de personas que padecen la enfermedad de

Alzhéimer [119].

El péptido LPFFD fue creado como disruptor de Ja estructura de sabana beta del
péptido amiloide, pero en bajas concentraciones, es un reconocedor selectivo del péptido
APi.42. Al agregar un residuo de cisteina (C) a la secuencia del péptido LPFFD, es
posible la funcionalizacién de nanoparticulas metélicas a través de la interaccion entre el
grupo —SH del residuo de cisteina y la superficie de la NP metélica [38, 120]. Esta
estrategia represen.ta una posible herramienta para crear sistemas que permitan la llegada

de dispositivos hacia el cerebro como posible terapia para esta enfermedad.
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La funcionalzacién de NPs inorgénicas con biomoléculas es ya un método
ampliamente utilizado para generar materiales hibridos que se pueden utilizar para dejar
interactiar especificamente a las NPs con los sistemas biologicos. Con el fin de mejorar
la estabilidad de las particulas, las moléculas de ligando en la superficie pueden ser
intercambiadas por otros que posiblemente puedan proporcionar nuevas propiedades o
funcionalidades a las particulas. En la mayoria de los casos, las molécula de ligando
entrante se une mas fuertemente a la superficie de las NPs inorganicas [121]. En esta
oportunidad, se adhirié a la superficie de las NPs, el péptido CLPFFD que posee un
grupo —SH con las mismas posibilidades de funcionalizacién que el CI de a-CD con
moléculas alquiltioles, por lo que se supone un sistema bifuncionalizado tal como se

aprecia en la Figura 4.19.

Figura 4.19. Esquema de la superficie de la nanoparticula funcionalizada con el Cl y el péptido CLPFFD

(No a escala).
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Luego de la funcionalizacién con el péptido CLPFFD, se realizo un proceso de
purificacién mediante dilisis a través de membrana para eliminar el exceso de Cl y de

péptido no adherido a la superficie de las NPs (ver Capitulo 2, Metodologia 2.2.2.7).

Para estimar la cantidad de péptido unido a Ia superficie de las NPs se realizo un

analisis de aminodcidos (Aaa) de las muestras (ver Anexo I, Figuras S17 y S18).

A partir del procedimiento descrito y la ecuacién (6) (ver Capitulo 2,
Metodologia 2.2.2.8), fue calculada la concentracién del péptido CLPFFD. Las
concentraciones molares de NPs utilizadas en el Aaa, fueron determinadas por la
ecuacién (8) utilizando las densidades y las masas moleculares promedio de cada oxido
del metal. El nimero aproximado de moléculas de péptido por NPs fue calculado
sencillamente mediante la division de Ia concentracién de NPs por la concentracion de

péptido determinada en el anlisis. Los resultados se aprecian en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Resultados de analisis de aminoacidos para los sustratos supramoleculares
funcionalizados.

Didmetro Concentracion Concentracion Concentracion N° de

N;&f:l de NPs de metal de NPs del péptido péptido
(nm) [zmol/L] [umol/L] [pmol/L] por NP
| Co 7,9 +0,5 11,9 0,0048 4,5 948 |
Ni 7.6 0,4 14,5 0,0196 17,7 902
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w 4.6.4. Evaluacion de citotoxicidad de NPsONi y NPsOCo funcionalizadas con los

compuestos de inclusion y el péptido CLPFFD

Los porcentajes de viabilidad celular obtenidos al exponer al cultivo celular a las

NPs bifuncionalizadas se muestran en la Figura 4.20.
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Figura 4.20. Gréficos dosis-respuesta para evaluacion de la citotoxicidad presentada por; A) NPsONi
funcionalizadas con el CI de a-CD/DT vy el péptido CLPFFD y B) NPsOCo funcionalizadas con el Cl de

4-CD/DDT y el péptido CLPFFD (n = 9).

Los nuevos sistemas formados por las NPs bifuncionalizadas casi no provocan
muerte celular en los rangos de concentraciones de los metales evaluadas.
Destacablemente, para las NPsOCo que se encuentran funcionalizadas con el CI de a-
CD/DDT vy el péptidlo CLPFFD, se aprecia un alto porcentaje de viabilidad celular
presentando una diferencia notable con los resultados presentados anteriormemente en la
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Figura 4.18 B donde, a concentraciones mayores que 1,3 x 10" mol/L existe una dréstica

disminucion de la viabilidad celular,

Es importante mencionar que los resultados entregados son preliminares, por lo
cual se hace necesario una caracterizacion mds detallada incluyendo otros tipos de
ensayos citotoxicologicos [122]. Estos resultados iniciales de viabilidad celular
realizados in vifro, abren interesantes espectativas para la utilizacién de sistemas
nanosupramoleculares formados por CI de CD unidos a NPs metélicas para aplicaciones
biomédicas. Tanto, €l uso de CI de CD como del péptido CLPFFD, contribuyeron a
disminuir la citotoxicidad que presentan estos sistemas. Ademads, la funcionalizacidn
adicional de los nanomateriales con moléculas bioldgicas como péptidos, permiten la
estabilizacién de los nanomateriales y a su vez, ayudan a dirigirlos a los blancos

terapéuticos.
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CAPITULO 5

Resultados y Discusiones

“Nanodecoracion de Compuestos de Inclusion de

a-Ciclodextrina con nanobarras y nanoparticulas de oro”
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3.1. Ordenamiento de nanoparticulas sobre superficies cristalinas

La adsorcién selectiva de NPs metalicas sobre superficies sélidas es una técnica
valiosa para la fabricacién de dispositivos [123], y se utiliza debido a que las NPs
metdlicas poseen Unicas propiedades dpticas, electrénicas, cataliticas, ete., que pueden
ser potenciadas a través del ensamblaje, en un enfoque de “abajo hacia arriba”, para la

creacion de dispositivos de tamafio nanométrico [124].

En el grupo de investigacion de Moore, se ha reportado la cobertura de
microcristales inorgdnicos con NPs, El proceso ocurre directamente por co-precipitacion
a partir de una dispersién de NPs y de los iones o moléculas pequefias que, en un
mecanismo ascendente de auto-ensamblaje, forman los microcristales cubiertos [125].
Este proceso se ha denominado “autoensamblaje mediado por una red cristalina”
(CLAMS, por sus siglas en inglés). Una imagen que describe el proceso se aprecia en la

Figura 5.1.

{Adlcidngota a gota
conagitacidn)

Mezclaacuosa de
nanoparticulasy
co-precipitantes

{Disalvente
miscibleen agua)

Microcristales
cubiertoscon
nanoparticulas

Figura 5.1. Esquema que describe el proceso de preparacion de cristales cubiertas con

nanoparticulas. (Adaptado de la referencia [125])

109




Este procediminto ha sido utilizado paraobtener cristales inorgénicos cubiertos por
NPs y ordenados sobre superficies, donde es posible medir sus propiedades de

conduccién eléctrica para potenciales usos en la fabricacién de dispositivos [126].

Por otra parte el grupo de investigacién de Sada, ha introducido un nuevo concepto
de “decoracion selectiva” para cristales orgdnicos. Los autores afirmaron que la
supetficie de los cristales individuales organicos podria otorgar mayor versatilidad que
las de cristales inorgénicos, dando la oportunidad de explorar una amplia variedad de

materiales con propiedades anisétropas. [124, 127, 128].

Estos autores han reportado la decoracién selectiva de un monocristal organico
hexagonal de L-cisteina con NPsAu. El depésito de las NPsAu ocurre en los planos
cristalinos {001} o {001} mediante interacciones electrostiticas gracias al mayor

cardcter polar de estos planos cristalograficos [124].

En un trabajo reciente de nuestro grupo de investigacién, se ha demostrado que
NPsAu estabilizadas en citrato de sodio, pueden ser depositadas en un plano cristalino
preferencial {001} del CI de a-CD/OT [129]. La superficie funcionalizada del CI de CD,
en donde los grupos funcionales de las moléculas huésped se exponen en el plano
cristalino {001}, puede interactuar directamente con las NPs metalicas, desplazando a
las moléculas surfactantes de la superficie de Ias particulas. Las particulas son
quemisorbidas sobre la superficie funcionalizada con grupos —SH, de manera que este
proceso puede ser utilizado para inmovilizar diferentes nanoestructuras, tales como NPs

y NBs.
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En este capitulo, cristales de CI de a-CD con huéspedes alquiltioles fueron
nanodecorados con NPsAu y NBsAu estabilizadas en CTAB (bromurc de
cetiltrimetilamonio). Los experimentos y andlisis revelan que las nanoestructuras de oro
son quemisorbidas preferencialmente sobre el plano cristalino {001} de! CI, debido a Ia
interaccién producida entre los grupos —SH de las moléculas huésped y las

nanoestructuras [77].

5.2. Nanoparticulas y nanobarras de oro estabilizadas en bromuro de

cetiltrimetilamonio

Las NPsAu y NBsAu, fueron sintetizadas a través del método de sintesis quimica
de “crecimiento mediado por niicleos”, el cual consta de dos etapas, La primera etapa
corresponde a la formaci6n de los “nicleos de crecimiento” que posteriormente, (en una
segunda etapa) son afiadidos a una “solucién de crecimiento™ que permite la nucleacién

y formacion final de las nanoestructuras metélicas.

En la sintesis de NPsAu, el proceso comienza con la reduccién del precursor
HAuCly, mediante la adicién de NaBIl, en una solucién acuosa de CTAB, dando origen
a la formacién de pequefias NPsAu < 4nm de didmetro, los cuales actuardn como

niicleos de crecimiento [64].

En la preparacion de la solucién de crecimiento, el color amarillo-anaranjado de 1a
sal de oro en la solucién acuosa de CTAB desaparece al afiadir la solucién de cido

- . + . - + - ] [
ascorbico, lo que indica la reduccién de Au™ a Ay, segln los potenciales de reduccion
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Elautziaut = 0,80 V ¥ E%ccombatoic. ascombico = 0,13 V. En Ia solucién de crecimiento se
inhibe una nueva nucleacién y formacion de nticleos al utilizar un agente reductor suave
r e r . sy +
como el dcido ascérbico, el cual produce solamente la reduccion final de Au™ a Au’en

presencia de los nicleos de crecimiento [130].

En la preparacion de NBsAu, el procedimiento difiere del descrito anteriomente,
por la afiadidura de una solucién de AgNO; a la solucién de crecimiento. El mecanismo
a través del cual los iones Ag" modifican la forma final de los nanomateriales afin no ha

sido totaimente esclarecido.

Nikoobakht y El-Sayed, proponen la formacién de un templado creado por las
moléculas del surfactante CTAB. En la solucién de crecimiento se encuentran presentes
iones de oro y plata, de los cuales, sélo son reducidos los iones de oro por la adicion de
acido ascérbico, debido a que los iones de plata sélo son reducidos a pH bésico cuando
el sistema se encuentra a temperatura ambiente. Los iones Ag" interactiian con los
grupos polares del tensioactivo formando pares Ag-Br. La disminuci6n de la densidad de
carga de los iones de bromuro, y por lo tanto, la repulsién entre los grupos vecinos —
NH;" de las moléculas de CTAB sobre la superficie del oro, conducen a la formacién de
una “plantilla de elongacion”. Esta propuesta est4 apoyada por la mayor afinidad de las
moléculas de CTAB por los planos laterales (mas reactivos) en comparacién con los

planos del borde final de las NBs [64].

Por otro lado, Murphy y col., proponen la formacién de AgBr adsorbido sobre los

planos cristalinos laterales restringiendo asi el crecimiento de la nanoestructura a la
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forma de barra. Ademis, se propone la formacién de una bicapa de moléculas de CTAB,
la cual ayuda a mantener la direccion del crecimiento, deteniendo la reduccion de oro e
induciendo el crecimiento cristalino de las NBs, al limitar la tasa de interaccion de los

iones de oro y el dcido ascorbico con los nucleos de crecimiento [131, 132].

3.2.1. Caracterizacion de las nanoestructuras de oro mediante microscopia electronica
La microscopia electronica ha sido una herramienta (til en la caracterizacion
estructural de las NBsAu, para confirmar los mecanismos de formacion propuestos [40].
El tamafio, la morfologia y la naturaleza cristalina de las nanoestructuras de oro
estabilizadas en CTAB obtenidas fueron caracterizadas mediante microscopia TEM y

HRTEM.

2 4 & L]
Relacién de aspecio

Figura 5.2. (A) y (B) Micrografias TEM de NBsAu estabilizadas en CTAB y (C) histograma realizado

segun la relacion de aspecto (largo/ancho) con un promedio de 3,9 + 0.5.
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Las imagenes de TEM de la F igura 5.2, revelan la homogeneidad en forma y baja
dispersién de tamafio que presentan las NBsAu. El promedio de tamafio estimado para

estas nanoestructuras es de 43 + 2 nm de largo y 11 + 0,6 nm de ancho.

Figura 5.3.Micrografia HTEM de una NBsAu. Inserto en la parte inferior derecha se encuentra el patrén

de difraccion de electrones simulado.

La Figura 5.3 muestra la imagen HRTEM de una NBsAu, en la cual se aprecia el
patron de difraccion de electrones simulado mediante el programa computacional
“Digital Micrograph”

» luego de la FFT realizada sobre la micrografia (ver Capitulo 2,

Metodologia 2.2.3.2). Los espaciados correspondientes se presentan en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Datos del patrén de difraccion simulado realizado sobre la micrografia de las

NBsAu,
d-espaciado Rec. Pos. Grados Grados .

Spott (Il)lm) (I/nm) alSpotl  alejex Amplitud hkl

| 1 0,1458 6,857 0,00 53,24 159030,14 220 |
2 0,2359 4,239 35,20 18,04  229496,01 111

. 3 ; 0,2029 4,928 89,09 -3585  111226,59 200 |
4 0,2362 4,234 143,90 90,66  281438,53 111

[ 5 0,1456 6,867 17948 <126,24 59030,14 220 |
6 0,2369 4,220 14535  -161,41 22949601 111

[ 7 0,2046 4,887 91,11 144,35 111226,59 200 |
8 0,2388 4,188 35,57 88,81 281438,53 111

[ 9 0,1196 8,364 36,08 89,32 44675,67 311 |
10 0,1185 8,441 143,56 -90,32 44675,67 311

Los espaciados obtenidos del patrén de difraccion simulado, corresponden a los

planos cristalinos caracteristicos de una celda tipo ciibica centrada en las caras {fce, por

sus siglas en inglés) para el oro metilico [133]. Sin embargo, las imdgenes TEM no

revelan directamente la forma de la seccién transversal de las NBsAu.
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Figura 5.4. Micrografia HRTEM que muestra las orientaciones de las NBsAu-CTAB sobre la grilla
de microscopia. Un aumento de la imagen en cada NBs muestra la observacién predominante de los

planos (111) y (200).

En la Figura 5.4, se observan las dos orientaciones para las NBsAu sobre la grilla de
microscopia, las cuales fueron apreciadas repetidamente en la totalidad de la muestra.
Liu y col., han reportado orientaciones [011] y [001] vistas por HRTEM de NBsAu-
CTARB sintetizadas mediante el crecimiento mediado por nucleos en presencia de Ag'.
Estas orientaciones confirman que los planos laterales de las NBsAu deberian
corresponder a los planos {110} y {100} [134]. Por lo tanto, la estructura que tendrian

las NBsAu seria exactamente la misma que ha sido reportada para las NBsAu
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sintetizadas electroquimicamente por Murphy y col., quienes mediante estudios de
HRTEM han reportado que la estructura crece en direccion [110] con una seccién
transversal correspondiente a un pentagono. Los extremos de la barra son cerrados por 5
planos triangulares asignados como {111}, mientras que los laterales corresponden a los

planos {100} 6 {110} si se presentan truncamientos (ver Figura 5.5) [135].

