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Resumen

Resumen

Las nanoparticulas metélicas (NPsM), especificamente, las nanoparticulas de oro
(NPsAu) y las nanoparticulas de plata (NPsAg), exhiben excelentes propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas, intrinsecas a su tamafio nanométrico y tienen una
aplicacion directa en el tratamiento de enfermedades. Se ha logrado disefiar
nanosistemas usados para el transporte de farmacos, permitiendo que estos lleguen
activos al sitio de accion, atravesando diversas barreras biolégicas. Gracias al efecto
de plasmén de las NPsM, es posible promover la liberacién de un farmaco en células o

tejidos especificos de manera controlada a través de terapia fototérmica.

Otra manera interesante de modificar las propiedades fisicoquimicas de algun
compuesto, es mediante la formacién de complejos de inclusion (Cl), que se basan en
interacciones no convencionales entre una especie llamada matriz con otra
denominada huésped. La Bciclodextrina (BCD) ha sido ampliamente utilizada como
matriz ya que logra variar algunas de las propiedades desfavorables de los farmacos
que incluyen, como por ejemplo, aumentar la solubilidad en agua y disminuir la

toxicidad de muchas moléculas, entre otras multiples ventajas.

Existen diversos farmacos que presentan desventajas terapéuticas y que son
candidatos a ser incluidos en matrices de BCD y transportados a través de sistemas

nanoparticulados, entre ellos 6-tioguanina (TG), 6-mercaptopurina (MP), melfalan (MF),

XXiv



Resumen

2-amino-4-(4-clorofenil)tiazol (AT) Yy feniletilamina, los cuales han sido estudiados en la

presente tesis doctoral.

Los complejos formados BCD-TG, BCD-MP, BCD-MF, BCD-AT y BCD-FEA en estado
sdlido y en solucion se caracterizaron mediante difraccion de rayos X de polvo, RMN
de 1 (*H) y 2 dimensiones (ROESY). El proceso de inclusion deja fuera de la cavidad
de BCD los grupos funcionales de los huéspedes que estabilizan NPsM que se
depositaron a través de la técnica de pulverizacion catodica en alto vacio, formandose
los sistemas ternarios BCD-TG-NPsAu, BCD-TG-NPsAg, BCD-MP-NPsAu, BCD-MF-
NPsAg, BCD-AT-NPsAu y BCD-FEA-NPsAu. Espectroscopia UV-visible en sélido
mostrd el plasmén de NPsAu y NPsAg, mediante SEM, FE-SEM, EDX y TEM se
observo de manera directa la morfologia de los cristales y de las NPsM obtenidas, que

tienen un tamafio promedio de 20 nm de diametro.

Adicionalmente, el sistema ternario BCD-FEA-NPsAu fue caracterizado por
espectroscopia IR y RAMAN que permitié analizar las interacciones del huésped al
interior de la matriz, cuando forman el Cl y los cambios generados por la presencia de
las NPsAu. Los estudios mediante ROESY corroboran que FEA se desplaza
parcialmente hacia fuera de la matriz debido a la interaccion NH,-Au. Se cuantificé el
porcentaje de cada componente del sistema ternario, evaluandose una alta capacidad
de carga del farmaco, por otra parte, fue posible la liberacion de FEA desde BCD-FEA-
NPsAu de manera controlada a través de irradiacion laser. Consideramos que un
sistema unico que posee dos componentes (NPsM y BCD) puede ser mas eficiente en

sus funciones para el transporte y la entrega de farmacos.
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Abstract

Abstract

Metal nanoparticles (MNPs), specifically, gold nanoparticles (AuNPs) and silver
nanoparticles (AgNPs), exhibit excellent physical, chemical and biological properties,
intrinsic to their nanometric size and have a direct application in the treatment of
diseases. The nanosystems are designed to transport drugs, which can reach the site
of action through various biological barriers. Thanks to the plasmon effect of the
nanoparticles, it is possible promote the release of a drug into specific cells or tissues in

a controlled manner through photothermal therapy.

Another way to modify the physicochemical properties of a compound is through the
formation of inclusion complexes (IC), which is based on unconventional interactions
between a matrix and a guest. The Bcyclodextrin (BCD) has been widely used as
matrix, it is possible change some unfavorable properties of drugs including, for
example, increase aqueous solubility and decrease toxicity of many molecules, among

other advantages.

There are several drugs that have therapeutic disadvantages, these may be included in
matrices of BCD and may be transported through nanoparticulate systems, such as 6-
thioguanine (TG), 6-mercaptopurine (MP), melphalan (MF), 2-amino-4- (4-chlorophenyl)
thiazole (AT) and phenylethylamine (PhEA), which they have been studied in this

doctoral thesis.
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Abstract

The complexes BCD-TG, BCD-MP, BCD-MF, BCD-AT and BCD-PhEA in solid state and
in solution using X-ray diffraction, 1 NMR (*H) and 2D (ROESY) were characterized.
After of the inclusion process, the functional groups of the guests remain outside of the
BCD cavity can stabilize MNPs, which they were deposited through the sputtering
technique in high vacuum, forming the ternary systems BCD-TG-AuNPs, BCD-TG-
AgNPs, BCD-MP-AuNPs, BCD-MF-AgNPs, BCD-AT-AuNPs and BCD-PhEA-AuNPs.
Using UV-Visible solid spectroscopy, the plasmons of AuNPs and AgNPs were
observed , using SEM, FE-SEM, EDX and TEM, the morphology of the crystals and of
the MNPs obtained were observed directly, these MNPs have an average size of 20 nm

diameter.