[110]

{100} 6 {110}

{111}

Figura 5.5. Dibujo de la estructura cristalina de una NBsAu. Adaptado de la referencia [135]

Sin embargo, las imigenes de HRTEM analizadas no mostraron defectos
cristalinos, apreciando en cada difraccion de electrones simulada, los planos
correspondientes a una estructura de celda fec (ver Figura 5.3) con una presencia
predominante del plano (111) correspondiente al espaciado de 0,235 nm, y el plano

(200) asignado al espaciamiento de 0,204 nm (ver Figura 5.4).

Liu y col. han indicado que la estructura final de las NBsAu depende de la

estructura que presentan los nicleos de crecimiento. Los nucleos preparados con CTAB

117




formaran NBsAu monocristalinas y si los nucleos son estabilizados con citrato, éstas

presentaran una seccion transversal pentagonal [134].

Garg y col., han propuesto un mecanismo de crecimiento y formacion de NBsAu,
basandose en la importancia de tener una alta concentracion de iones Br~ en solucion

[136].

Los resultados experimentales revelan que las NBsAu pueden formarse incluso a
concentraciones menores que la concentracion micelar critica (CMC) de CTAB al
agregar NaBr aumentando asi la concentracion de iones Br en solucion, los cuales
Juegan un rol importante en la formacién de la estructura monocristalina de los nticleos
de crecimiento, determinando la estructura final de la NB. Un esquema de esta propuesta

se observa en la Figura 5.6.

Vista del borde: (100}

<001>

(111 <110>

Nanobarras de Au
monocristalinas

Nucleos de Au
monocristalinos

Figura 5.6. Esquema del mecanismo propuesto por Garg y col., para la formacién de las NBsAu.

Tomado y adaptado de la referencia [136].
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Segin el modelo propuesto (ver Figura 5.6) las caras laterales corresponden a cuatro
planos {111} y dos planos {100} debido al truncamiento longitudinal. EI crecimiento de
las NBsAu ocurre en la direccion [110], la cual es mas favorable energéticamente que

las direcciones [100] 6 [111] [136].

El mecanismo propuesto por Garg y col., confirma Ia presencia mayoritaria de los

Planos (111) y (200) encontrados mediante la caracterizacion por HRTEM.

Este mecanismo no descarta el importante rol que cumple la formacién de Ia bicapa
de moléculas de CTAB y la interaccién de los iones Ag’ con los planos laterales de las
NBsAu, pero confirma que la presencia de iones Br” también es un factor relevante en Ia
formacién de NBsAu monocristalinas, al participar en la generacién de “micleos de
crecimiento” con forma octaédrica y al adsorberse también en los planos {111} y {100}

permitiendo la elongacién en la direccién [110] [136].

Por otro lado, las NPsAu-CTAB que fueron utilizadas en la nanodecoracién de
superficies cristalinas de CI de a-CD, también fueron caracterizadas mediante

microscopia.

Las imigenes visualizadas por TEM revelan una forma esférica homogénea
verificada en toda la muestra. Estas particulas presentaron una baja dispersién de tamafio

con un didmetro promedio de 12,4 +: 0,9 um, tal como se aprecia en la Figura 5.7.
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Figura 5.7. A) y B) Micrografias TEM de las NPsAu-CTAB. C) histograma que muestra la
dispersion de tamaiio.

(200)

Figura 5.8. Micrografia TEM de NPsAu-CTAB. Insertos en la imagen se muestran los patrones de

difraccion de electrones simulados.
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La Figura 5.8 corresponde a una micrografia HRTEM de las NPsAu estabilizadas
en CTAB. Los insertos en la imagen pertenecen a los patrones de difraccién simulados
obtenidos sobre los patrones de Moiré de cada particula en la micrografia. Los datos

calculados por el programa de simulaci6n se presentan en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Datos de los patrones de difraccitn de electrones simulados para las NPsAu.

Spoth d-espaciade  Rec. Pos. Gradosal Grados al Amplitud hkl

(nm) (1/nm) Spot 1 eje X

| 1 0,1410 7,093 0,00 60,68 7978,93 220 |
2 0,1248 8,015 3,66 64,34 6535,54 311

[ 3 0,441 6,938 25,49 86,17 '8717,52 ZZOJ
4 0,2042 4,897 70,92 131,60 50414,67 200

N 0,2007 4,983 19,55 41,13 _ 38901,80 200 |
6 0,1998 5,005 108,87 -48,19 50414.67 200

[ 7 0,1423 7,029 153,29 -92,61 8717,52 220 |
8 0,1245 8,032 175,38 -114,70 6535,54 311

BE 0,1404 7,122 178,95 -118,27 797893 220 |
10 0,2015 4,964 161,39 -137,93  38901,80 200

- d d Rec. P Grados al Grad .

-espaciado ec. Pos. rados a rados al .

Spot# (I;m) Wy Spot1 ojex Amplitud  hKl
[1 0,2371 4218 0,00 37,61 231095,08 11|
2 0,2125 4,705 111,49 -73,87 135980,65 200
[ 3 0,2376 4,209 178,58 -140,97 231095,08 111 |
4 0,2133 4,687 70,85 108,46 53481,04 200

Los espaciados cristalinos encontrados corresponden a los planos caracteristicos

presentes en la estructura cristalina de celda fce del oro [133].

121




Para la gran mayoria de las imdgenes analizadas que fueron escogidas al azar, los
planos cristalinos con una difraccién mds intensa y frecuentemente visualizados fueron

los planos (111) y (200).

Wang y col., han reportado que cristalograficamente las NPsAu presentan
generalmente dos tipos de estructuras mds estables; una forma poliédrica de octaedro
truncado, donde se aprecia la presencia de los planos {111} y {100}, y una decaédrica
formada por la unién de los planos {111} [137]. Por lo tanto, se deduce que las muestras
prepall'adas bajo este método presentan generalmente una forma de octaedro truncado,

exponiendo los planos (111) y (200).

5.2.2. Andlisis de espectrofotometria UV -visible de nanoparticulas y nanobarras de

oro

Las técnicas espectroscopicas son una herramienta 0til en la caracterizacion de
las propiedades dpticas de las nanoestructuras entregando multiple informacién. Por
ejemplo, el analisis de la banda de absorcién tomado mediante espectrofotometrfa UV-
visible, no sblo permite caracterizar las transiciones electronicas o resonancias
plasménicas en los nanomateriales sino que, también pueden proporcionar informacién

valiosa sobre el tamafio, la formay la agregacién de las nanoparticulas [138]

Las NBsAu-CTAB, debido a su forma, se caracterizan por presentar dos
maximos de absorcion correspondientes a la RPS de las secciones trasversal y

longitudinal de las NBs.
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Al incrementar la relacién de aspecto (largo/ancho) de las NBs, la absorcion
correspondiente al modo longitudinal se desplaza batocromicamente, siendo esta
absorcion altamente sensible al largo que presentan las NBs. Para NBs con una relacion
de aspecto de 4, el espectro de absorcion muestra una maximo de RPS de la seccion

longitudinal cercano a los 800 nm de longitud de onda [40].

[——NBs-CTAB|
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0.8+
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=
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o
=
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£
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300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 5.9. Espectro UV-visible de la dispersién coloidal de NBsAu-CTAB.

La Figura 5.9 da cuenta de la RPS caracteristica para las NBsAu, la cual se
relaciona intimamente con los resultados de tamafio y forma obtenidos por microscopia
electronica (ver Figura 5.2). La absorcion correspondiente a la seccion transversal de la
NBs fue localizada a 510 nm y la absorcién asignada a la seccion longitudinal se ubicé

en 800 nm de longitud de onda.
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Las NPsAu presentan una RPS caracteristica alrededor de los 520 nm de longitud
de onda. Para la dispersion coloidal de NPsAu estabilizadas en CTAB, se presento un

méximo de absorcion a 524 nm de longitud de onda, tal como observa en la Figura 5.10.

1.0 NPsAu-CTAB
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Figura 5.10. Espectro UV-visible de la dispersion de NPsAu estabilizadas en CTAB.

En la Figura 5.10., la RPS de las particulas se observa como un agudo maximo
indicando la homogénea dispersion de tamafio que fue visualizada también por

microscopia TEM.

Jana y col., reportaron la preparacion de NPsAu estabilizadas en CTAB, mediante el
método de crecimiento mediado por nucleos obteniendo NPs entre 5 y 40 nm de
diametro. Las particulas entre 5 y 17 nm de diametro presentaron coincidentemente un

méximo de absorcion a 524 nm de longitud de onda, la cual concuerda exactamente con

nuestros resultados [130].
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5.3. Nanodecoracion de cristales de compuestos de inclusion con nanobarras y

nanoparticulas de oro

En la preparacion de los cristales de CI de a-CD nanodecorados con NPsAu y
NBsAu, se observo un efecto de coloracion similar al reportado por Fujiki y col. en la
decoracién anisotropica de cristales de L-cisteina con NPsAu [124], los cuales

adquirieron una coloracion purpura asociada a una agregacion de las NPsAu [139].

Cuando los microcristales incoloros de los CI de a-CD/OT y a-CD/DDT fueron
inmersos en las dispersiones coloidales color rosa de las NBsAu-CTAB y NPsAu-
CTAB, respectivamente, los cristales se tifieron inmediatamente del color de las
dispersiones coloidales, manteniendo el color después del lavado. El agua de lavado de
los cristales resulté una soluciéon pricticamente incolora. Este fenomeno se puede
apreciar en la Figura 5.11, la cual describe el proceso de coloracion de los cristales de a-

CD/OT al ser decorados con NBsAu.

Figura 5.11. Izquierda: A) dispersién de NBsAu-CTAB de color rosa y B) solucién incolora que resulta
después de la adicion de los cristales de a-CD/OT y su filtracién. Derecha: C) cristales incoloros de CI de

a-CD/OT y D) cristales de color rosa después de la nanodecoracion con NBsAu.
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En base a la permanencia de la coloracién de los microcristales, es posible
establecer una fuerte adsorcion de las nanoestructuras sobre las superficies cristalinas de

los CL

El color rosa de los cristales también seria indicativo de una leve o nula

agregacion de las nanoestructuras de oro al adherirse a las superficies cristalinas.

5.3.1. Caracterizacion mediante microscopia elecirénica de barrido de los cristales de

compuestos de inclusion de a-ciclodextrina nanodecorados

Para investigar la nanodecoracién selectiva de los cristales de Cl de o-
CD/alquiltioles coloreados, estos microcristales fueron caracterizados mediante SEM de
alta resolucion.

En la Figura 5.12, se muestran cuatro micrografias SEM tomadas sobre la
superficie de los cristales del CI de o-CD/OT nanodecorados con NBsAu. En estas
imagenes se observa una decoracion preferencial de las caras cristalinas. Este plano
preferencial es asumido como el plano {001} en el cual quedan expuestos los grupos
funcionales ~SH de las moléculas huésped OT, por lo tanto la interaccion CI-NBsAu, se
atribuye totalmente a una quimisorciéon de las NBsAu sobre la superficie cristalina,

debido a la fuerte interaccién S-Au [77].
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Figura 5.12. Imagenes SEM que muestran la nanodecoracion preferencial de los cristales del CI de a-

CD/OT. Al aumentar la magnificacion de la imagen, es posible observar en detalle a las NBsAu sobre la

superficie de los cristales en el plano especifico {001}.

La concentracion del surfactante CTAB en la dispersion coloidal de NBsAu es de
8,19 x 10 mol/L [77]. Esta concentracion es superior a la CMC de CTAB que
corresponde a 4,8 + 0,3 x10™ mol/L [140], por lo tanto, es suficiente para formar una

bicapa estabilizadora de las nanoestructuras.

127




Nikoobakht y El Sayed, han evidenciado la existencia de una bicapa de
moléculas de CTAB que rodean a las NBsAu [141]. Estas moléculas pueden ser
reemplazadas por otras moléculas estabilizadoras como; surfactantes catiénicos [142],
polimeros [143] o péptidos [144] unidos a la superficie de las nanoestructuras por

interacciones S-Au,

En la interaccion de las NBsAu con la superficie del CI, los grupos —SH de las
moléculas huésped que se encuentran expuestas en el plano especifico {001}, provocan
una disrupcion de la bicapa y un subsecuente desplazamiento de las moléculas de CTAB
de la superficie de las NBsAu, permitiendo la adhesién de las nanoestructuras a las
superficies cristalinas. En la Figura 5.12 se observa un patrén de NBsAu alineadas
lateralmente en la superficie del CI, este efecto es probablemente provocado por una
cantidad remanente de CTAB en la superficie de las NBsAu, la cual permite Ia

interaccion lateral de las moléculas de CTAB tendiendo a un auto-ensamblaje [145].

El depésito de una capa tinica de NBsAu sobre la superficie cristalina, observado
en las iméagenes de microscopia, puede ser atribuido a la mayor fuerza de interaccion
entre el CI y las NBsAu (producida por la interaccién S-Au) comparado con las fuerzas

de van der Waals entre las moléculas de CTAB que rodean las NBsAu.

Un andlisis EDX realizado sobre una zona donde se aprecian las NBsAu sobre la
superficie cristalina del CI, muestra la presencia de azufre de los grupos —SH de las
moléculas de OT presentes en el CI de a-CD/OT y el oro correspondiente a la NBsAu

(Figura 5.13).
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Figura 5.13. Composicion porcentual y espectro EDX que indica la presencia de carbono, oxigeno y

azufre, que forman parte del CI de a-CD/OT y el Au proveniente de las nanoestructuras.

Este andlisis es indicativo de que la nanodecoracion selectiva ocurre sobre el

plano cristalino donde los grupos —SH de las moléculas huésped se encuentran hacia el

exterior de este plano, asignado como {001}.

El fenomeno de nanodecoracion de los cristales del CI de a-CD/DDT con NPsAu

también fue corroborado por microscopia SEM. Similar a lo reportado en la

nanodecoracion con NBsAu, en la Figura 5.14 se aprecia una decoracion preferencial de

las caras laterales del cristal correspondiente al plano cristalino {001 }.
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Figura 5.14. A) y B) Micrografias SEM que muestran la nanodecoracién selectiva de cristales de o-

CD/DDT con NPsAu.

Debido al menor tamafio de este tipo de nanoestructuras y las limitaciones del
microscopio SEM, no es posible verificar que no existe una aglomeracion de las
particulas en la superficie, pero cabe destacar que es apreciable el mismo patron de
alineamiento de las NPs sobre la superficie cristalina debido a la cantidad de CTAB

remanente en su superficie.

La nanodecoracion también seria gobernada por la interaccion entre los grupos —
SH del huésped DDT presentes en plano {001} del CI de a-CD al ocurrir el
desplazamiento de las moléculas de CTAB que rodean la nanoestructura. Un esquema de
la nanodecoracion de los CI de a-CD/alquiltioles con las nanoestructuras de oro se

presenta en la Figura 5.15.
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Figura 5.15. Esquema de la decoracion selectiva de CI de a-CD/alquiltioles con NBsAu y NPsAu sobre el

plano preferencial {001}.

Un aspecto importante observado en las imagenes SEM en la nanodecoracion del
CI de a-CD/OT con NBsAu, fue que no sélo se logré identificar el plano especifico
{001} de los cristales de CI gracias a la nanodecoracién selectiva, sino que también este

procedimiento permiti6 revelar la existencia de maclas cristalinas (ver Figura 5.16).

En el Capitulo 3, el cual aborda la caracterizacion de los CI de a-CD, no se tenia
certeza de la naturaleza monocristalina de los cristales del CI de a-CD/OT, debido a que

su resolucion cristalina mediante DRX de monocristal resultod dificultosa.
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En la nanodecoracion del CI de a-CD/OT con NBsAu, las imdgenes SEM
revelan una decoraciéon delimitada, aparentemente en el mismo plano del microcristal.
En la Figura 5.16 se resaltan estas zonas con una flecha roja, la cual indica los dos

sentidos en que, en un mismo plano observado en la micrografia, ocurre una

nanodecoracion segmentada.

Figura 5.16. Micrografias SEM que detallan la identificacion de maclas cristalinas en los microcristales
del CI de a-CD/OT.
Debido a que la fijacion de las nanoestructuras metélicas ocurre inicamente en el
plano cristalino {001}, es posible deducir que los microcristales del CI de a-CD/OT no
corresponden a monocristales sino que, a la union de varios monocristales, formando

maclas.
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5.3.2. Caracterizacion mediante espectofotometria UV-visible de los compuestos de

inclusion nanodecorados

Los cristales de los CI de a-CD/alquiltioles nanodecorados, fueron caracterizados

mediante espectroscopia UV-vis-NIR en estado solido.

Debido a que los cristales de CI son transparentes a la luz, solamente fue
adquirida la o las bandas de absorcion de la RPS presentada por las nanoestructuras en la

superficie de los cristales.

En las Figuras 5.17 y 5.18 se muestran los espectros de absorcion para las
NBsAu y NPsAu adheridas a los microcristales de CI de a-CD/OT y o-CD/DDT,
respectivamente. En cada uno de los espectros se realiza una comparacion con las

absorciones de las nanoestructuras presentadas en la dispersion coloidal.

L ——NBSAu-CTAB |

0.9 1 —— NBsAu a-CD/OT

Absorbancia (norm)

T T T vy T T T
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Longitud de onda(nm)

Figura 5.17. Comparaci6n de los espectros UV-visible de las NBsAu en; la dispersion coloidal (linea

negra) y sobre el CI de a-CD/OT (linea roja).
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Figura 5.18. Espectros UV visible de la dispersion de NPsAu-CTAB (linea negra) y de las NPsAu

sobre la superficie del Cl de a-CD/DDT (linea roja).

Al comparar los espectros de absorcion de las nanoestructuras en la dispersion
coloidal y luego, cuando se encuentran depositadas sobre los CI, se aprecia claramente
un desplazamiento batocromico tanto, de la absorcion de RPS de las NPsAu como para

la absorcion de RPS de las NBsAu.

El espectro de absorcion de las NPsAu sobre los cristales de CI de a-CD/DDT es
desplazado desde 524 a 532 nm y las absorciones correspondientes a las secciones
tranversal y longitudinal de las NBsAu sobre los cristales de CI de a-CD/OT,
presentaron desplazamientos batocromicos desde 510 a 520 nm y de 800 a 850 nm de
longitud de onda, respectivamente. Los desplazamientos de las absorciones hacia

mayores longitudes de onda son atribuidos principalmente al acoplamiento de las
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oscilaciones dipolares, provocado por la menor distancia interparticula. Las
nanoestructuras que decoran la superficie cristalina se encuentran mds préximas unas de
otras, por lo que los electrones resonantes de cada particula, perciben el campo eléctrico
generado por la oscilacién electronica de la particula vecina, generando un efecto de

RPS colectivo [139, 146, 147].

El nulo ensanchamiento de la sefial de absorcion, en el espectro de absorcion de
las NPsAu, da cuenta de que no existe una agregacién de las particulas sobre las
superficies cristalinas, que altere su morfologia o propiedades Opticas iniciales. En el
espectro de absorcion correspondiente a las NBsAu, solo se aprecia un ensanchamiento
de la sefial de absorcion perteneciente a la RPS de la seccidn longitudinal de las NBs

debido al ensamblaje lateral de las NBs sobre la superficie cristalina.

La no agregacién de las NBsAu sobre la superficie cristalina del CI de a-CD/OT
fue comprobada en las imdgenes de microscopia SEM (Figura 5.12). En el caso de las
NPsAu adheridas a la superficie del CI de o-CD/DDT, no es claro evidenciar una
agregacion de las particulas mediante microscopia SEM, pero debido a que no se
observa un ensanchamiento de la sefial en el espectro UV-visible, se deduce que

tampoco existe una agregacion.
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5.3.3. Andlisis de resonancia magnética nuclear de protones de los compuestos de

inclusion nanodecorados

Una informacién detallada a cerca de la interaccion de las nanoestructuras de oro
con los CI de a-CD/alquiltioles puede obtenerse mediante RMN-'H en solucién. Una
pequeiia cantidad de los microcristales decorados fue disuelta para el analisis d¢ RMN-
'H. Estos resultados pueden ser extrapolados a lo que ocurre en estado solido, ya que se

ha observado que los CI conservan su integridad y estructura basica en solucion.

Cada espectro de RMN-'H de los CI, interactuando con las nanoestructuras de
oro, fue comparado con su respectivo espectro antes de ser nanodecorado. Las Figuras
5.19 y 5.20 muestran los espectros de RMN-'H para los CI de a-CD/OT-NBsAuy o-
CD/DDT-NPsAu, respectivamente. Las Tablas 5.3, 5.4, 5.5 y 5.6, dan cuenta de los
desplazamientos quimicos de las moléculas de a-CD y de los huéspedes OT y DDT

presentes en los CI, antes y después de interactuar con las nanoestructuras metélicas.

alfaCD/OT-NBsAu

alfaCo/OT

feom o) 5.0 40 30 20 1.0

Figura 5.19. Espectros de RMN-'H del CI de a-CD/OT (azul) y del CI interactuando con NBsAu (rojo).
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Tabla 5.3. Desplazamientos quirnicosi de las sefiales de Ia molécula de OT en el

Cl, antes y luego de la nanodecoracion. t

. a-CD/OT-
Seiial a-CD/OT (ppm) NBsAu(ppm) A & (ppm)
| -CHy 0,857 0,857 ] 0,000 |
-CH, 1,324 1,323 0,001
[{-CHp); ° 1245 1,245 . 0,000
-CH, 1,522 1,522 0,000
[ :CH, N 2,456 2,456 0,000 |
-SH 2,192 2,177 0,015

Tabla 5.4. Desplazamientos quimicos de las sefiales de la molécula de a-CD en el

CI, antes y después de la nanodecoracion.

" a-CD/OT-
Seiial a-CD/OT (ppm) NBsAu (ppm) A 8 (ppm)
| -H(@ 4,470 4,466 0,004 |
-H(2) 3,274 3,276 0,002
[ _-H{3) 3,769 3,769 0,000
-H(4) 3,385 3,385 0,000
[ -H(5) 3,581 3,582 0,001 |
-H(6) 3,638 3,640 0,002
Hidroxilo ) )
primario 4,795 4,795 0,000
-OH(6)
Hidroxilos
secundarios 5,429 5,427 0,002
-0HQ2)y 5,509 5,504 0,005

-OH(3) *
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Figura 5.20. Espectros de RMN-'H del CI de a-CD/DDT (azul) y del CI interactuando con NPsAu (rojo).

Tabla 5.5. Comparacion de los desplazamientos quimicos de las sefiales
pertenecientes a la molécula huésped DDT en el CI, antes y después de la

nanodecoracion.

a-CD/DDT-

Seiial a-CD/DDT (ppm) A d (ppm)

N PsAui iimi

-CH; 1,321 1,319 0,002

-CH, 1,521 1,521 0.000

-SH 2,189 2,177 0,012
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Tabla 5.6. Comparacion de los desplazamientos quimicos de las sefiales

pertenecientes a la molécula de a-CD en el QI, antes y después de la nanodecoracion.

+ a-CD/DDT-

Seiial a-CD/DDT (ppm) NPsAu (ppm) A 8 (ppm)
-H(@) 4,460 4,464 0,004 |
-H(2) 3,276 3,276 0,000
-H(3) ’ 3,771 3,770 _—0;001 1
-H4) 3,387 ' 3,386 0,001
-H(5) 3,584 3,583 0,001 |
-H(6) 3,640 3,640 0,002
Hidroxilo
primario. 4,796 4,796 0,000
-QH(6)
hdroxiios 5,425 " 55 0,000
5,502 ' 5,502 0,000

OH(2) y —OH(3)

En los espectros de RMN-'H tomados para cada CI después de la
nanodecoracién, no fue posible detectar St?ﬁales correspondientes a la molécula del
surfactante CTAB (ver Anexo II, Figura Sl9:), ya que este comnpuesto solo se encontraba
a nivel de trazas. Este resultado indica una gran pérdida del surfactante que rodeaba a las
nanoestructuras de oro, confirmando su desplazamiento provocado por la mayor

interaccion entre el CI y las nanoestructuras.

A partir de los datos reportados en las Tablas 5.3, 5.4, 5.5 y 5.6, se deduce que la
integridad de los CI permanece intacta después de la nanodecoracién ya que, la
variacién de los desplazamientos quimicos de las sefiales pertenecientes a los protones

de las moléculas de a-CD y de los huéspedes OT y DDT, son practicamente nulas.
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Un cambio leve, pero notable en comparacion con el resto de los resultados, es

¥
una variacién > 0,010 ppm en el desplazamiento quimico detectado para las sefiales
correspondientesa los dtomos de hidrégeno de los grupos ~SH de las moléculas huésped.

Estas sefiales son desplazadas hacia mayores campos presumiblemente, debido a la

interaccion entre los grupos —SH y las nanoestructuras de oro.
P

Las NBsAu y NPsAu posecen una altaf densidad electronica que provoca un efecto
3
de apantallamiento de la sefial del proton correspondiente al grupo —SH. Esta es una

evidencia inequivoca de que la interaccion entre las nanoestructuras metilicas y los CI

estd gobernada por la interaccién S-Au. Interaccién que se conserva en solucion.

£

La fuerte interaccién entre el grupo —SH de los CI de a-CD/alquiltioles y las
NPsAu también ha sido estudiada mediante DRXP. Barrientos y col., verificaron la
migracion de los huéspedes OT, DT y DDT; hacia el exterior del plano cristalino {001}
de los cristales de CI, debido a la interac:cién de los grupos —SH de las moléculas
huéspedes y las NPsAu. Este fenomeno rcc;:ibc el nombre de “tropismo metalico” y es
evidenciado por un aumento en los parmetros de la red cristalina, especialmente en el

eje c [148].

En solucién, el fendmeno de “tropismo metilico” también puede comprobarse
mediante un analisis de espectroscopia RMN-'H bidimensional ROESY (espectroscopia
de correlacion homonuclear), el cual entrega informacion acerca de la interaccidn

manifiesta entre los niicleos que se encuentran mas cercanos entre si. En la Figura 5.21,
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se presenta una seccion amplificada del espectro ROESY para el CI de a-CD/DDT al

interactuar con las NPsAu.

| ] ,] (CH2)e ﬂ
alfa-CD
B

"

DDT

-H2

¢ -

b4} L

A
8

[ ppm (t2)

alfa-CD/DDT-NPsAu

Figura 5.21. Espectro ROESY del CI de a-CD/DDT interaccionando con NpsAu. La seccion de lineas
segmentadas indica la correlacion entre las sefiales de los hidrogenos de la cadena alifatica del huésped y

los hidrégenos —H(3) y —H(5) de la molécula de a-CD.

En el espectro bidimensional ROESY de la Figura 5.21, se indica en una zona

segmentada, la correlacion entre las sefiales de los protones de la cadena alifatica de la
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molécula huésped DDT y los hidrégenos —H(3) y -H(5) que se encuentran al interior de
la cavidad de las moléculas de o¢-CD. Esta cercania entre los nicleos verifica la
permanencia de la estructura del CI de a-CD/DDT en solucién, cuando interactia con
las NPsAu. Cabe destacar que estas sefiales estdn disminuidas con respecto a las sefiales
de correlacién con los protones —I1(4) y —H(2) que se orientan al exterior de la cavidad
de la molécula de a-CD . Esto hecho podria corresponder a la fuerte interaccion entre la
molécula huésped del CI y las NPsAu, permitiendo un movimiento de la molécula
huésped hacia el exterior de la matriz, cuando el CI se encuentra interaccionando con la

NPsAu en solucion.

El experimento permite concluir que la interaccién S-Au gobierna el proceso de
nanodecoracién, al corroborar que molécula huésped actia como un pivote o eje
mecdnico, saliendo hacia el exterior del canal de moléculas de «-CD, debido a la

cercania de la nanoparticula metélica (ver Figura 5.15).

142




CAPITULO 6

Resultados y Discusiones

“Formacion de estructuras unidimensionales;

Nanodecoracion de fibras amiloides™
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6.1. Obtencién de nanoestructuras unidimensionales basadas en moldes

Las nanoestructuras unidimensionales (1D) como NBs, nanotubos (NTs) y
nanoalambres (NAs), han recibido un gran interés cientifico debido a que ofrecen un
buen modelo para investigar la dependencia del transporte eléctrico y propiedades
mecinicas a medida que disminuye el tamafio de los materiales. Esto convierte a las
nanoestructuras 1D en excelentes candidatos para la manufactura de dispositivos de
tamafio nanométrico [149].

Un método sencillo para la fabricacién de nanocestructuras 1D es la técnica
basada en templados o moldes. En esta técnica, la nanoestructura preparada dentro o
alrededor del molde utilizado, adopta una morfologia que es complementaria a este
molde [150].

Existen variados tipos de moldes que han sido utilizados ampliamente en la
formacién de estructuras 1D, tales como; sustratos sélidos con superficies escaladas
[151], canales de membranas porosas [152], estructuras formadas a partir del
autoensamblaje de moléculas tensioactivos [153], moléculas biologicas [154], etc.

En algunos de los procedimientos utilizados, cuando el molde se encuentra unido
fisicamente a la nanoestructura formada, para obtener finalmente las nanoestructuras 1D,
es necesario el uso de tratamientos post-sintesis para la eliminacion del sustrato, como
por ejemplo, un atague quimico o calcinacion [149].

Genaro y col., han reportado la preparacién de NAs de Cu por reduccién
electroquimica en canales de membranas de alumina. El soporte de aliimina es retirado
quimicamente mediante dos métodos; utilizando una solucién 4cida de H3PO,; y
adicionando una solucion basica concentrada de NaOH [155].
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Por otro lado, las nanoestructuras 1D también pueden ser utilizadas como moldes
para generar otras nanoestructuras 1D. Fullam y col., han informado la utilizacion de
nanotubos de carbono como moldes para el autoensamblaje de NPsAu sobre su
superficie. Posteriormente, un tratamiento térmico de los NTs decorados, condujo a la

formacién de NAs de Au policristalinos de longitudes micrométricas [156]

6.2. Preparacion de nanoestructuras a partir del tratamiento térmico de
nanoparticulas metalicas adheridas a la superficie cristalina de los
compuestos de inclusién

Los CI de a-CD con huéspedes alquilicos, ofrecen una superficie apta para la
adhesién e inmovilizacién de NPs metilicas sobre el plano cristalino {001} a través de
la interaccién de las NPs con los grupos funcionales que quedan expuestos en este plano.