Additionally, the ternary system was characterized using IR and Raman spectroscopy.
The interactions of the guest with the matrix, forming the IC and the changes brought
about by the presence of NPsAu were observed. The partial displacement of PhEA
outwardly of the matrix due to the NH,-Au interactions has been corroborated using
ROESY studies. The percentage of each component in the ternary system was
evaluated and a high capacity drug-loading was calculated. On the other hand, it was
possible to release PhEA from BCD-PhEA-NPsAu of controlled manner using laser
irradiation. We believe that a unique system, which has two components (MNPs and

BCD) could be more efficient in its functions for the transportation and delivery of drugs.
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Cap. 1 Introduccién

La palabra "nano" se deriva del latin "nanus" que significa enano y ha sido
comunmente utilizada como un recurso para miniaturizar algo. En ciencias, la palabra
"nano” es utilizada como un prefijo que significa una milmillonésima parte. Asi, cuando
se trabaja a escala nanométrica, estamos investigando estructuras o materiales que
tienen dimensiones del orden de 1x10° metros. La comunidad cientifica no ha aclarado
aln en qué momento se comenzaron a crear o aplicar particulas con dimensiones
nanomeétricas. En el siglo IV (a.C.) por ejemplo, artesanos de Roma fabricaban cristales
gue contenian nanoparticulas metalicas, es conocido que en el Museo Britanico de
Londres se encuentra la Copa de Licurgo, la cual esta hecha de sosa y cal, y que
contiene ademas nanoparticulas de oro y plata que provocan un cambio de color, de
verde a rojo intenso, cuando se incorpora una fuente luminosa en su interior. Gran
parte de las catedrales medievales poseen vidrios de multiples colores intensos debido

a la presencia de nanoparticulas metalicas en su composicion.

Desde siglos pasados, podemos asegurar que la humanidad ha utilizado la
nanotecnologia, sin embargo, el disefio y la aplicacion de nanosistemas en la
naturaleza es muy anterior. Los Haliotidos, son una familia de moluscos
comercializados en Chile por su carne. Esta especie construye conchas muy firmes, y
cuyas superficies interiores son iridiscentes, todo esto mediante nanoestructuras de
carbonato de calcio unidas entre si por una mezcla de carbohidrato y proteinas que
actian como pegamento. Ademas de entender que existen especies que utilizan
nanoparticulas desde hace miles de afios, se demuestra que un sistema que cambia
sus dimensiones a una escala nanométrica puede ser mas resistente, su estudio da

origen a disciplinas tan interesantes como la nanoquimica.
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Dentro de las diferentes nanoestructuras que se investigan, destacan las
nanoparticulas metélicas, debido a que poseen Uutiles propiedades 6pticas, electrénicas
y magnéticas, entre otras, las cuales dependen de su tamafio, naturaleza, morfologia y
ordenamiento espacial. Con respecto al cambio de tamafio, cuando se reduce algun
metal a dimensiones nanométricas, muchas de sus propiedades cambian (Lance,

2003; Daniel, 2004).

La formacion de un sélido genera niveles de energia que se ensanchan, agrupandose
en bandas con zonas prohibidas entre ellas, los electrones externos que mantienen
unidos a los atomos del cristal ocupan la banda de valencia. En un material conductor
la banda de valencia esta llena, existiendo electrones que se posicionan parcialmente
en la banda de conduccién y ambas bandas pueden llegar a solaparse. Cuando una
particula metalica con macro-propiedades se reduce al tamafio de unos cientos de
atomos, la densidad de estados en la banda de conduccion cambian de manera
significativa, dejan de ser continuos y son reemplazados por un conjunto de niveles de
energia discretos, y la antes mencionada zona prohibida aumenta (ver figura 1.1). Con
ello se justifican muchos de los cambios en las propiedades de un material que reduce
significativamente su tamafio (Lance, 2003); por ejemplo, diferencias en su
comportamiento 6ptico. El color de un material esta determinado por la longitud de
onda de la luz que absorbe para efectuar transiciones de electrones entre los niveles
llenos inferiores y los niveles no ocupados superiores; si una particula presenta
distintos tamafios, también presentara estructuras electrénicas con diferentes

separaciones entre los niveles de energia, y con ello un cambio de color.
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Variacion en los niveles de energia de las bandas con respecto al tamafio del metal.
L3 a» A
Niveles de 1.
Conduccion
Banda de
© conduccion
oo
% Banda de -
valencia Niveles de ‘L
Valencia
Metal Cimulo Cumulo metalico
voluminoso metalico grande pequeiio
(a) (b) (c)
Niveles...
de continuos > adiscretos

Figura 1.1: llustracion de la variacion de los niveles de energia de un metal en funcion de la
reduccion del tamafio: (a) bandas de un metal voluminoso, (b) cimulo metélico grande de 100
atomos, mostrando el ensanchamiento del gap de la banda y (c) cimulo metalico pequefio

que contiene 3 &tomos.

Otra manera interesante de cambiar las propiedades fisicoquimicas de algiun material o
compuesto, es a través de interacciones sutiles, que no sean covalentes, y que por
tanto no alteren su estructura quimica, sino mas bien, que provean de nuevas
condiciones, formando una nueva estructura que adhiera ventajas al compuesto. Esto

puede realizarse a través de la quimica supramolecular.

La quimica supramolecular estudia las estructuras y funciones de entidades formadas
por dos 0 mas especies, cuyas interacciones no se basan en enlaces moleculares del
tipo covalente, sino mas bien corresponden a interacciones intermoleculares por
puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals y fuerzas electrostaticas

principalmente (Lehn, 1990).
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Diversos procesos que ocurren en todas las areas de la ciencia pueden ser definidos
en esta disciplina, por ejemplo en biologia: interacciones entre proteinas y
administracion de farmacos usando nanotransportadores; en quimica: estabilidad de
coloides y formacién de complejos; en fisica: sistemas fotovoltaicos organicos y
revestimiento éptico. En la actualidad, los kits para detectar anticuerpos usan peliculas
delgadas que contienen un antigeno en su superficie, la complejacion entre el
anticuerpo y un antigeno especifico a través de interacciones "no covalentes" son

definidos como procesos supramoleculares.

En el area supramolecular, se utilizan los términos de matriz y huésped; conceptos que
se asocian para nombrar a las entidades que interactian entre si formando la
supramolécula. La matriz, receptor o anfitrion, es una molécula o conjunto de ellas que
puede envolver total o parcialmente, de manera geométrica a la otra, llamada huésped
0 sustrato. Esta situacion peculiar de union selectiva matriz-huésped es un fenbmeno
llamado reconocimiento molecular, que comprende a receptores 0 matrices con
cavidades de naturaleza energética y estereoquimicas aptas para albergar huéspedes,
dando origen a los complejos de inclusion (Gellman, 1997). La figura 1.2 muestra un

esquema que representa la union especifica entre una matriz y un huésped.