Estos sistemas nanosupramoleculares pueden utilizarse como precursores para la
generacién de nanoestructuras 1D a través de un tratamiento térmico en el que, al aplicar
altas temperaturas (800°C) se produce la coalescencia de las NPs metélicas, originando
NBs o NAs, con la eliminacién simultinea del sustrato organico por combustién del
mismo.

Para demostrar esta hipdtesis, sisternas nanosupramoleculares formados por CI de
u-CD/alquiltioles con NPsNi y NPsCo, preparadas sobre la superficie cristalina
mediante PCV, fueron sometidos a un tratamiento térmico. Las muestras solidas fueron

introducidas en un crisol de Pt y llevadas a una mufla a 800°C (a una velocidad de
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calentamiento de 10°C/min). Las nanoestructuras resultantes fueron caracterizadas

mediante microscopia TEM, tal como se muestra en la Figura 6.1.

100 nm

C 200 nm

500 nm

Figura 6.1.Nanoldminas y nanobarras de Co/OCo (A) y Ni/ONi (B, C) obtenidas luego del

tratamiento térmico de los CI con NPs adheridas.

En la Figura 6.1, se aprecian las nanoestructuras metélicas obtenidas luego del
tratamiento térmico, las que presentan formas de nanoldminas (NLs) cuadradas (Figura
6.1 A), NBs (Figuras 6.1 By C) y NLs hexagonales (Figura 6.1 C). Si bien, la hipdtesis
para la obtencion de NBs metalicas a través del tratamiento térmico realizado a los
sistemas nanosupramoleculares ha sido comprobada, también se obtuvieron
nanoestructuras bidimensionales debido a la coalescencia de las NPs que se encuentran
ordenadas sobre las superficies de los cristales de CI.

La produccion de NBs y NLs a través de este método, no tiene una tendencia

mayoritaria hacia la obtencion de un solo tipo de nanoestructuras. Por lo tanto, como
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método alternativo para la preparacién de nanomateriales 1D, se desarrollo una

estrategia a través de la formacion de materiales hibridos bio-inorgénicos.

6.3. Materiales hibridos bio-inorganicos

Una reciente drea de investigacién en la construccion de materiales 1D a través
de una estrategia “de abajo hacia arriba”, es la utilizacién de moléculas biologicas
unidas a materiales inorganicos, para la obtencion de nuevos materiales hibridos bio-

inorganicos con propiedades Gtiles en tecnologfas Gpticas [157] y electronicas [158].

Las moléculas biolégicas son excelentes candidatos para la obtencién de sistemas
hibridos bio-inorganicos 1D, debido a que poseen la capacidad de autoensamblarse
mediante el reconocimiento molecular formando sistemas con dimensiones y formas
adecuadas para ser utilizadas como moldes para la fabricacion y organizacién de

nanoestructuras [159, 160].

Estas interesantes caracteristicas las convierten en atractivos materiales para la
generacién de NAs y nanocircuitos, ttiles en la manufacturacién de dispositivos
nanométricos. En la Figura 6.2, se muestran e¢jemplos de moléculas bioldgicas con
dimensiones y propiedades adecuadas para convertirse en moldes para la generacion de

materiales bio-inorgénicos 1D.

147




ADN e e 2 nm

Fibra amiloide RNy  7-10nm

7nm

Filamento de actina

Figura 6.2. Representacién de algunas biomoléculas adecuadas para ser utilizadas como moldes en la

fabricacién de materiales hibridos 1D (Imagen extraida de la referencia [160]).

Existen variados reportes de la utilizacién de biomoléculas como moldes para la
generacién de nanomateriales 1D o materiales bio-inorganicos. Una de las metodologias
utilizadas para su fabricacién es la metalizacién. Debido a que muchas moléculas
biolégicas pueden acomplejar iones metalicos en su superficie, estos iones son reducidos

posteriormente in situ, generando los materiales hibridos [161].

En base a esta técnica, se ha reportado la preparacién de materiales bio-
inorgénicos 1D compuestos por; Cu [162], Pd [163, 164], Pt [165, 166], Ag [167, 168],
Au [169], Co [170], Ni [171] y NiO [172] utilizando ADN como molécula molde.
Investigadores también han informado la utilizacién de virus y péptidos capaces de
formar estructuras microtubulares donde, a partir de la reduccién de los iones metalicos

dentro del canal, se han obtenido NAs de Ni, Co, Agy Au [173-175].

Otra técnica utilizada para la preparacién de materiales hibridos bio-inorgénicos
es la incorporacién directa de NPs metdlicas en los biomateriales [176-178].

Recientemente, Li y col., han informado la formacién de arreglos lineales de NPs de
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BaWO, sobre moléculas de ADN [179]. Por otro lado, Patolsky y col., han reportado la
formacién de un material hibrido formado por NPsAu funcionalizadas con moléculas

capaces de intercalarse en la estructura helicoidal de las moléculas de ADN [180].

Estructuras fibrilares decoradas con NPs también han recibido una gran atencién
por sus caracteristicas de flexibilidad, estabilidad y dimensiones adecuadas para su
utilizacion en dispositivos. Por ejemplo, Li y col. han disefiado una nueva estrategia
utilizando microorganismos como moldes, al preparar fibras del hongo Aspergillus niger
con NPsAu funcionalizadas con pequeiios fragmentos de ADN, las cuales se incorporan
en las células del hongo formando una estructura fibrilar [181]. Filamentos de actina
[182] y fibras de polianilina [183] también han sido decorados con NPsAu, mostrando

excelentes propiedades conductoras.

En general, la naturaleza nos ofrece multiples ejemplos de ensamblaje para la
construccién de nanoestructuras supramoleculares con alta precision [184]. Un ejemplo
interesante, y que preocupa desde el punto de vista patologico, es la formacién de
ctrmulos de estructuras fibrilares amiloides presentes en enfermedades como el
Parkinson, la diabetes tipo Il y la enfermedad de Alzhéimer [185, 186]. Estas
enfermedades se caracterizan por la transformacién de las proteinas solubles en

agregados fibrilares depositados en diferentes 6rganos y tejidos [187].

Las fibras del péptido B-amiloide (AP), pueden ser facilmente reproducidas en
sistemas in vitro, lo que ha permitido analizar su estructura mediante técnicas como

microscopia de fuerza atémica (AFM) [188], DRX [189] y RMN en estado solido [190].
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Los andlisis indican la presencia de una estructura de laminas- paralelas a lo largo de
las fibras, formadas a través de interacciones intermoleculares por; puentes de
hidrégeno, de tipo van der Waals e interacciones arométicas 7-n [191], dando lugar a
especies con una morfologia y dimensiones adecuadas para ser utilizadas como moldes

en la manufactura de estructuras nanométricas, utiles en la industria electronica [192].

Scheibel y col., han construido NAs hibridos formados por estructuras amiloides
decoradas con NPsAu para la fabricacién de dispositivos nanoelectronicos. Un segmento
de la proteina amiloide de la levadura Saccharomyces cerevisiae Sup35 que forma
estructuras fibrilares, fue modificada genéticamente para incluir residuos de cisteina en
la secuencia pcptl:dica. Estos residuos fueron utilizados para unir NPsAu a lo largo de las

fibras autoensambladas, produciendo nanocables conductores [193].

6.4. El péptido B-amiloide

El péptido AB es uno de los principales componentes de los cimulos insolubles
fibrilares, denominados placas seniles, presentes en pacientes que padecen de la
enfermedad neurodegenerativa de Alzhéimer [194]. El origen del péptido surge de la
degradaciéon de la proteina transmembrana precursora amiloide por la accion de las
enzimas P y y-secretasa, generando péptidos formados por 40 (ABr.40) ¥ 42 (AP142)
aminodcidos, respectivamente. Este ultimo, ha presentado una mayor tendencia a la
formaci6n de estructuras fibrilares y se encuentra mayoritariamente en las placas seniles

[195, 196]. Los monémeros generados, sufren procesos de cambios conformacionales a
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una estructura de ldminas-p y se autoensamblan para dar lugar a la formacion de

especies fibrilares [197]. Un esquema del proceso de formacion de las fibras amiloides

se muestra en la Figura 6.3.

pequefios »
oligobmeros oligémeros protofibrillas Fibras amiloides

monoémeros gr.-:ndm
AL o . & g
& & ~ O —

Estructura estructura lamina-f
desordenada

"ﬁb
¢
——

fibras

o &
tiempode
incubacion

Figura 6.3. Esquema representativo del proceso de formacion de fibras amiloides a partir de los

mondmeros del péptido AP, .4, (modificada de la referencia [197])

El proceso de formacion de las fibras amiloides sefialado en la Figura 6.3, se
inicia con la presencia de monomeros, los cuales presentan una estructura desordenada.
Le siguen en la formacion, la presencia de intermediarios como oligdmeros pequefios
(dimeros, trimeros, tetrameros), oligémeros de mayor tamaifio y protofibrillas, los que
han sido reportados por diversos autores [188, 198, 199]. Los oligdbmeros poseen una
estructura similar a la de las micelas, con formas cilindricas o esféricas, presentando

tamafios que oscilan entre 2 a 15 nm de didmetro. Las protofibrillas son agregados de
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forma lineal, que en conjunto con los oligémeros son considerados como “bloques de
construccion” para la formacién de fibras amiloides [200]. Al igual que los oligdmeros,

las protofibrillas no presentan una estructura secundaria bien definida [201].

Posteriormente, el autoensamblaje de estas estructuras conduce a la formacion de
filamentos con un diametro entre 3 y 5 nm los cuales poseen una estructura de lamina-f
bien definida. Un conjunto pequefio de estos filamentos (2-6 filamentos) da origen a la
obtencién de fibras maduras con diametros entre 7 y 10 nm y largos micrométricos [201,

202].

1 17 20 42
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGS NKGA Il I'GLMYGGVVIA

L O V . F . F Centro hidrofébico

del péptido AB;4

L PlLF(F{D peptidodisenaco

Figura 6.4. Esquema de la secuencia del péptido AB, donde se destaca el niicleo hidrofébico constituido
por los aminodcidos LVFF y el péptido disefiado de secuencia similar LPFFD, el cual reconoce

selectivamente los agregados amiloides.

La Figura 6.4 muestra la secuencia de 42 aminoacidos que conforman el péptido

APi.42. La seccion entre los aminoacidos 17 y 20 (LVFF) es reconocida como un centro
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hidrofébico de nucleacion, esencial en el proceso de autoensamblaje para la formacion
de las fibras amiloides [197]. Soto y col., disel'{aron el péptido LPFFD el cual posee una
secuencia similar a este centro hidrofébico y por lo tanto, reconoce selectivamente al
péptido amiloide. El residuo de valina (V) fue sustituido por el aminoécido prolina (P)
debido a su conocida accién como bloqueador de la estructura ldmina-B y un residuo de
acido aspdrtico (D) fue adicionado al final de la secuencia para otorgar mayor

solubilidad [118].

La secuencia del péptido LPFFD ha sido modificada por Kogan y col., al agregar
un residuo de cisteina (C) al inicio de la secuencia [120, 203, 204]. Esta estrategia
permitié funcionalizar NPsAu a través de la interaccion Au-S, permitiendo la unién
especifica de los conjugados NPs-péptido, hacia los agregados fibrilares del péptido Ap;.
2. Posteriormente, un calentamiento local provocado al irradiar con microondas los
conjugados unidos a los agregados amiloides, permiti0 la desagregacién de las
estructuras fibrilares del péptido AP.42, reportando la obtencion de dimeros, trimeros y

pequefias fibras amiloides [120].

6.5. Nanodecoracion de las fibras del péptido B-amiloide con nanoparticulas de

oro funcionalidas con el péptido CLPFFD

La unidn selectiva de ias NPsAu funcionalizadas con el péptido CLPFFD, hacia

las fibras del péptido APB1.42[120], permiti6 postular el uso de este conjugado como una
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posible estrategia para la fabricacion de materiales bio-inorganicos 1D, los cuales

podrian conducir a la formacion de NBs o NAs.

En el siguiente apartado se presentan los resultados de la sintesis y caracterizacién
de los conjugados NPs-péptido y de los métodos utilizados para encontrar la éptima

preparacién de las fibras amiloides nanodecoradas.

6.5.1. Preparacion y funcionalizacion de nanoparticulas de oro

La sintesis de NPsAu fue llevada a cabo mediante el reconocido método de
reduccién y estabilizacién con citrato (ver Capitulo 2, seccion 2.4.4.1). Para la
caracterizacién de las particulas fueron empleadas las técnicas de microscopia TEM,

HRTEM y espectroscopia UV-visible.

En la Figura 6.5 A, se presenta una imagen TEM de las NPsAu estabilizadas con
citrato (NPsAu-citrato). Se aprecia una vista general de la muestra en la que se detecta
una forma esférica para las particulas, con una homogénea distribucion de tamafio. El
tamafio promedio registrado en el histograma reportado en la Figura 6.5 B fue de 11,8 +

0,5 nm de diametro.
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Figura 6.5. Caracterizacion de NPsAu estabilizadas en citrato; imagen TEM (A), histograma de
dispersion de tamafio (n=200) (B), espectro UV-visible (C) e imagen HRTEM con el patrén de difraccion

de electrones simulado para las NPs (D).

La observacion mediante microscopia HRTEM de particulas escogidas al azar,
permitié identificar una forma icosaédrica de las NPsAu. Al realizar el patron de
difraccion de electrones simulado sobre estas imagenes de microscopia, se reportaron
con gran frecuencia las distancias interplanares de 0,235 y 0,204 A, correspondientes a

los planos cristalinos (111) y (200), respectivamente, indicando que las particulas
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presentan una forma estable de octaedro truncado [137] y con una estructura cristalina

fce caracteristica para el oro [133] (ver Figura 6.5 D).

El espectro UV-visible de las NPsAu-citrato de la Figura 6.5 C, revela que el
méximo de RPS para las particulas se encuentra a 520 nm de longitud de onda. Este
maximo de absorcién coincide con resultados reportados anteriormente para NPsAu-

citrato de particulas entre 5 y 15 nm de didmetro [205].

Para lograr la unién especifica entre las NPsAu y las fibras del péptido APi.42 las
NPsAu-citrato fueron funcionalizadas con el péptido CLPFFD, el cual fue obtenido

previamente a través del método de sintesis de péptidos en fase s6lida (ver Apéndice 2).

En el proceso de funcionalizacion de las particulas, el grupo —SH del residuo de
cisteina del péptido CLPFFD, actiia desplazando las moléculas de citrato que rodean la
superficie de las NPsAu, permitiendo su funcionalizacién a través de la interaccion Au-
S. Posteriormente las NPsAu funcionalizadas con el péptido CLPFFD (NPsAu-
CLPFFD), fueron purificadas mediante un proceso de didlisis a través de membrana para
retirar el citrato desplazado y el exceso de péptido adicionado (ver Capitulo 2 seccion
2.242). Las NPsAu-CLPFFD fueron caracterizadas por microscopia TEM y

espectroscopia UV-visible (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Imagen TEM de NPsAu-CLPFFD y su respectivo histograma de tamafio (n=200 particulas)

(A). Comparacion de los espectros UV-visible de las dispersiones de; NPsAu-citrato (linea negra) y

NPsAu-CLPFFD (linea roja).

Los conjugados NPsAu-CLPFFD fueron visualizados mediante microscopia

TEM donde se aprecia una dispersién homogénea de las NPsAu funcionalizadas sin

presentar agregacion, con un diametro promedio de 11,9 £ 0,6 nm (Figura 6.6 A).

En la Figura 6.6 B, se comparan los espectros UV-visible de las dispersiones

coloidales de NPsAu-citrato y NPsAu-CLPFFD donde se evidencia un desplazamiento

batocrémico de la sefial correspondiente a la RPS de las NPsAu-CLPFFD a 527 nm de

longitud de onda. Este desplazamiento se debe, probablemente, a un aumento de la

constante dieléctrica del medio. Un incremento en el didmetro de las particulas o

agregacion de éstas, fue descartado mediante las imagenes de microscopia electronica.
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6.5.2. Preparacion de fibras amiloides nanodecoradas

El proceso de formacion de fibras amiloides in vifro conlleva un pre-tratamiento
de desagregacién del péptido. Para ello se han utilizado solventes organicos como
DMSO, TFA, TFE (Triflouroetanol) y HFIP, siendo més efectivos en la disolucion del

péptido los solventes volatiles [206, 207].

En la busqueda de las condiciones aptas para la preparacion de las fibras
amiloides, fueron llevadas a cabo dos metodologias (Método A y Método B). En la
Metodologia A, la desagregacién previa del péptido amiloide se desarroll6 a través del
protocolo descrito por Zagorski y col., el cual consiste en la adicion y evaporacion
sucesiva de pequeiias cantidades de TFA y HFIP agregadas al péptido que se encuentra
anteriormente alicuotado y liofilizado [68] (ver Capitulo 2, seccién 2.2.4.5). La
combinacion de estos solventes ha sido utilizada para la desagregacion del péptido
amiloide, siendo catalogada como particularmente efectiva en la disrupcién de las
interacciones por puente de hidrégeno intra y/o intermoleculares presentes en agregados

de proteinas [207].

El péptido desagregado en estado sélido posteriormente es reconstituido en
solucién acuosa, utilizando cominmente soluciones tampén y la introduccion de sales
para conseguir la fuerza idnica del medio necesaria para la formacion de las fibras
amiloides. En esta primera metodologia, el péptido fue reconstituido en una solucién
tamp6n que contenia TRIS 10 pmol/L y NaCl 100 mmol/L a pH = 7,5. Répidamente, las

muestras fueron incubadas a 37°C y 300 rpm durante; 3, 4, 5, 6, 24, 27 y 30 horas. Los
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tiempos de incubacion que produjeron una considerable produccion de las fibras

amiloides fueron de 3 y 6 horas. Los resultados se presentan en la Figura 6.7.

Figura 6.7. Fibras del péptido Ap, ., obtenidas a partir del pre-tratamiento con TFA y HFIP luego de 3 y

6 horas de incubacion a 37°C y 300rpm (2,1 x g).

En la Figura 6.7, se aprecia la obtencién de fibras amiloides de aproximadamente

10 a 15 nm de didmetro y largos de 1 pm o mas.

Para conseguir la nanodecoracion de las fibras amiloides, se incluyo en el
proceso de incubacion a las NPsAu-CLPFFD, utilizando los mismos parametros de

tiempo, temperatura y agitacion. Los resultados son presentados en la Figura 6.8.
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Figura 6.8. Micrografias TEM de fibras del péptido AP, .42, incubadas con NPsAu-CLPFFD, presentando
una forma de alambre (A) y en forma de argolla (B). Las secciones de lineas punteadas muestran

agregados de NPsAu.

En la Figura 6.8, se observa una nanodecoracion uniforme de las fibras
amiloides, presentando incluso formas menos frecuentes como el material hibrido en
forma de argolla descrito en la Figura 6.8 B. Ademas, se detectd la presencia de
pequefios agregados de NPsAu (zonas marcadas con lineas punteadas) probablemente

formados por el depésito de particulas en agregados amiloides que no formaron fibras.

El procedimiento descrito en la metologia A, no condujo frecuentemente a la
formacién de fibras amiloides. Imégenes TEM que corroboran estos resultados se

pueden apreciar en la Figura 6.9.

Desafortunadamente, la irreproducibilidad en la formacion de fibras del péptido
AP es un problema frecuente, asociado probablemente, a la purificacion del péptido
proveniente de distintos laboratorios [208] y/o a factores como el pH, el tipo de solucion
tampon y la fuerza idnica del medio [68].
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Figura 6.9. Micrografias TEM que muestran la presencia de oligomeros autoensamblados del péptido, sin

la deteccion de fibras amiloides.

Otras causas de la irreproducibilidad podrian estar asociadas a la estructura
inicial del péptido y su estado de agregacion tanto en estado sélido como luego de la
solvatacién al iniciar el proceso de formacién de las fibras [208, 209]. Debido a que el
TFA produce predominantemente la disrupcion de las interacciones por puentes de
hidrégeno intermoleculares promoviendo una estructura de a-hélice, una eliminacion no

efectiva de este acido podria desfavorecer la formacion de fibras amiloides.

Errores sistematicos en la preparacion de las alicuotas del péptido utilizadas antes
de realizar los procesos de desagregacion e incubacion, podrian afectar adicionalmente
el rendimiento, debido a la baja concentracién del péptido, ya que una alta concentracion
del péptido es un factor importante que promueve la formacion de fibras amiloides
debido a la mayor presencia de estructuras preagregadas (oligdmeros y fibrillas) que

sirven como centros de nucleacion [209, 210].
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Con el fin de eliminar algunos factores que pueden afectar el rendimiento final en
la formacion de fibras amiloides se desarrollé un método mas sencillo (Metodologia B,
ver Capitulo 2, seccion 2.2.4.5) utilizando HFIP como solvente en la preparacion de las
alicuotas y en la desagregacion inicial de péptido. El HFIP ha sido considerado como
uno de los mejores solventes ya que, puede disolver el péptido AB.42 mejor que otros
medios y, al mismo tiempo, tiene la capacidad de promover la estructura a-hélice [69,

211].

En el proceso de incubacion del péptido APj42con las NPsAu-CLPFFD se empled
agua mili-Q como solvente, para evitar variaciones en la fuerza idnica del medio o

cambios de pH.

Al utilizar este segundo protocolo, se mejord notablemente la reproducibilidad en
la obtencion de fibras amiloides. Utilizando una concentracién de 20 pmol/L del péptido
amiloide y con tiempos de incubacion de 24 y 72 horas, a una temperatura de 37°C yuna
agitacion constante a 300 rpm, se obtuvieron fibras del péptido Api.42 nanodecoradas en

su totalidad con el conjugado NPsAu-CLPFFD (ver Figura 6.10).
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Figura 6.10. Micrografias TEM que muestran los resultados obtenidos al utilizar la metodologia B. Las
fibras AP, .42 fueron nanodecoradas uniformemente con NPsAu-CLPFFD luego de 24h (AyB)y72h(Cy

D) de incubacion.

La interaccion del péptido CLPFED con el péptido AP produce una efectiva
nanodecoracion de las fibras amiloides con el conjugado NPsAu-CLPFED, originando

nanomateriales hibridos bio-inorganicos 1D que podrian dar lugar a la formacion de

nanoestructuras metalicas 1D.
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Para evaluar la selectividad de la interaccidn entre el conjugado NPsAu-péptido y
el péptido APi42 se investigd la posible formacion de materiales hibridos con NPsAu
funcionalizadas con el péptido L-glutation (GSH).

El péptido GSH es un tripéptido con una activa funcién en el metabolismo
celular como reductor de especies ROS tales como, el perdxido de hidrégeno (H,O3).
Este péptido estd compuesto por los aminoédcidos: L-glutdmico, L-cisteina y L-glicina

presentando la siguiente estructura [212]:

O\\7

C——NH o]
HO H.C CH CH C//
A — 2 -
\C CH S Cﬁ NH
— ! H — 2
/%
o NH, H—CH

C—0

HO

Figura 6.11. Esquema de la estructura del péptido L-glutatién, el cual estd formado por un enlace
isopeptidico entre el grupo y-carboxilato de la cadena lateral del glutamato con el grupo amino del residuo
de cisteina y, un enlace peptidico entre el grupo a-carboxile de Ia cisteina y el grupe a-amino del residuo
de glicina.

La secuencia peptidica del GSH no tiene similitud con la secuencia del péptido
Apj.42 (ver Figura 6.4) por lo tanto, constituye un control negativo en la formacion de

nanomateriales hibridos a través de la incubacién del péptido amiloide con los

conjugados formados por NPsAu funcionalizadas con el péptido GSH (NPsAu-GSH).
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El grupo —SH del residuo de cisteina expuesto favorablemente, permitio la
funcionalizacion de la superficie de las NPs metalicas a través de interacciones Au-S.
Los conjugados NPsAu-GSH fueron preparados (Capitulo 2, seccion 2.2.4.6) y

posteriormente caracterizados mediante microscopia TEM y espectroscopia UV-visible.
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Figura 6.12. Caracterizacion de los conjugados NPsAu-GSH: Imagen TEM de NPsAu-GSH con el
correspondiente histograma de dispersion de tamafio (n=200) (A) y espectro UV-visible de las particulas,

comparado con el espectro correspondiente a las NPsAu-citrato (B).

En la Figura 6.12 A se muestra una imagen representativa de microscopia TEM
de las particulas funcionalizadas, las cuales presentaron una morfologia esférica y una
distribucion homogénea, con un tamafo promedio de 12,04 = 0.5 nm de diametro. La
caracterizacién mediante espectroscopia UV-visible revela un desplazamiento
batocrémico de la sefial de RPS para las particulas NPsAu-GSH ubicada a 523 nm de
longitud de onda, comparada con la absorcion ubicada a 520 nm de longitud de onda

perteneciente a las NPsAu-citrato (ver Figura 6.12 B). Probablemente, este pequefio
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desplazamiento de la sefial sea provocado por un cambio en la constante dieléctrica del

medio y una leve agrupacion de las particulas visualizada por microscopia.

La preparacion de los materiales hibridos fue monitoreada mediante microscopia

TEM, después de efectuar el proceso de incubacion del péptido APi.42 con las NPsAu-

GSH (ver Figura 6.13).
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Figura 6.13. (A) y (B) Micrografias TEM que muestra la obtencion de fibras amiloides con NPsAu-GSH,

incubadas durante 72 horas.

En la Figura 6.13 se aprecia que los conjugados NPsAu-GSH no presentaron una
interaccion efectiva con el péptido A4 debido a la baja similitud de la secuencia
peptidica de GSH con la del péptido amiloide. Si bien, el péptido AP;.s2 también posee
en su secuencia los aminoacidos glicina (G) y 4cido glutimico (E) (ver Figura 6.4), el
péptido GSH carece de aminodcidos de naturaleza hidrofébica que permitan

interacciones aromaticas 7-n 6 van der Waals, con el péptido amiloide.

166




Las micrografias TEM de la Figura 6.13 dan cuenta de una interaccidn
inespecifica entre los conjugados y las fibras amiloides, pero muestran una presencia
significativa de fibras maduras del péptido, por lo que a partir de estas imagenes es
posible inferir, que los conjugados NPs-péptido no participarian en el proceso de
nucleacién para la generacién de los agregados amiloides, sino que los conjugados (si el
péptido que rodea la NPs reconoce selectivamente al péptido amiloide) interactian con

las fibras amiloides en una etapa posterior a su formacion.

El control negativo realizado al incubar los conjugados NPsAu-GSH con el
péptido AP).42, demuestra que las interacciones supramoleculares entre el péptido que se
encuentra unido a la superficie de las NPsAu y las fibras amiloides, juegan un papel

crucial en la formacion de este tipo de nanoestructuras hibrida bio-inorgénica.

6.6. Utilizacion de nanoparticulas de oro funcionalizadas con el péptido
C(Eg);LPFFD, para la formacién de materiales bio-inorgdnicos con el

péptido AB1_42

Existen dos estrategias comtinmente utilizadas para la funcionalizacion de NPs
metdlicas con péptidos de interés biologico [213]. En la Figura 6.14 se describe un

esquema de las estrategias para la preparacion de los conjugados NPsAu-péptido.
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EstrategiaA Estrategia B

Il
- Espaciador—C—NH—péptido

5 /Cvs-péptido

Figura 6.14. Esquema de dos estrategias utilizadas en la funcionalizacién de NPsAu con péptidos de

interés (Modificada de la referencia [213])

La estrategia A comprende la funcionalizacién de las NPsAu por la interaccion
favorable entre el grupo —SH de un residuo de cisteina (el cual generalmente se ubica al
final de la secuencia peptidica) y la superficie de las NPsAu. Esta estrategia fue utilizada

en la funcionalizacién de NPsAu con el péptido CLPFFD.

En la estrategia B, las NPsAu son funcionalizadas con una molécula “espaciadora”
bifuncional, la cual contiene un grupo —SH en su estructura que permite la interaccion
con la superficie de la NPsAu y ademds posee un grupo funcional que puede enlazar
covalentemente al péptido de interés (por ejemplo un grupo —COOH) [213, 214]. La
estrategia B es particularmente interesante debido a que otorga una separacion entre las
NPs vy el péptido, permitiendo que este ultimo se encuentre mas expuesto, favoreciendo

su funcionalidad biologica.
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Utilizando la estrategia B, las NPsAu-citrato fueron funcionalizadas con el péptido

C(Eg);LPFFD para evaluar este conjugado en la formacion de nanomateriales hibridos

bio-inorganicos. Este péptido presenta una secuencia similar al péptido CLPFFD pero

contiene tres unidades de etilenglicol (Eg) unidas por enlaces éter, ubicadas entre el

residuo de cisteina y el residuo de leucina que es el primer residuo de la secuencia

LPFFD, el cual es un reconocedor selectivo del péptido APi42. Las unidades de

etilenglicol actiian como un “espaciador” que permitirian una mayor exposicion de la

secuencia LPFFD.

Los conjugados NPsAu-C(Eg);LPFFD fueron preparados siguiendo el protocolo

descrito en el Capitulo 2, seccién 2.2.4.6 y su caracterizacion fue realizada mediante las

técnicas de microscopia TEM y espectroscopia UV-visible.
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Figura 6.15. Caracterizacion de los conjugados NPsAu-C(Eg);LPFFD mediante: microscopia TEM con

su respectivo histograma de dispersion de tamafio (n=200) (A) y espectroscopia UV-visible, al comparar

su espectro de absorcion con el espectro para NPsAu-citrato.
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La Figura 6.15 A muestra la caracterizacién de las NPsAu-C(Eg);LPFFD
mediante microscopia TEM, revelando una homogénea distribucién con un tamafio
promedio de 12,0 + 0,6 nm de didmetro. No se aprecia una agregacion de las particulas,
por lo que se presume que las unidades de etilenglicol que actilan como espaciador,

permitirian una estabilizacion estérica de las NPsAu.