MATRIZ HUESPED COMPLEJO MATRIZ-HUESPED

Figura 1.2: Inclusién de un huésped en una matriz a través del proceso de

reconocimiento molecular.
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La asociacion de dos areas atrayentes como la nanoquimica y la quimica
supramolecular, especificamente el uso de nanoparticulas metalicas y complejos de
inclusién, pueden resultar en un avance en la construccion de nuevos sistemas nano-
supramoleculares, aplicados a especies que requieren la maodificacion de algunas de
sus propiedades, tal es el caso de moléculas con aplicaciones bioloégicas y que
actualmente son utilizados como farmacos, pero que presentan diversas desventajas
terapéuticas como baja solubilidad acuosa, inestabilidad temprana, o tienen una accién

inespecifica en el organismo.

La investigacion desarrollada en esta tesis pretende ser un aporte en el estudio,
principalmente quimico, de sistemas que se componen de farmacos que actian como
huéspedes albergados en matrices de fciclodextrina, y que a su vez, interactden con
nanoparticulas de Au o Ag para mejorar algunas de sus propiedades que dificultan las
aplicaciones en terapia, como por ejemplo la baja solubilidad o la gran cantidad de

efectos secundarios.

1.1. Nanoparticulas de Au y nanoparticulas de Ag

Debido a las propiedades Unicas alcanzadas con la reduccién de un material a escala
nanomeétrica, es que las nanoparticulas metélicas (NPsM) altamente reactivas, pueden
ser sintetizadas con distintos tamafios y formas, y ser facilmente funcionalizadas con
diversos ligandos tales como polimeros, farmacos y/o material genético (Gibson, 2007;
Kogan, 2007; Sperling, 2010; Collen, 2012; Adura, 2013). Estos ligandos se unen a los
atomos superficiales de las NPsM a través de quemisorcion o interacciones

electrostaticas, entre otras (Daniel, 2004; Kumar, 2007).
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Las nanoestructuras en general son inestables debido a su alta energia superficial, por
lo que necesitan ser estabilizadas para evitar la agregacién mediante la modificacion
de su superficie, las nanoparticulas de Au (NPsAu) y las nanoparticulas de Ag
(NPsAQ), en términos generales, pueden reaccionar con diversas especies o moléculas
con grupos funcionales adecuados tales como SH, NH, y/o COOH (Kumar, 2003;
Hakkinen, 2012; Sperling, 2010, Sierpe, 2015). Comunmente han sido utilizadas
moléculas tioladas para dicho proceso (Brust, 1994; Porter, 1998, Vasiliev, 2009). Sin
embargo, el uso de moléculas aminadas también es una estrategia adecuada. Leff y
colaboradores en el afio 1996 demostraron que las aminas primarias forman enlaces
parcialmente covalentes con NPsAu, asegurando que la interaccion de un grupo NH;
con Au es fuerte y similar a la producida con enlaces tiolados. Kumar y colaboradores
en el afio 2003, mostraron algunos resultados sefialando que alcanotioles que cubren a
las NPsAu pueden ser reemplazados por alquilaminas mediante un mecanismo de
intercambio de ligandos, mientras que el proceso inverso, es decir, el intercambio de

alquilaminas por alcanotioles no se produce.

Las NPsAg por su parte, poseen diversas aplicaciones como optimizacion de
espectroscopia 6ptica, se utilizan en diagndstico como biosensores y se aprovechan
sus propiedades conductoras y antibacterianas (Prabhu, 2012), y pueden ser obtenidas
con una alta monodispersion cuando grupos carboxilos estabilizan los atomos de su
superficie (Yamamoto, 2006). Actualmente, ambas especies metélicas son
profundamente investigadas en el area de administracién de farmacos (Bhattacharyya,

2011).
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1.2. Nanoparticulas de Au y Ag usadas en administracién de farmacos

El concepto de administracion de farmacos o "drug delivery”, no solo esté ligado a la
investigacion y creacién de procesos de ingreso y entrega de farmacos, sino a
mecanismos cada vez mas complejos y eficientes. Una serie de avances significativos
se han hecho en el desarrollo de tecnologias para optimizar la administracion, los
nuevos sistemas de entrega, deben ser capaces de regular la velocidad de liberaciéon y
focalizacion del farmaco en un sitio especifico. De esta manera lograr tratamientos
terapéuticos aun mas eficaces, con reduccion de efectos adversos, minimizando la
frecuencia de dosificacion, aumentando la concentracién en el sitio de accion y

disminuyendo la cantidad utilizada (Alvarez, 2006; Feng, 2010).

Uno de los principales retos para la investigacion en “drug delivery”, es evitar los
posibles efectos secundarios del farmaco administrado en lugares del organismo que
no estan alterados, esto es especialmente dificil para el tratamiento del cancer. La
toxicidad de la quimioterapia, se debe a la baja selectividad de los farmacos, los que

ingresan y se distribuyen por todo el organismo.

Las NPs ofrecen estrategias para una terapia mas especifica, mejorando la
focalizacion y aumento de la concentracion local; su pequefio tamafio permite la
penetracion de las membranas celulares con un sofisticado, pero efectivo “drug

delivery” después de la endocitosis de la farmaco (De Jong, 2008).
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En general, existen procesos bioldgicos que se pueden interferir a nivel nanométrico,
esto conlleva a avances en el diagnéstico y tratamiento de enfermedades habituales
para nuestra sociedad, como cancer (Brigger, 2002). A este nivel de tamafio podemos
construir nanoestructuras capaces de ser usadas como sistemas de transporte y
liberacion de farmacos en células y tejidos especificos (Gosh, 2008). En la figura 1.3 se
presenta un esquema del uso de NPsAu como nanotransportadores. En ella se
esquematiza la llegada de estas nanoestructuras a tejidos enfermos después de su

administracion en el sistema circulatorio.

normal

Figura 1.3: Esquema de la entrega especifica de farmacos a través de NPsAu funcionalizadas

a células de cancer (Gosh, 2008).
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En este sentido, los sistemas de NPs pueden ser aplicados al tratamiento de
enfermedades asociadas con la inflamacion y los tumores. En tales condiciones
patoldgicas, el revestimiento endotelial de la pared del vaso sanguineo se vuelve mas
permeable que en el estado normal del tejido, lo que permite la acumulacién selectiva
de nanoparticulas, conocido como efecto de permeabilidad y retencion mejorada
(EPR). En consecuencia, ciertas nanoparticulas que poseen tamafios de 10 a 500 nm
de tamafio pueden salir del lecho vascular y se acumulan en el interior del espacio
intersticial, lo que permite una orientacion pasiva de farmacos activos asociados con
ellos (Shaji, 2013; Bertrand, 2014; Nehoff, 2014; Kobayashi, 2014). Asi, las NPs dan la
oportunidad de mejorar la entrega de farmacos a tumores, actuando como
transportador, al tiempo que lo protegen de la inactivacion prematura durante su
transporte (Huang, 2007). Hace algunos afios se han comenzado a abordar estudios
de NPsAu en cancer (Gibson, 2007; Jain, 2012) y recientemente se investigan NPsAg

para esta enfermedad (Jeyaraj, 2013; Ong, 2013).