El espectro UV-visible de los conjugados NPsAu- C(Eg);LPFFD que muestra la
Figura 6.15 B, presenta un marcado desplazamiento de la sefial de absorcion hacia una
mayor longitud de onda (527 nm), comparado con la absorcién que presentan las
NPsAu-citrato (520 nm). Presumiblemente, este desplazamiento batocrémico de la sefial
de absorcién, es causado por un incremento de la constante dieléctrica del medio, y no
por un aumento en el tamafio de los conjugados, debido a que las imagenes TEM revelan

una dispersion sin agregacion de las particulas.

La dispersion coloidal de NPsAu-C(Eg);LPFID fue utilizada en la preparacion
de fibras amiloides a través del proceso de incubacién de la metodologia B (ver Capitulo

2, seccion 2.2.4.5).

Los resultados fueron evaluados mediante microscopia TEM revelando que los
conjugados NPsAu-C(Eg);LPFFD lograron cubrir efectivamente la superficie de las
fibras amiloides, dando lugar a la formacién de nanomateriales hibridos bio-inorgénicos

1D (ver Figura 6. 16).
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Figura 6.16. Imagenes TEM que muestran la nanodecoracion de las fibras del péptido Ap;4> con NPsAu-

C(Eg);LPFFD, después de 72 horas de incubacion en medio acuoso.

La nanodecoracion homogénea de las fibras amiloides que se aprecia en las
micrografias de la Figura 6.16, revelan la afinidad del péptido LPFFD por la secuencia
del péptido amiloide. El péptido LPFFD se ubica presumiblemente hacia el exterior de la
“corona” que rodea la NPs metélica, permitiendo una mayor exposicion de este péptido
hacia las fibras del péptido A2, gracias a la utilizacion del espaciador, compuesto por
tres unidades de etilenglicol. Ademas, las imagenes TEM indican una interaccion

favorable entre los conjugados NPsAu-C(Eg);LPFFD vy las fibras del péptido amiloide
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debido a que, una gran cantidad de las NPsAu se encuentran adheridas a las fibras

amiloides y no libres en la suspension.

En general, los resultados revelaron que el procedimiento de autoensamblaje de las
estructuras peptidicas a través del reconocimiento molecular, permite la efectiva
formacién de nanomateriales, Gtiles en nanotecnologia. La preparacion de materiales
hibridos bio-inorgénicos 1D, abre la posibilidad de multiples aplicaciones debido a las
nuevas propiedades colectivas que surgen del ordenamiento 1D de las NPs sobre las
estructuras formadas por biomoléculas, tales como el acoplamiento de la absorbancia de

plasmén superficial y la transferencia de electrones (conductividad) [159].
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CAPITULO 7

Discusion general
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7.1.Compuestos de inclusion de a-ciclodextrina con huéspedes alquiltioles y
alquilaminas

Los CI de a-CD con huéspedes alquiltioles y alquilaminas, preparados a partir de
una solucién saturada de o-CD en agua, presentaron un alto porcentaje de rendimiento
sintético con valores superiores al 85%. Especialmente, los porcentajes de rendimiento
en la preparacién de los CI con huéspedes alquiltioles mostraron los més altos valores
(superiores al 93%), lo que podria estar relacionado con un mayor valor de la constante
de equilibrio de asociacion de estos complejos.

Las relaciones molares de los CI en solucién, fue determinada por RMN-H',
comprobandose una relacién estequiométrica de 2:1 (matriz:huésped) para los ClI de a-
CD/alquiltioles. Por el contrario, las relaciones molares calculadas para los complejos
formados con huéspedes alquilaminas, fueron menores indicando siempre un exceso de
fa molécula huésped en solucion. Este hecho podria ser una consecuencia provocada
luego del proceso de lavado de los cristales. Una menor asociacion entre estos huéspedes
y las matrices de 0-CD, podria justificar la pérdida parcial de la configuracién del CL;
matriz:huésped.

La menor estabilidad de los CI de a-CD/alquilaminas en solucidn, podrfa deberse a
una disminucién en la sumatoria neta de las fuerzas de intermoleculares que estabilizan
estos complejos supramoleculares, debido a que, los estudios mediante RMN-H' no
proporcionaron informacion sobre interacciones por puentes de hidrégeno entre el grupo
—NH, de los huéspedes y los grupos —OH de las -CD, tal como en el caso de los Cl de
a-CD/alquiltioles, donde se aprecia claramente un desplazamiento de la sefial de los

grupos —SH hacia campos mds altos provocada posiblemente, por interacciones por
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puentes de hidrégeno con los grupos ~OH de las matrices de u-CD que, en conjunto con
el testo de las interacciones (principalmente de tipo van der Waals, dentro de la
cavidad), otorgan a los CI de a-CD/alquiltioles una alta estabilidad.

Todos los cristales de CI fueron analizados mediante DRXP presentando una
intensidad maxima de reflexion alrededor de los 20° en 26. Esta reflexion caracteristica
para los CI de o-CD con una estructura tipo canal, fue registrada en todos los
difractogramas comprobando la formacién de los CI en estado sdlido. Debido a que la
cristalizacién de estos complejos se encuentra dada por el ordenamiento de las matrices
de o-CD, se presume una estructuracion en la que las CD forman canales infinitos
creciendo en la direccién {001}. Todos los difractogramas pudieron se indexados en un
sistema cristalino hexagonal, con parametros de red que coincidieron con resultados
previos de nuestro grupo de investigacion. Las dimensiones del parametro de red c en
los CI (~16 A), coincidieron con el alto de dos moléculas de a-CD apiladas formando un
canal, corroborando la estructura bésica de dimero con una molécula huésped ubicada al
interior de este canal de a-CD. Esta estructura bésica de los CI permanece en solucién
acuosa, al ser verificada también mediante estudios de RMN-H'.

El anélisis mediante DRX de monocristal realizado a los microcristales definidos
del CI de a-CD/OT, en dos asignaciones arrojé datos cristalograficos coincidentes con
dos posibles sistemas cristalinos; monoclinico y triclinico. En general, varios autores han
reportado la dificil elucidacion estructural mediante DRX de monocristal de los CI
supramoleculares, debido en primer lugar, a la complicada obtencién de los
monocristales de complejos supramoleculares y en segundo lugar, a la alta movilidad
térmica de las moléculas en el complejo, lo que muchas veces puede dar resultados
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etr6neos en la asignaciéon estructural. Por este motivo, técnicas como DRXP y RMN
son ampliamente utilizadas de manera complementaria, ya que entregan informacion
valiosa a cerca de la estructuras de los complejos supramoleculares.

La dificultosa resolucion de la estructura del CI de a-CD/OT fue justificada debido
a la presencia de maclas cristalinas. Gracias a la nanodecoracién selectiva de los
microcristales del CI de a-CD/OT con NBsAu, se descubrié mediante imédgenes de
microscopfa SEM, que los microcristales del CI correspondfan a maclas cristalinas.

Los parametros de red de los dos sistemas cristalinos posibles, fueron utilizados en
la indexacién del patrén de DRXP para el CI de a-CD/OT. El refinamiento de los
parimetros de red, permiti6 obtener un R-factor de menor magnitud para el sistema
triclinico, por lo tanto, este sistema fue escogido como el més apropiado, a pesar de que
posee una menor simetrfa que el sistema monoclinico. Ademds, este ultimo sistema

cristalino ha sido reportado frecuentemente para CI de a~CD con estructuras tipo canal.

7.2. Nanoparticulas de Ni y Co preparadas mediante el depésito fisico en vapor
Segin el principio de 4cidos y bases duras y blandas de Pearson, €l cual postula
favorables interacciones entre los pares; acido duro/base dura y 4cido blando/base
blanda, los metales Ni y Co son catalogados como dcidos de naturaleza intermedia. Por
otro lado, el grupo —SH es considerado una base blanda y el grupo —NH; corresponde a
una base dura, por lo tanto, en principio podrian estar favorecidas las interacciones de
los dos metales con los dos grupos funcionales.
Mediante el método fisico de DFV, se obtuvieron NPsNi y NPsCo tanto sobre los
cristales de CI de o-CDfalquiltioles, como sobre los CI de «-CD/alquilaminas
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corroborando el postulado de Pearson. Particularmente, los resultados obtenidos
mediante microscopfa TEM, indicaron que NPsCo fueron mayoritariamente obtenidas al
utilizar CI de a-CD/alquiltioles como sustratos. Este resultado también puede ser
justificado mediante el postulado de Pearson debido a que, entre los metales Ni y Co,
este ultimo presenta un mayor carécter de dcido blando, por lo tanto, su interaccion con
moléculas que poseen un grupo funcional —SH se ve favorecida.

La caracterizacién mediante microscopia SEM de los cristales de CI de o-
CD/alquiltioles con NPsCo y NPsNi adheridas a su superficie cristalina, permitié revelar
que el depésito preferencial de las NPs ocurrié sobre el plano cristalino {001} de los CL.
El anilisis de EDX realizado en la zona donde se encontraron NPs mostrd un alto
porcentaje de S, lo que podria indicar que las particulas se encuentran ubicadas s¢lo en
el plano donde se encuentran ubicados hacia el exterior los grupos funcionales —SH de
las moléculas huésped de los CI.

Para lograr un depésito controlado de las particulas sobre los cristales de los Ci,
Jos pardmetros de la sintesis mediante PCV fueron modificados, evaluando los factores
que afectan el crecimiento de las particulas depositadas sobre sustratos mediante esta
técnica fisica. Por ejemplo, la obtencién de NPs puede ser favorecida incrementando; la
distancia entre el blanco y el sustrato, la presién del gas inerte, la corriente utilizada en
el equipo o disminuyendo la temperatura. En base a estos antecedentes, fueron
aumentadas; la distancia entre el blanco y el sustrato, y la corriente de descarga,
logrando obtener una menor dispersion de tamario en las particulas sintetizadas y una

correlacién entre el tiempo de depdsito del metal y el tamafio final de las NPs.
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Sin embargo, la microscopfa TEM reveld bajos rendimientos en la sintesis de NPs,
a pesar de las modificaciones en los pardmetros en el proceso. La baja cantidad de
particulas visualizadas podrfa estar relacionada con el aumento de la corriente utilizada
debido a que, si bien, al aumentar la corriente aumenta la densidad del plasma
favoreciendo su sobresaturacién, generando una mayor poblacion de particulas, el
aumento en la corriente también puede provocar un incremento de la temperatura, lo que
altera el equilibrio térmico del plasma y finalmente provoca un menor rendimiento en la
obtencién de NPs. Por lo tanto, se propone para futuras investigaciones en la fabricacion
de NPs de metales como Ni y Co que probablemente, un aumento de la distancia entre el
blanco y el sustrato y un aumento en la presion del gas Ar, manteniendo una corriente
constante en el proceso, podrian mejorar el rendimiento en la produccion de este tipo de
nanomateriales mediante PCV.

La técnica de PCV desarrollada en un ambiente inerte produce particulas libres de
oxido, pero la exposicién inmediata al ambiente y probablemente el contenido de
moléculas de agua que conforman la estructura cristalina de los CI, provocarian la
oxidacién paulatina de las particulas, de acuerdo a las transiciones electrOnicas
observadas en los espectros de absorcion de las particulas de Ni y Co. Al analizar los
espectros de absorcion se aprecian tanto las absorciones caracterfsticas para NPsNi y
NPsCo, como las transiciones electronicas correspondientes a los 6xidos de estos
metales (en su menor estado de oxidacion). La completa oxidacién de las particulas se
produce probablemente en un tiempo posterior, cuando los sistemas supramoleculares
quedan expuestos a la humedad del ambiente o al encontrarse en una dispersién acuosa.
Este hecho explicaria la presencia de NPs de Co;0,, identificadas a través de su
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caracterizacién mediante microscopia HRTEM y el célculo posterior de sus distancias
interplanares.

Para una posible utilizacion de los sistemas nanosupramoleculares como
nanotransportadores en sistemas biologicos, se realizaron ensayos de viabilidad celular
frente a la linea celular SH-SYS5Y.

Previamente, se evaluaron los efectos sobre la viabilidad celular de los CI de o-
CD/OT y o-CD/DDA donde, los resultados revelaron una mayor toxicidad frente a la
linea celular provocada por el CI de a-CD/DDA. Este fenémeno podrfa estar
directamente relacionado con la menor estabilidad en solucién acuosa de los CI de o-
CD/alquilminas. Si en solucién acuosa el huésped alquilamina se encuentra total o
parcialmente fuera de las unidades de a-CD, el huésped podria eventualmente causar
una alta toxicidad debido a la protonacién del grupo —-NH;, creando grupos con cargas
positivas que podrian perforar la membrana celular, debido a la gran interaccion con los
fosfolipidos cargados negativamente de la membrana.

Debido a que los CI de a-CD/alquiltioles presentaron una mayor estabilidad en
solucién acuosa y que ademds, permiticron la obtencion de particulas metélicas de
tamafio homogéneo y sin agregacion, los sistemas nanosupramoleculares; NPsONi-a-
CD/DT y NPsOCo-a-CD/DDT, fueron evaluados en los ensayos posteriores de
viabilidad celular.

La toxicidad provocada por estos sistemas se produjo probablemente, debido a la
oxidacién de las NPs en la disoluci6n acuosa y a la alta concentracién de CI sin NPs que
se encontraba en la dispersién. La posible presencia de NPs de C0304, Ni03 y CoO
podria provocar efectos altamente téxicos en la viabilidad celular, debido a que estos
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6xidos metalicos poseen una energia de banda de conduccion comparable a la energia de
potencial redox celular, provocando transiciones electrénicas que favorecerian la
produccion de ROS. Ademds, las particulas podrian liberar iones metélicos en solucion
favoreciendo la reaccion de Fenton.

Por otro lado, la sintesis de las particulas metélicas sobre los CI mediante PCV, es
realizada con cristales dispuestos al azar en una fina capa dentro de ]a cdmara de vacio
del equipo, por lo tanto, las NPs s6lo seran formadas en las superficies cristalinas de los
cristales que quedan directamente expuestos al depésito del metal, el resto de los
cristales que no reciben el depésito en el proceso, estardn en exceso y podrian
eventualmente causar una mayor toxicidad.

Este exceso de CI sin NPs, fue retirado mediante un proceso de dialisis a través de
membrana permitiendo Ia purificacién de los sistemas nanosupramoleculares, Como
estrategia adicional para disminuir los efectos toxicos provocados por estos sistemas, se
prepararon sistemas bifuncionalizados con el péptido CLPFFD, los cuales tambi¢n
fueron purificados para eliminar las moléculas del péptido y el Cl en exceso.

Esta estrategia provocd efectos positives disminuyendo notablemente la muerte
celular debido probablemente, a la ocupacién de sitios superficiales descubiertos de las
particulas por moléculas del péptido, permitiendo una mayor estabilizacién estérica y

una proteccién al recubrir la superficie reactiva de las NPsONi y NPsOCo.
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7.3.Nanodecoracion de cristales de compuestos de inclusién de a-ciclodextrina/
alquiltioles con nanobarras y nanoparticulas esféricas de oro

Para la decoracién de CI de o-CD/alquiltioles, fueron depositadas NPsAu y
NBsAu, estabilizadas en CTAB, sobre los cristales de CL.