Por otra parte, una cierta proporcion de estos sistemas puede atravesar la barrera
hematoencefalica y llegar al cerebro, como se ha demostrado para NPsAu (Lasagna-
Reeves, 2010; Guerrero, 2010; Prades, 2012). Las NPsAg poseen una actividad
antimicrobiana intrinseca, estudiada con Echerichia coli, estafilococos y levaduras,
entre otras, transformandolas en candidatas potenciales para ser ingresadas al
organismo con fines terapéuticos (Kim, 2007; Bhattacharyya, 2011; Akolade, 2012).

Todo lo anterior amplia ain mas las aplicaciones bioldgicas de estas estructuras.
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1.3. Bioaplicaciones de las NPsAu

Es evidente que entre la gran diversidad de NPsM, las NPsAu han tenido un
crecimiento constante en su investigacion debido a su amplio espectro de aplicaciones,
en el organismo son inocuas y existen variados métodos de sintesis y funcionalizacion.
Se ha demostrado que nanoesferas que poseen un tamafio entre 4 y 100 nm poseen
una baja citotoxicidad (Connor, 2005; Tirelli. 2006; Pan, 2007; Yen, 2009). En sistemas
de liberacion de farmacos las NPsAu muestran varias caracteristicas interesantes,
incluyendo una alta solubilidad, estabilidad en sistemas vivos y capacidad de
biodistribucién, ademas de mejorar la cinética de distribuciébn de farmacos. Ellas
pueden actuar como nanovehiculos para transportar y posteriormente entregar de
manera sostenida y controlada farmacos, con el fin de mantenerlos dentro de la

ventana terapéutica (Bansal, 2005; Sonavane, 2008; Wang, 2010; Dykman, 2012).

Gracias al efecto de plasmén de las NPsAu, es posible promover la liberacién del
farmaco de manera controlada a través de terapia fototérmica. La resonancia de
plasmoén superficial localizada o efecto plasmén, corresponde a la oscilacién colectiva
de los electrones de los atomos que se encuentran en la superficie del metal debido a
la interaccién con la luz. La absorciéon de energia conduce a una transicion de los
electrones de la superficie de un estado fundamental a otro excitado, luego, esta
energia se disipa como calor local en todas las direcciones (efecto fototérmico). Lo que
podria ser utilizado para la liberacién de farmacos (Aroca, 2006; Huang, 2008; Le Ru,
2009; Guerrero, 2014). En la figura 1.4 se muestran dos imagenes que representan el

efecto de plasmoén (a) y el efecto fototérmico (b) de NPsAu.
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Figura 1.4: (a) Esquema que ilustra el efecto de resonancia de plasmoén superficial localizada

(Wang, 2013). (b) Esquema que ilustra el efecto fototérmico en NPsAu (Guerrero, 2014).

En el contexto de las aplicaciones clinicas de NPsAu, es importante tener en cuenta

gue sus usos son aun incipientes. En la actualidad, existen algunas aplicaciones de

NPsAu en terapia; sin embargo, muchos de estos tratamientos existen solo en la fase

de ensayos clinicos (Etheridge, 2013). Un ejemplo en la fase clinica Il es el uso

potencial de NPsAu marcadas con el factor alfa recombinante de necrosis humana

tumoral (TNF-a) para la focalizacion de los tumores sélidos en pacientes con cancer en

etapas avanzadas (Libutti, 2010).

12



Cap. 1 Introduccién

1.4. Formacion de nanoparticulas de Au 'y Ag

Existen diversos métodos para la sintesis de NPsM, tales como descomposicion
térmica de complejos organometalicos (Sun, 2002), reduccién de sales metdlicas por
agentes quimicos (Turkevich, 1953) o mediante enzimas (Kulkarni, 2014), ablacién
laser (Mafuné, 2000) o pulverizacion catddica (Sierpe, 2015), entre otros mas. Estos
métodos pueden ser clasificados en tres categorias, métodos quimicos, biolégicos y
fisicos. Los métodos quimicos son sin lugar a dudas los mas utilizados, y emplean
diferentes agentes para reducir las sales metalicas, detener el crecimiento de las
particulas y estabilizarlas. La gran variedad de sintesis estudiadas por este método

promueve la obtencion de nanoestructuras de diferentes formas y tamafios.

(a) (b) (c) (d)
BT A TER Ty - 4 ~ .

(e)

Figura 1.5: Imagenes TEM de: (a) nanoesferas de Au (15 nm); (b) nanobarras de Au (15x50
nm); SEM de: (c) nanocapsulas de silice/Au (160/17 nm nucleo/coraza); (d) nanocuencos de
Au (250 nm) con semillas de Au al interior (55 nm); (e) nanocubos de Ag y nanocajas de Au

(de insercion); (f) nanoestrellas; (g) nanobipirdmides; y (h) nanooctaedros (Khlebtsov, 2010).
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Los métodos quimicos, a su vez, dan mejores resultados en concentracion de NPs y
dispersién de tamafos, sin embargo los precursores propios de la sintesis pueden ser
toxicos, lo cual es relevante si el propésito de la formacién de las NPsM es para
bioaplicaciones. En este sentido, los métodos fisicos son adecuados, debido a que la

técnica no implica el uso de agentes toxicos que puedan permanecer remanentes.