Previamente, las nanoestructuras de oro fueron sintetizadas por el método de
crecimiento mediado por niicleos y caracterizadas mediante microscopia TEM, HRTEM
y espectroscopia UV-visible, revelando sus dimensiones, forma, naturaleza cristalina,
composicién y propiedades dpticas. Estas caracterizaciones fueron fundamentales en su
identificacién y la argumentacién de los cambios presentados al ser adheridas a las
superficies cristalinas.

La decoracion selectiva de los cristales de CI fue empleada como una herramienta
para corroborar detalles estructurales de los complejos, al permitir la identificacion del
plano exclusivo {001}, el cual presenta una mayor polaridad debido a la presencia de los
grupos funcionales de las moléculas huésped ubicados hacia el exterior de esta cara
cristalina.

Los resultados mediante microscopia SEM FE otorgaron informacion acerca del
depésito preferencial y el ordenamiento de las nanoestructuras sobre las superficies
cristalinas. En las imdgenes se aprecié el deposito de una Unica capa de las
nanoestructuras sobre el plano cristalino, las cuales presentaron un patrén de
ordenamiento lateral (principalmente visualizado en la decoracién con NBsAu) en la
superficie.

El depésito de una tnica capa de las nanoestructuras se relaciona posiblemente con
la mayor fuerza de interaccién existente entre el Au perteneciente a las nanoestructuras y
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los grupos —SH de la superficie cristalina, comparada con la fuerza de interaccion de tipo
van der Waals de las moléculas de CTAB que rodean la superficie de las nanoestructuras
metélicas. -

Las nanoestructuras de oro se encuentran estabilizadas en solucién acuosa por una
bicapa de moléculas de CTAB. Cuando las nanoestructuras entran en contacto con la
superficie de los CI se produce la disrupcion de esta bicapa, provocada por la interaccion
de las nanoestructuras y los grupos —SH del plano especifico, y por lo tanto, se provoca
un desplazamiento de las moléculas de CTAB desde la superficie de las nanoestructuras.
Se presume que las moléculas de CTAB remanenies en la superficie de las
nanoestructuras son las causantes del patron de decoracién alineado visualizado en las
iméagenes.

Resultados obtenidos mediante analisis EDX sobre una zona de los cristales donde
se encuentran las nanoestructuras y los andlisis de RMN-H! 1D y 2D de los sistemas
nanosupramoleculares en solucion, confirmaron la interaccion Au-SH y la estabilidad de
los CI de a-CD/alquiltioles luego de su interaccion con las nanoestructuras metalicas.

Por otro lado, la caracterizacion de las nanoestructuras de oro sobre los cristales de
CI de a-CD/alquiltioles mediante espectroscopia UV-visible en estado solido, permitio
corroborar que el depdsito de las particulas no causé una agregacion de las mismas,
debido a que sus propiedades Opticas se mantuvieron, El desplazamiento batocrémico de
las absorciones de RPS de las nanoestructuras se debi6 posiblemente a la mayor cercania
interparticula causando un efecto de acoplamiento dipolar.

Interesantemente, la decoracion del CI de a-CD/OT con NBsAu, permitié ademas

identificar la presencia de maclas cristalinas. Las imagenes de microscopia SEM
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revelaron una decoracion delimitada de los cristales de CI. Debido a que, la
nanodecoracién es producida sélo en el plano especifico {001} por la interaccion
favorable Au-S, las imagenes permitieron deducir que los cristales del CI de «-CD/OT
correspondian a la unién de dos o mas monocristales del CT, lo cual explica la dificultosa

caracterizacién de estos cristales mediante DRX de monocristal.

7.4. Obtencion de nanoestructuras unidimensionales

El tratamiento térmico de los sistemas nanosupramoleculares conformados por CI
de a-CD con NPsNi y NPsCo adheridas a su superficie cristalina, condujo a la obtencion
de nanoestructuras 1D y 2D, La obtencién de NBs y NLs se debe posiblemente, a la
disposicién de los cristales al realizar el deposito del metal mediante PCV. Una
disposicién perpendicular (de la superficie del plano {001} del cristal de CI) al depésito
de las particulas podria permitir un recubrimiento total de la superficie cristalina, lo que
daria lugar a la formacién de NLs cuadradas o hexagonales, luego de la coalescencia de
las particulas y la eliminacién del sustrato organico a elevadas temperaturas. Las NBs se
formarfan debido al tratamiento térmico realizado a cristales con NPs adheridas solo en
una zona de la superficie total de la cara del cristal.

La utilizacién de caras cristalinas como una superficie apta para realizar el
deposito y posterior tratamiento térmico de estos materiales no condujo exclusivamente
a la formacién de nanestructuras 1D, pero podria contribuir al estudio y preparacion de

nuevos nanomateriales al explorar la funcionalizacién de cristales de CL.
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Alternativamente, para obtener exclusivamente nanomateriales 1D, se propuso
como estrategia la utilizacién de materiales hibridos bio-inorgénicos, formados por
fibras del péptido AP;.42, decoradas con los conjugados NPsAu-CLPFFD.

La preparacién de las fibras amiloides se llevé a cabo utilizando dos metodologias.
La metodologia A, consistio en la desagregacion previa del péptido amiloide con TFA 'y
HFIP para luego ser sometido al proceso de incubacién mediante su reconstitucion en
una solucién acuosa del buffer TRIS-NaCl. Esta metodologia no fue completamente
reproducible y las causas podrian tener relacién con factores como; la pureza del
péptido, la baja concentracion del péptido amiloide por errores en su manipulacion y las
posibles contaminaciones con eXcesos de TFA o HFIP que no fueron retirados
completamente y que ademas, podrian interferir con la estabilidad de la dispersién de los
conjugados NPsAu-péptido.

Con el fin de mejorar la obtencién de los materiales hibridos, la metodologfa de
preparacion de las fibras fue modificada realizando un método més sencillo (método B).
Las fibras del péptido APj.s; fueron preparadas mediante un proceso de desagregacion
previa utilizando solamente el reactivo HFIP, el cual, permite la completa disolucion del
péptido y consigue la desagregacion del mismo al modificar su estructura secundaria a
a-hélice.

Esta estrategia permitié disminuir los factores que podrian provocar la
irreproducibilidad del proceso de formacion de las fibras amiloides, logrando la

obtencién de fibras maduras luego de la incubacion.
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Los conjugados NPsAu-CLPFFD fueron agregados en el proceso de incubacion y
debido a la alta afinidad del péptido CLPFFD por la secuencia del péptido AP1.4z, las
fibras del péptido fueron decoradas en su totalidad.

Para corroborar que Ia formacién de los materiales hibridos es gobernada por Ia
interaccidn favorable entre el péptido adherido a la superficie de las NPsAu'y las fibras
del péptido amiloide, se evalué la formacion de las fibras nanodecoradas con los
conjugados NPsAu-GSH y NPsAu-C(Eg);LPFFD.

Las imagenes de microscopia TEM revelaron que la interaccién entre los
conjugados NPsAu-GSH y las fibras amiloides fue inespecifica. Este resultado podria
estar fundado en nula presencia de aminodcidos con un caracter hidrof6bico en la
secuencia del péptido GSH, que permitan interacciones supramoleculares favorables
entre los conjugados y las fibras amiloides.

Por otro lado, la utilizacién de los conjugados NPsAu-C(Eg);LPFFD en la
preparacion de materiales hibridos 1D, mostrd satisfactorios resultados mediante
microscopia TEM. Las fibras amiloides fueron completamente nanodecoradas por estos
conjugados, debido a la presencia de tres unidades de etilenglicol que actian como
espaciador, facilitando [a interaccién entre el péptido reconocedor de la secuencia
amiloide y las fibras.

La preparacién de los materiales hibridos bio-inorganicos 1D, corresponde a un
cumplimiento parcial del objetivo en la obtenci6n de nanoestructuras metalicas 1D. La
obtencion de una superficie apta para realizar el depésito y posterior tratamiento térmico

de estos materiales (que se encuentran en una dispersion acuosa) no fue conseguida,
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pero su obtencién es un interesante resultado, ya que podria contribuir al estudio y

preparacién de nanoarreglos 1D utiles en aplicaciones dpticas y electrnicas.
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CAPITULO 8

Conclusiones
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. Los CI formados por a-CD con huéspedes alquiltioles y alquilaminas, presentan
una estructura basica conformada por una molécula huésped ubicada al interior
del canal formado por un dimero de moléculas de a-CD, siendo corroborada por
las técnicas de DRXP y RMN-H'. Los cristales de estos CI, presentan un plano
especifico asignado como {001}, en el cual se exponen los grupos funcionales —
SH y -NHj los cuales, permitieron la obtencion de NPsONi y NPsOCo mediante

la técnica de PCV.

. Al modificar los pardmetros utilizados en la preparacién de las NPsONi y
NPsOCo mediante la técnica de PCV, éstas presentaron una dispersion de
tamafio homogénea y una correlacién entre los tiempos de depbsito de los

metales Ni y Co.

. La presencia de NPs oxidadas fue confirmada mediante microscopia HRTEM y
espectroscopia UV-visible, indicando que la oxidacion de las particulas es
paulatina llegando a su estado maximo de oxidacién cuando las particulas son

dispersadas en medios acuosos.

. Los sistemas nanosupramoleculares conformados por los CI de a-CD/alquiltioles
con NPsONi y NPsOCo, no mostraron efectos sobre la viabilidad frente a la linea
celular SH-SY3Y (en las concentraciones de metales que fueron evaluadas), al
realizar la purificacién de estos sistemas y su posterior funcionalizacién con el
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péptido CLPFFD. Estas estrategias podrian ser una herramienta de gran
importancia para que sistemas similares pudiesen ser utilizados en futuras

aplicaciones biomédicas.

La nanodecoracién de cristales de CI de a-CD/elquiltioles con NBsAu y NPsAun
esféricas podria considerarse como una herramienta Gtil en la corroboracién de
detalles estructurales y de interfase de los CI debido a que, la decoracion
selectiva con estas nanoestructuras permitié identificar el plano especifico
cristalino {001} y revelar de manera adicional, la existencia de maclas

cristalinas.

Los cristales de CI podrian ser utilizados como reservorios de nanoestructuras
metélicas cn estado sélido, debido a que las nanoestructuras no presentaron

agregacion en la superficic y sus propiedades opticas de RPS fueron preservadas.

El tratamiento térmico de los sistemas nanosupramoleculares a elevadas
temperaturas en las que se produce la coalescencia de las particulas y la
eliminacién simultanea de los sustratos orgénicos, conduce a la formacién de

nanoestructuras 1D y 2D, de abundancia azarosa para el tipo de nanoestructura.

La decoracién homogénea de fibras del péptido APz con los conjugados
NPsAu-CLPFFD, conduce a la formacién de materiales hibridos bio-inorganicos

1D. Estas nuevas estructuras podrian ser ser utilizadas como componentes de
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nanodispositivos. Esta decoracién es gobernada por la afinidad del péptido
CLPFFD (que se encuentra unido a la superficie de las NPsAu) a la secuencia del
péptido amiloide, debido a la similitud de esta secuencia con la secuencia del

nticleo hidrofobico (17-20) del péptido APr.az.
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ANEXO L
A. Sintesis del péptido CLPFFD

El péptido CLPFFD fue sintetizado por el método de sintesis de péptidos en fase
solida (SPPS, por sus siglas en inglés) con una estrategia lineal (ver Figura S1), la cual
consiste en la formacién sucesiva de enlaces amida entre el grupo carboxilo del
aminodcido entrante, con el grupo amina del aminoécido adyacente, protegiendo los

grupos laterales de los aminoécidos.

Y ( Resina == O
Incorporacion del . - (0
primer aminoacido OH + ‘ Y 5
— W .
Desproteccion del N* ‘ Y
: e 9

Acoplamiento del . - //\'
segundo aminodcido OH +
e .—J—(
Desproteccion del N®
0
H,N

Lt ——— ——>
Acoplamiento del g I_<° +
OH

tercer aminoacido I I
‘————H

Ciclos repetitivos de desprotecuon . | 4‘

y acoplamiento
Péptido final Desproteccion final

Figura S1. Esquema de la sintesis de péptidos en fase solida ediante una estrategia lineal donde, X= 0,

péptido acido; NH, péptido amida.
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En la SPPS, Ia elongacion del péptido se realiza desde el extremo C-terminal al
N-terminal, para evitar la pérdida de quiralidad del residuo asociado a la funcién
carbonilo que se acopla. El grupo carbonilo (C-terminal} es protegido permanentemente
con una molécula Jinker unida covalentemente al polimero o resina, los cuales son
insolubles en los solventes utilizados en el proceso sintético. Asi, los excesos de
reactivos, y productos secundarios en la reaccion pueden eliminarse simplemente por
filtracién y lavado del polimero que contienen el péptido en crecimiento.

En la sintesis del péptido CLPFFD fue utilizada la estrategia Fmoc/tBu, en la
cual el grupo Fmoc (9-flourenilmetoxicarbonilo) actiia como protector de la funcioén o-

amino y el grupo tBu (tert-butilo) protege las funciones laterales de los aminoécidos.

A.l, Parte experimental
A.1.1. Reactivos y solvente utilizados

- Resina: Aminomethyl Chem Matrix (1.5g), Funcionalizacién: 0,57 mmol/g.
PCAS BioMatrix Inc.

- DCM (Diclorometano. Carlo Hebra -SDS)

- DMF (Dimetilformamida)

- TFA (Acido trifluoroacético)

- DIPEA (N, N-Diisopropylethylamine. Sigma-Aldrich, 99, 5% Biotech. grade)

- Test de Ninihidrina. Solucién A, Solucién B.

- Linker (Fmoc-Rink Amide-Linker C3,HysNO7, MW = 539,58g/mol. Iris Biotech

GmbH)
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- DIPCDI (N, N-Diisopropilcarbodimida, C7Hy4N,, MW = 126,2g/mol, p = 0,813
— 0,815 g/mL, Merck 99%)

- Oxima (Etil cianoglioxilato-2-oxima, 97% Aldrich)

- HOAt (1-hidroxi-7-azabenzotriazol) MW = 136,14 g/mol

- TIS (tri-isopropilsilano)

- Aminoécidos, Marca Iris Biotech GmbH:
Acido aspértico (D): Fmoc-L-Asp(tBu)-OH N-alpha-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-
L-aspartic acid beta-t-butyl ester Cz3H,sNOg, MW = 411,5g/mol
Fenilalanina (F):  (Fmoc-L-Phe-OH N-alpha-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-L-
phenilalanine CasHz NOs, MW = 387,4 g/mol
Prolina (P): (Fmoc-L-Pro-OH N-alpha-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-L-proline
CaoH sNO4, MW=337,40 g/mol
Leucina (L): (Fmoc-L-Leu-OH N—alpha—(9—Fiuorenylmethyloxycarbonyl)-L—Ieucine
C»1H33NO4, MW=353.4 g/mol
Cisteina (C): (Fmoc-L-Cys-NH; N-alpha-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-L-cysteine

amide CgHsNo03S, MW = 342,41 g/mol.

A.1.2. Metodologia
A.1.2.1. Acondicionamiento de la resina

La resina fue acondicionada en un proceso sucesivo de lavados continuos de 1
minuto de duracién, con los solventes DCM y DMF de manera alternada. Los lavados

continuos fueron realizados para aumentar y disminuir el tamafio de las bolas de
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poliestireno que conforman la resina y de esta manera, aumentar la superficie de
exposicion de todos los puntos funcionalizados de la resina, a los reactivos y solventes.