Los métodos fisicos se basan en la division mecanica de un metal, produciendo
pequenfias fracciones de NPs con un tamafo y forma que dependen fuertemente de las
condiciones utilizadas (Hatakeyama, 2011). Entre ellos podemos nombrar la
nanolitografia que consiste en el empleo de una capa polimérica sensible a la radiacion
para formar patrones bien definidos sobre una superficie, Lu y colaboradores han
obtenido nanoalambres de Au mediante esta técnica, los cuales tienen una orientacion
cristalina y conductividad homogénea (Lu, 2010). La ablacién laser se basa en la
vaporizacion y condensacién de NPs producidas por la aplicacion de un laser pulsado

sobre un blanco metalico que se encuentra en solucion (Mafuné, 2000).

Otra técnica fisica es la pulverizacién catddica (PC) en alto vacio y consiste en la
desintegraciéon de un area de una lamina metdlica delgada, y los atomos desprendidos
se estabilizan a través de su depdésito sobre la superficie de un sustrato. El método de
PC tiene varias ventajas respecto de los métodos quimicos trabajados actualmente, no
hay contaminacién de solventes o moléculas de precursores sobre la superficie, el

proceso es econdémico, rapido y no causa dafio ambiental (Kelly, 2000).
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Figura 1.6: Esquema del equipo de PC ilustrando la formacién de NPsM depositadas

sobre Cl en estado soélido.

Multiples variables se deben considerar para el deposito de NPsM por este método.
Existen dos tipos de procesos de PC, el primero denominado PC reactiva, consiste en
la aplicacion de un gas como oxigeno que interfiere oxidando el metal que es
depositado y PC no reactiva y comprende a un mecanismo de desintegracion de la

lamina metélica con un gas inerte como argdn sin producir una reaccion quimica.
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Para comenzar el proceso de PC, se requiere un alto vacio, asi se evita que gases
inicialmente contenidos en la camara interfieran en la desintegracion de la lamina, en el
trayecto de los atomos liberados hacia el sustrato o que contaminen las muestras. Los
equipos, en general, operan a un alto vacio (P < 10°® mbar). Luego se introduce el gas
modificando la presién del sistema, la cual debe adaptarse a los requerimientos de la

técnica, es decir, al nivel de plasma y nimero de descargas aplicados (Kelly, 2000).

Posteriormente se aplica una corriente eléctrica del orden de los 20 a 25 mA, la
diferencia de potencial generada entre el catodo (lamina metélica) y el &nodo (sustrato)
provoca la ionizacién del gas formando el plasma. Estos iones se dirigen al catodo
golpeando al metal con una alta energia, liberando atomos de su superficie o pequefios
clusteres mediante una transferencia de momentum. En esta etapa, el control de la
corriente aplicada se utiliza para modificar el nivel de ionizacién del gas y el nimero de
colisiones contra la ldmina. Una vez iniciada la colisién en cascada, parte de la energia
de los iones se transfiere a los atomos metalicos, los que adquieren energia suficiente
para desprenderse del material y dirigirse hacia el &nodo. La mayor parte de la energia
proporcionada por los iones incidentes se transforma en calor, siendo este disipado

mediante un circuito de refrigeracion que evita el sobrecalentamiento del sistema.

El proceso puede ser mas eficiente a través de la aplicacion de un campo magnético
perpendicular al campo eléctrico que se genera tras la descarga, esto se denomina PC
asistida por imanes. El impacto de los iones produce electrones secundarios que
pueden combinarse con los iones provocando una fuerte emision de luz en el area del
catodo; al aplicar un campo magnético se evita la dispersion del plasma en la camara y

estos electrones secundarios son llevados hacia la laminay son forzados a recorrer
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trayectorias helicoidales, acumulandose en esa zona junto con el gas ionizado, lo que
provoca un mayor namero de colisiones sobre el metal. La aplicacién de este campo
magnético transversal también permite que los electrones secundarios generados no
impacten el sustrato (Kelly, 2000). En la figura 1.7 se presenta una imagen del equipo

de PC, mostrandose el proceso de formacién de NPs y los componentes de la camara.

Fujiki y colaboradores en el afio 2006 fueron los primeros en reportar el depdésito
anisotropico de NPsAu sobre caras especificas de cristales organicos. Los estudios
comenzaron a abordar otros campos, obteniéndose por ejemplo, NPsM sobre Cl de CD
para posibles aplicaciones bioldgicas (Sierpe, 2015), o incluso, el uso de liquidos con
presiones de vapor extremadamente bajas para ser usados como sustrato (Wender,

2010; Vanecht, 2011;Torimoto, 2015).

Figura 1.7: Fotografias del equipo de PC asistido por imanes. A la izquierda se
observa el plasma producido durante la desintegracién de la lamina. A la derecha se

observa la camara abierta, con la lamina metalica puesta en la seccién catodica.
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1.5. Compuestos de inclusién

La quimica supramolecular nace durante la década del 60’ de la mano de tres
investigadores, que en 1987 ganan el premio Nobel de Quimica por el desarrollo de
este nuevo campo investigativo. El profesor Jean-Marie Lehn, el Unico de los tres
galardonados aun vivo, la definié brevemente como: “la quimica que va mas alla de la
molécula" (Lehn, 1990). Es la quimica supramolecular quien da origen a la
investigacion de los Cl. En el afio 1886, Mylius fue el primero en reportar estructuras
supramoleculares entre la hidroguinona y numerosas especies volatiles, pero fue
Schlenk, en 1949, el primero en usar el término “compuesto de inclusion” para describir
estos sistemas. Su clasificacion debe respetar algunos criterios basicos. Los Cl son
especies quimicas constituidas principalmente por una estructura matriz compleja,
relativamente rigida, que contiene cavidades en las que se albergan otras especies
quimicas de menor tamafio y de movilidad relativamente alta. Otras caracteristicas
generales que poseen los Cl es que las interacciones matriz-huésped son menos
fuertes que las interacciones quimicas covalentes, siendo estas a menudo del tipo van
der Waals y/o por puentes de hidrégeno; su existencia como agregado supramolecular
esta marcado por una afinidad y especificidad estructural entre la cavidad de la matriz y
la geometria del huésped. Ademas, se debe comprender que en los Cl, las especies
huéspedes al interior de la matriz estan dotadas de una movilidad alta, sin embargo,
presentan restricciones en sus grados de libertad de traslacion y rotacién (Takemoto,