Lavados posteriores con TFA/DCM 1% (99mL de DCM y 1lmL de TFA) y
DIPEA/DCM al 5% (5mL de DIPEA en 95mL de DCM), permitieron dejar expuestos
los grupos amino para el comienzo de la sintesis, finalizando con lavados de 5 minutos
con DCM y DMF.

Para comprobar la presencia de grupos aminos libres en la resina, fue realizado el
Test de Ninihidrina, el cual permite identificar la presencia de grupos aminos primarios
libres al formarse un complejo de color azul.

Posteriormente se realizé el acoplamiento del /inker. Este espaciador permite
otorgar una terminacién amida en el péptido y une al soporte polimérico, la cadena
peptidica en formacion. El proceso se realizé agregando 3 equivalentes del linker,
DIPCDI y Oxima, permaneciendo en reposo durante 2 horas y lavando finalmente con
DCM y DMF.

El espaciador utilizado posee €l grupo Fmoc como protector de la funcion o-
amino, por lo tanto, al chequear la presencia de grupos aminos primarios libres mediante
el test de Ninihidrina resulté ser negativo (incoloro). Esta funcién fue removida con una
solucién de Piperidina/DMF al 20% para proseguir con el acoplamiento del primer

aminodcido, en este caso el residuo de dcido aspértico (D).
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A.1.2.2. Acoplamiento sucesivo de cada aminodcido

El acoplamiento de todos los aminodcidos que conforman el péptido CLPFFD
fue realizado agregando 3 equivalentes de cada aminodcido con 3 equivalentes de
DIPCDI y HOAT, dejando reposar durante 2 horas.

De manera sucesiva después de cada acoplamiento, se realizd el test de
Ninihidrina para chequear la efectividad del proceso y la desproteccion del grupo -
amino, para continuar con la adicion del siguiente aminoécido en la estructura.

Este procedimiento se efectué continuamente, excepto en el acoplamiento del
residuo de Prolina (P), ya que este péptido posee un grupo amino secundario en su
estructura por lo tanto, el test de Ninihidrina (sélo para aminas primarias) fue
reemplazado por el test de Cloranil.

El test de Cloranil se realizé affadiendo 20 gotas de acetona y 5 gotas de la
solucién de cloranil, agitando durante 5min. En este test, una coloracion verde intenso
indica la desproteccién de la amina secundaria y si estd protegida, el test es negativo, y

la resina presenta un color amarillo.

A.1.2.3. Desanclaje del péptido desde la resina

Se agregd una solucién de TFA/TIS/H,0 (95:2,5:2,5) sobre la resina cubriendola
completamente y exponiéndola a los vapores emanados de 50 mL de la misma solucién
dentro de un bal6n. Este proceso fue dejado en reposo durante 40 minutos y se repitio
una vez mis. Posteriormente la resina se dejé secar completamente y para apresurar el

proceso ésta fue lavada con DCM.
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El solvente fue removido por rotavaporacién hasta un minimo de 20 mL y el
péptido fue precipitado con 200mL de éter dietilico frio.

La fase éter fue decantada y lavada dos veces con éter dietilico, centrifugando
durante Sminutos a 3500rpm para obtener el péptido crudo.

El péptido crudo fue disuelto en ACN/H,O 1:1, agregando de 3 a 5 gotas de HCI
200mmol/L para reemplazar el i6n TFAcetato por iones CI'. Finalmente, el péptido fue

liofilizado.

A.1.3. Caracterizacion del péptido CLPF¥D
A.1.3.1. Andlisis por HPLC

El anilisis de HPLC para detectar la pureza del péptido fue realizado en un
equipo analitico Waters 1525 con deteccion UV a 214 nm de longitud de onda. El
equipo consta de en una columna Waters Sunfire C18 y se utiliz6 un gradiente de 5-100

ACN/H,0.

A.1.3.2. Andlisis por Espectroscopia de Masa (EM) MALDI-TOF.

El péptido CLPFFD, fue caracterizado mediante EMMALDI-TOF en un equipo
Bruker ModelBiflex III utilizando como matriz una solucién de 4cido 2,5-

dihidrobenzéico 10mg/mL preparada en acetonitrilo/acido formico 0,1%v/v.
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A.1.3.3. Andlisis de aminodcidos

El analisis de aminoacidos fue realizado en un equipo HPLC Water 2487 con
columna Nova-Pak C18 a 37°C y ocupando como patrén interno écido amino butirico

(aaba).

A.2. Resultados

Considerando el grado de funcionalizacion de la resina utlizada y la masa
molecular teérica del péptido sintetizado, fue calculado el porcentaje de rendimiento de
la sintesis, el cual fue de un 60,2%.

El péptido CLPFFD fue catacterizado mediante HPLC. La Figura S2, muestra el
cromatograma de HPLC donde se aprecia una intensidad maxima alrededor de 5

minutos (tiempo de retencion) con una pureza del péptido de 97.51%.

Auto-Scaled Chromatogram
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O A % AL . A e e i s o P WL L L
0.00 1.00 200 300 400 5.00 8.00 7.00 BEI! 2.00 10.00
Minutes
Peak Results

RT Area Height | Total Area | % Area
4.802 | 12706025 | 2514480 | 13030401 ©7.51
2| 5207 | 324400( 83500 13030401 248

-

Figura S2.: Cromatograma HPLC del péptido CLPFFD.
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La masa molecular del péptido fue determinada mediante espectroscopia de

masas MALDI-TOF, detectando la presencia de los iones cuasimoleculares [M+H]",

[M+Na]" y [M+K]" (ver Figura S3)

CLPFFD 2 M

Falntensidad
o888 883888
; . i

8812

< [Id=Hje

5 MoK}
x }
= B
| ‘

" Lia ___.,_HLL_AL._... i i‘,‘ R Ahl o— lL L\!A ” lu....lw
m

T46 768 ™ a4
Masa (mvz)

Figura $3. Espectro EM MALDI-TOF del péptido CLPFFD.

Mediante EM MALDI-TOF fue detectada la presencia del ion cuasimolecular
[M+H]" con una masa molecular igual a 740,4067 g, la cual concuerda con la masa
molar tedrica calculada para el péptido CLPFFD que es de 739,88 g/mol.

Las intensidades presentes a 762,39 g y 778,36 g corresponden a la masa
encontrada para el péptido més iones de sodio y potasio, respectivamente. Estos iones se
encuentran debido a la presencia de sales en el proceso de ionizacién de la muestra.

Para verificar la presencia de todos los aminoacidos que componen la secuencia

peptidica del péptido CLPFFD, éste fue caracterizado mediante analisis de aminoacidos

199




8

-

40
=
<
E 2
10
0
-10}
-201
=30
0
‘5q2 13 14 15 18 17 131920:1222324:52‘52?2529303132:5uasaesra‘s_aamnaznuﬂ
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Peak results :
Min] [ [Min]| [Min] Min] [mM] | [mAL] | [mAU Mn] %]
1 UNKNOWN 18.867 | 17.042 | 17.250 0.000 | 0.0000 g 0.1813 0.045 0.00 0.00
2 UNKNOWN 1] 12058 | 19.300 | 20850 0.150| 00000 | 10128 | 3738778 | ©1.797 513 504
3 23.300 | 23.502 | 23883 D.133| D.1188 184 39078 0.982 850 o]
4 NHd+ 27433 | 27.842 | 28017 0.083 | 0.0000 302 50841 1.251 13.38 13.18
5 |pmo 20,867 | 20.042 [ 30400 0075] 01310] 351 44755 1000 1052 10.34
6 |aaba 31.250 | 31.433 | 31767 0.108 | 00910 232 3.1656 0.777 .82 877
T loy 32.708 | 32.050 | 33267 0217 | 00978 15.1 29453 0.723 5.71 8.00
B |ley 30.075 | 39.367 | 38817 0200| 0.1272 178 42034 1.032 18.55 1828
2 |phe 41083 [ 41450 | 42017 0250 Dz7e2| 314 p2402 | 2208 487 491
Total 05448 | 11847 | 4072807 | 100.000

Figura S4: Cromatograma del analisis de aminoacidos del péptido CLPFFD.

El estudio muestra cualitativamente todos los residuos presentes en la secuencia
peptidica, confirmando la presencia de todos los aminoacidos que componen el péptido
CLPFFD. De manera cuantitativa, el analisis muestra la concentracion de cada

aminoacido, la cual concuerda con la estequiometria del mismo.
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Anexo 11

Espectros, difractogramas y cromatogramas adicionales
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Figura S5. Espectro de RMN-'H del CI de 0-CD/OT.
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Figura S11. Difractograma para el CI de a-CD/OT indexado para un sistema triclinico.

Tabla S1. Intensidades indexadas del difractograma para el CI de a-CD/OT

hkl d(A, Eii) d (A, Calc.) Intensidad (Ei %)

1-10 11,75006 11,80393 26,055444

-1-10  7,28203 7,15178 30,3417052

-1-12 547935 5.49091 16,9462152
223 391734 3,92321 18,0176126
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Figura S12.Difractograma para el CI de a-CD/DT indexado para un sistema hexagonal.

Tabla S2. Intensidades indexadas del difractograma para el CI de a-CD/DT

h k1 d(A Exp.) d(A,Calc) Intensidad (%)

110 1189081 12,06903 18.2907317

300 6,901 6,96806 31,1074854

1 03 498964 5,00567 11,2411624

213 428178 431774 17,0083469

21 4 347386 3.47313 10,2795709

32 4 3,00788 3,01017 7,7163778
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Figura S13.Difractograma para el CI de a-CD/DDT indexado para un sistema hexagonal.

Tabla S3. Intensidades indexadas del difractograma para el CI de a-CD/DDT

bkl d(A Exp.) d(A, Calc) Intensidad (Exp.%)

110 1180621 11,84 18.3958406

210 7.69971 7,7511 16,2076678

003 524664 5,29333 15,269641

2

321 44947 4,51093 100

513 3,01656 3,02335 5.2642999
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Figura S14.Difractograma para el CI de e-CD/OA indexado para un sistema hexagonal.

Tabla S4. Intensidades indexadas del difractograma para el CI de a-CD/OA.

hkl d(A,Exp.) d(A,Calc.) Intensidad (Exp. %)

110 1198067 11,755 25,2455215
211 685976 6,90916 32,4588524

321 447479 447679 100
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Figura S15. Difractograma para el CI de -CD/DA indexado para un sistema hexagonal.

Tabla S5. Intensidades indexadas del difractograma para el CI de a-CD/DA.

hkl d(A,Exp.) d(A,Calc.) Intensidad (Exp.%)

110 11,96593 1191526 41,9712015

300 6,86056 6.87928 33.896691

410 447229 4,50354 100
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Figura S16.Difractograma para el CI de a-CD/DDA indexado para un sistema hexagonal.

Tabla S6. Intensidades indexadas del difractograma para el CI de a-CD/DDA.

h k 1 d(A Exp.) d(A,Cale.) Intensidad (Exp. %)

110 1183058 11,785 21,9700702

102 735649 7,30245 69,2603769

2 21 551313 5,51412 27.8821283

500 40779 4,08244 19,8023156
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m4659{11)_01_1.DATA - UV-Vis Detector

 UNKNOYWN.

\

2 13 14 15 16 17 18 19 20

21 22 23 24 25 26 27T 28 29

30 31 32 33 34 35 36 37 33 39 40 41 42 43 44 45

Min
Peak results :
index_Name Sta__Time| End| Rel time Offset Height Area _Avea% Res HW Res USP |
Min] | [Min] | [Min] Minj | [mM] | [mAU] | (mAU.Min) [%]
1 UNKNOWN 16.850 | 17 067 | 17 350 0.000 | 00000 30 0.5641 0129 0.00 0.00
2 UNKNOWN_1| 18.950 | 19.275 | 20.950 -0.133| 00000 | 11307 | 414.8543 | 95.215 5.16 5.08
3 asp 23.383 | 23633 | 23950 -0.300 | 00295 46 0.9476 0217 9.89 967
4 gu 26525 | 25675 | 25867 -0.217| 00037 049 0.1273 0.029 7.24 7.10
5 gly 26.208 | 26 367 | 26.542 -0.183 | 00071 15 0.2143 0.042 2.99 294
6 NH&+ 27.383 | 27.592 | 27.967 -0.192 | 0.0000 450 7.4450 1.706 5.07 5.02
7 ala 28.800 | 28.882 | 20050 -0.125 | 0.0014 05 0.0430 0.011 6.14 6.08
8 pro 20.833 | 30017 | 30283 -0.082 | 00287 78 1.0164 0.233 6.17 6.08
9 aaba 31.233 | 31417 | 31.800 -0.067 02002 50.7 7.0309 1614 6.81 6.67
10 | UNKNOWN 33.842 | 34.033 | 34275 0.000 | 00000 41 0.6621 0.152 11.11 10.9¢
11 | leu 39.083 | 39.325 | 39650 -0.025 | 0.0266 40 0.9139 0.210 16.97 16.93
12 | phe 41.117 | 41433 | 41850 0058 | 00532 65 1.8803 0432 5.12 5.00
Total 0.3506 | 1252.3 | 435.7042 | 100.000

Figura S$17. Cromatograma de analisis de aminoacidos HPLC de NPsONi-a-CD/DT funcionalizadas con

péptido CLPFFD

213




m4066(11)_03_1.DATA - UV-Vis Detector

213 14 18 1517"151szaz1222324252a275‘530313:33343538313&39«:"-24344
Min

Peak resulits :

[Min)
1| UNKNOWNI 16933 | 17167 | 17467 0000 | 00000 40 07750 | 0.168 0.00 0.00
2| UNKNOWN| 19.025 | 19.358 | 21.067 0000 00000 | 1180.4 | 4486001 97.011 4.95 484
3 |asp 23483 | 23742 24.067 0283 | 00402 64 13549 | 0293 .59 9.41
4 |nis 26.308 | 26,450 | 26.625 0.100| 0.0038 10 0.1323| 0029 9.73 958
5 | NHa+ 27492 | 27683 | 27.967 0125| 00000 121 19929 | 0431 512 506
€ oo 20.692 | 30083 | 30.367 0117 00424 13 14478 | 0313 10.54 1037
7 |aava 31.300 | 31433 | 31800 0158 00913 232 34741 0.686 6.90 8.79
8 |val 33.000 | 34.100| 34.342 <0150 | 00210 45 07394 | 0180 11.00 10.87
9 |leu 39,083 | 39358 | 39717 0182 | 0.0401 57 1.3266 0.267 1659 16.44
10 |ohe 41100 | 41425 | 41 B8T 0225| 00889 9g| 2871 0622 499 495
Total 0.3247 | 12585 | 4624222 | 100.000

Figura S18. Analisis de AA mediante HPLC para NPsOCo-a-CD/DDT funcionalizadas con el péptido

CLPFFD.
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NBsAU-CTAB

& A 4/{ _f\ CTAB

Figura S19. Espectros de RMN-'H del surfactante CTAB (negro) y de CTAB cuando se encuentra

formando la bicapa alrededor de las NBsAu. TMS fue utilizado como referencia interna.

Tabla S7. Desplazamientos de las sefales correpondientes a los protones de la molécula
de CTAB y de los mismos cuando las moléculas de CTAB rodean las NBsAu

NBsAu/CTAB
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