1984).
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Los compuestos de inclusién pueden ser clasificados de diferentes maneras, una de
ellas es segun el tipo de matriz utilizada y la naturaleza de los intersticios que la
conforma, existen ClI monomoleculares, polimoleculares, de intercalacion vy
macromoleculares y deben cumplir con poseer o formar una cavidad apta para albergar
moléculas huéspedes en su interior. Otra manera de clasificarlos es por su
permanencia al cambiar de la fase sdlida a la fase dispersa. Un tipo de Cl es aquel que
se construye a través del reconocimiento molecular entre la matriz y el huésped en
fase sdlida formando verdaderas arquitecturas soportadas Unicamente a través de
interacciones de baja energia. El segundo tipo de Cl es aquel que puede existir en fase
sélida o dispersado en una soluciéon donde la ruptura de la estructura no desarticula al
complejo, es decir, las interacciones entre la matriz y el huésped permanecen en
equilibrio dinAmico una vez en solucién. Probablemente, la matriz mas estudiada en CI
corresponde a las ciclodextrinas (CD), la cual clasifica como entidad monomolecular y

puede formar CI tanto en fase sélida como dispersa.

Las CD son oligosacaridos ciclicos, no téxicos, formados por varias unidades de
glucosa unidas por medio de enlaces a(1-4), como un cono truncado, con una cavidad
interior parcialmente apolar y una superficie exterior polar. Se ha demostrado que
varias fuerzas débiles principalmente del tipo van der Waals, determinan el
comportamiento de las CD como matrices en Cl. Las formas mas comunes sona, By y
CD, compuestas por 6, 7 y 8 unidades de glucosa respectivamente (del Valle, 2004)
(ver figura 1.8). Debido a su estructura hidrofobica en la cavidad interna e hidrofilica en
la superficie externa, las CD son capaces de incluir preferentemente moléculas

apolares como hidrocarburos alifaticos y ciclicos (Douhal, 2004).
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Figura 1.8: Representacion esquematica de tres formas de CD: a-CD, B-CD y y-CD,

con su estructura molecular desarrollada y modelos tipo cono.

Tras exitosos resultados, las CD estan presentes en numerosos trabajos de
investigacion, patentes y conferencias. Fueron descubiertas en 1891 y desde entonces
han tenido una consecutiva linea investigativa, aunque su mayor estudio esta
relacionado con sus potenciales aplicaciones farmacéuticas (Loftsson, 1996; del Valle,

2004).

1.6. Bciclodextrina usada en administracion de farmacos

Como matrices en Cl, las CD han sido ampliamente utilizadas en administracion de
farmacos, debido a que logran variar algunas propiedades desfavorables de los
huéspedes incluidos. Ademas de las propiedades ya nombradas, implicitas por su
estructura quimica, las CD proporcionan una serie de ventajas tales como: diversidad
de tamafios de su cavidad, lo que hace posible albergar farmacos de diferentes

dimensiones moleculares, protegiéndolos contra la degradacion, poseen una elevada
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estabilidad térmica, con una temperatura de descomposiciéon proxima a 300 °C, son
estables a pH basico y neutro, y se degradan lentamente a pH mas acido, evitan la
inestabilidad de moléculas expuestas a degradarse por exposicion al oxigeno, agua,
radiacién, calor o reacciones quimicas internas, reducen la irritacion provocada por el
ingreso directo de algunos farmacos al organismo y evitan la incompatibilidad entre
farmacos o con otros ingredientes inactivos presentes; con el proceso de inclusion
ademas es posible disminuir la toxicidad y aumentar la solubilidad en agua de muchas
especies. Adicionalmente las CD son utilizadas para administrar farmacos al organismo
y transportarlos al sitio de acciébn de manera estable, liberando al huésped en un

tiempo prolongado y de manera uniforme (Loftsson, 2007; Laza-Knoerr, 2010).

Entre las diversas matrices de CD aplicadas en administracion de farmacos, sin lugar a
dudas la Bciclodextrina (BCD) y sus derivados son las mas usadas. En general, se
pueden encontrar diferentes aplicaciones de BCD que han sido llevadas al mercado.
BCD fue aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos en el
afio 2001, lo que permite su uso en la industria alimentaria, cosmetologia, y
aplicaciones clinicas en seres humanos. En ese afio, las CD experimentaron un fuerte
crecimiento; seis productos fueron aprobados por la FDA, se publicaron alrededor de
600 patentes y aplicaciones en formulaciones de farmacos, y mas de 500 articulos
cientificos incluian CD en sus estudios. En la actualidad, las contribuciones de BCD y
sus derivados siguen aumentando, y nuevos sistemas se siguen desarrollando. El uso
de hidroxipropil-BCD en la enfermedad de Niemann-Pick tipo C y CD en forma
polimérica o con AuNPs acoplados para el transporte de farmacos antitumorales son
algunas de sus aplicaciones (Park, 2009; Loftsson, 2010; Adeli, 2011; Liu, 2012; Stella,

2012; Shi, 2013; Ottinger, 2014, Vite, 2015).
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El gran numero de patentes y articulos de investigacion publicados y el constante
desarrollo de nuevas estrategias para la administraciéon de farmacos que utilizan CD
muestran el alcance de este campo dentro de la industria farmacéutica. Los
mecanismos que describen el proceso de entrega de farmacos albergados en matrices
de BCD son aun discutidos, sin embargo existen estudios que apuestan que una vez
llegada la CD al sitio de accién, el farmaco puede ser removido por un mecanismo de
intercambio con colesterol. Se inform6 que las CD debido a su capacidad de extraer el
colesterol, puede aumentar la fluidez de la membrana e inducir la invaginacion de esta
a través de una pérdida de resistencia a la flexiébn haciendo mas accesible la entrada

del farmaco (Rasheed, 2008; Lépez, 2013).

El estudio computacional realizado por Lopez y colaboradores en el afio 2013 y
publicado por la revista Nature como un articulo abierto, explica que la BCD forma
dimeros que se unen a una superficie de la membrana con una alta afinidad,
especificamente de 35 kJ/mol, independientemente de la fase de membrana ya sea Lo
(liquido ordenado) o Ld (liquido desordenado). La extraccion de colesterol, sin
embargo, es mas favorable desde la fase Ld, con una ganancia en la energia libre de
40 kJ/mol en comparacion con 10 kJ/mol desde el dominio Lo. La extraccién de
colesterol de los dominios Ld causara por tanto una redistribucién de colesterol en la
membrana, y la interrupcion de la coexistencia de fases, permitiendo con ello el ingreso
de moléculas que pueden llegar al sitio transportadas por la CD. En la figura 1.9 se
muestra una ilustracién del mecanismo de llegada e interaccion de CD con membranas

biol6gicas.
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Figura 1.9: Modelo propuesto para la extraccion de colesterol por CD (Lépez, 2013).

1.7. Inclusion de farmacos en matrices de BCD

Las CD pueden albergar diferentes moléculas que tengan una region apolar y de
dimensiones menores al area de su cavidad interna. La BCD forma CI preferentemente
con moléculas que posean anillos aromaticos en su estructura o heterociclos de
dimensiones similares. La estabilidad de formacion del complejo no solo esta dada por
la naturaleza energética de la interaccion matriz-huésped, sino también por las
interacciones entre matrices vecinas. Existen tres disposiciones posibles para las CD
llamadas cabeza-cabeza, cola-cola y cabeza-cola (ver figura 1.10). La orientacion
cabeza-cabeza es la mas estable, ya que presenta valores absolutos con signo
negativo de energia libre de Gibbs segun célculos tedricos realizados para diversos Cl

formados por dimeros de CD (Nagaraju, 2009; Dang, 2011).
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CABEZA - CABEZA COLA -COLA CABEZA-COLA

Figura 1.10: Representacion de las tres orientaciones posibles para dimeros de CD en

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

Wei Chen y colaboradores en el afio 2004, realizaron estudios tedricos para calcular
las interacciones de aCD, BCD yyCD con cinco moléculas huéspedes: benceno,
resorcinol, y los farmacos antiinflamatorios flurbiprofeno, naproxeno, y nabumetona.
Los célculos de rendimiento se encuentran en excelente acuerdo con datos
experimentales, proporcionando una vision detallada en los cambios de entropia
configuracional y de diversos componentes de energia tras la formacion de los
Cl. Ademas, estos resultados entregan una idea de la quimica-fisica de reconocimiento
molecular. La unién cavidad-sustrato de moléculas de benceno y las tres formas de CD
es impulsada principalmente por las interacciones atractivas de van der Waals, que
cambian entre -10 a -13 kcal/mol tras la inclusién, encajando perfectamente en aCD, y
luego més libremente en By yCD, con ello, el proceso de ensamblaje molecular es mas
favorable segun la siguiente secuencia: aCD > BCD > yCD, mientras que la tendencia
de la entropia configuracional se invierte; lo cual refleja no sélo la movilidad de

benceno, sino también la flexibilidad propia de las CD.
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La existencia de mayores restricciones para la especie benceno en aCD, implica que
no hay variaciones significativas en su conicidad, como ocurre para las otras dos
matrices. La inclusion completa y favorable de un benceno en aCD, se vuelve parcial y
de poca atraccion si ingresamos nuevas moléculas, que contengan nuevos grupos en
su estructura, ademas de anillos aromaticos; volviéndose un proceso mas complejo,
como es el caso de resorcinol, flurbiprofeno, nabumetona y naproxeno. Los resultados
indican que las cuatro estructuras ingresan en BCD y yCD, siendo de interacciones
mas débiles para la Ultima matriz. Para estos cuatro huéspedes que poseen grupos
apolares, se definen nuevas interacciones coulémbicas, donde los grupos presentes en
la superficie exterior de la cavidad de cada CD, se doblan al interior para facilitar la
interaccion con la parte hidrofilica de los farmacos, obteniéndose como resultado que
los anillos no entran completamente en aCD, mientras que en BCD estan
profundamente insertados, siendo una inclusion similar en yCD, aunque esta ultima,
otorga mayor libertad del huésped dentro de la cavidad. Sumamos a estas condiciones
la desolvatacion del farmaco para poder ingresar en la matriz, siendo un factor
importante, ademas de la entropia configuracional, la entropia de solvatacion tanto del

huésped como del disolvente.

En la eleccion de farmacos que pueden ser albergados en BCD, se debe considerar la
presencia de una regién apolar y la existencia de grupos funcionales en su estructura,
ademas de las dimensiones tanto de la cavidad de la CD como de la molécula
huésped. Estudios tedricos y experimentales (Chen, 2004; Melo, 2008) predicen que
los grupos funcionales pueden permanecer expuestos en las aberturas de las CD. La
tabla 1 muestra las caracteristicas estructurales y algunas propiedades de las tres

especies de CD y sus principales derivados.
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Tabla 1.1. Caracteristicas estructurales y propiedades quimicas de CD nativas y

sustituidas (Crestani, 2011).

Tipo de CD Unidades Peso molecular | Dimension de Punto de Solubilidad acuosa
de glucosa (g/mol) la cavidad (A) | fusién (°C) | a 25 °C (g/100 mL)

aCD 6 973 5 275 15
Dimetil-aCD 6 1141 5 260-264 -

BCD 7 1153 6 280 1,85
Dimetil- BCD 7 1331 6 295-300 57
Trimetil- BCD 7 1430 4-7 157 31

yCD 8 1297 8 275 23

Debido a las dimensiones de borde de la cavidad de BCD (diametro de ~6 A para el

borde angosto y ~6,5 A para el borde ancho), los grupos hidroxilos primarios y

secundarios de los residuos de glucosa, que la hacen soluble en agua, y otras

caracteristicas desplegadas del analisis anterior, se puede definir a la BCD como la

matriz mas adecuada para la inclusién de farmacos que poseen anillos aromaticos en

su estructura o heterociclos que ademas contienen grupos funcionales.
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1.8. Convergencia entre NPsM y ciclodextrinas

En literatura, es posible encontrar estudios acerca de NPsM en conjunto a diferentes
tipos de CD. Se ha reportado la preparacién de NPsAu mediante el uso de CD como
agentes estabilizantes, permitiendo una mejora en el tamafo y dispersion de estos
sistemas, en comparacién al método de Turkevich clasico (Liu, 2003, Huang, 2004);
incluso por métodos fisicos (Kabasin, 2003; Sylvestre, 2004). Por otra parte,
numerosos sistemas nanométricos han sido disefiados con NPs cubiertas por CD
modificadas para posibles aplicaciones biol6gicas (Giménez, 2005; Li, 2008; Tang,
2008; Park, 2009; Adeli, 2011; Shi, 2013). Interesantemente, se demostré que el uso
de CD puede potenciar las propiedades antibacterianas intrinsecas de NPsAg, ya que
las CD permiten una mayor penetracion de las particulas a través de la membrana
celular (Jaiswal, 2010). En los ultimos afios se han reportado una serie de Cl formados
por CD que albergan huéspedes que poseen grupos funcionales SH, NH, o COOH y
gue son utilizados como sustrato para la formacion y estabilizacion de NPsAu y NPsAg

por el método de PC (Barrientos, 2007; 2009; 2012; Herrera, 2013; Sierpe; 2015).

Existen diversos farmacos que presentan desventajas terapéuticas y que son
candidatos a ser incluidos en matrices de BCD y transportados a través de sistemas
nanoparticulados. Las motivaciones de generar estos nuevos sistemas ternarios BCD-
Farmaco-NPsM son principalmente dos: en primer lugar aumentar la solubilidad del
farmaco, disminuir su toxicidad por inespecificidad, aumentar su concentracion local,
evitar su reactividad temprana, entre otras, y segundo, liberar el farmaco en su sitio de

accion, promoviendo una entrega sostenida en el tiempo.
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1.9. Farmacos 6-Tioguanina y 6-Mercaptopurina

El farmaco 6-tioguanina (TG) es un analogo de la guanina y de la adenina, se utiliza
clinicamente para tratar la leucemia linfoblastica infantil aguda (LLA) y otras formas de
leucemia, ademas, es usado como inmunosupresor en cirugia de trasplante, y mas
recientemente se ha demostrado que dificulta la replicacion del VIH. TG fue
descubierto en 1951 por Gertrude B. Elion, junto con el farmaco 6-mercaptopurina (MP)
y ante la evidencia de que podria producir una remisién completa en los nifios con LLA,
el medicamento fue aprobado por la FDA apenas dos afios después de su primera
sintesis (Elion, 1989). A pesar de su demostrada eficacia como agente antineoplasico,
TG tiene algunas desventajas terapéuticas. Después de su administracion oral
presenta una pobre absorcion, alcanzando concentraciones plasmaticas luego de 10 a
12 horas, por otra parte, los alimentos reducen considerablemente su biodisponibilidad.
El farmaco se distribuye por todo el organismo, concentrandose preferentemente en
médula 6sea. La TG no atraviesa la barrera hematoencefalica y es ampliamente
metabolizada en el higado, siendo luego excretada a través de la orina. Se han
realizado diversos esfuerzos en investigacion para generar modificaciones a su
estructura y sintetizar nuevos analogos nucleosidicos con el fin de promover un efecto
mas selectivo y aumentar la solubilidad acuosa de este farmaco (Erb, 1998; Bohon,

2003).
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Tal como TG, MP es un farmaco que fue aprobado rapidamente por la FDA, luego de
su sintesis en 1951, siendo aplicado para el tratamiento de la LLA. Aunque ambos
tienen la misma aplicacion quimioterapéutica, este farmaco no posee el grupo funcional
NH, en el carbono 2; debido a esta modificacion quimica presenta un ordenamiento
cristalino diferente, lo cual implica diferencias en algunas de sus propiedades como

una mayor solubilidad (Latosinska, 2009).

1.10. Farmaco Melfalan

Melfaldn (MF) es un compuesto antineoplasico eficaz en el tratamiento del mieloma
multiple, cancer de ovario, amiloidosis y melanoma maligno (Anonymous, 1997), su
nombre IUPAC es acido (2S)-2-amino-3-[4-[bis(2-cloroetilllamino] fenil] propanoico. Se
comercializa en la actualidad como un producto liofilizado junto con un segundo vial
gue contiene un codisolvente para su dilucién. Un inconveniente importante en la
terapia con MF surge de su baja solubilidad acuosa y la inestabilidad en la
reconstitucion y dilucién. El sistema de dos viales para comercializarlo es otro
inconveniente y el uso de los codisolventes contribuye potencialmente a los efectos

secundarios de la terapia (Medlicott, 1998; Ma, 1999).

Luego de que MF fue aprobado por la FDA las investigaciones se centraron en dos
areas importantes, estudiar su mecanismo de accién en mdltiples tipos de cancer y
mejorar su estabilidad, para esto ultimo, actualmente MF se comercializa en un vial
aislado, cuya mezcla para ser aplicado se debe realizar solo unos minutos antes ya
gue consta con una breve vida media. La reaccién que procede en solucién se muestra
en la figura 1.11 y corresponden a las etapas I, Il y Il del mecanismo por hidrélisis

propuesto por Chang en 1976.
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Figura 1.11: Mecanismo de reaccion propuesto por Chang en 1976 sobre la

desestabilizacién de MF en solucién acuosa.

1.11. Farmaco 2-amino-4-(4-clorofenil)tiazol

Diversos estudios han demostrado que grupos tiazoles y derivados de estos mismos
tienen diversas propiedades biolégicas en funcion de la sustituciébn en distintas
posiciones del anillo aroméatico, dichas funciones son del tipo antifungicida,
antibacterianas, antiinflamatoria (Holla, 2003), ademas también son utilizados para el
tratamiento de la hipertension e infecciones por VIH (Das, 2006). Recientemente se ha
evaluado el uso de estos derivados en cancer. El farmaco 2-amino-4-(4-clorofenil)tiazol
(AT), es uno de estos derivados utilizado actualmente como antimicrobiano

(Venkatachalam, 2001; Holla, 2003; Das, 2006).
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1.12. Farmaco Feniletilamina

Feniletilamina es un estimulante psicoactivo que produce efectos tales como aumentar
el estado de vigilia, excitacién y taquicardia, empleandose como antidepresivo. Esta
neuroamina endoégena posee efectos similares a las anfetaminas, pero sin inducir
tolerancia. A pesar de sus propiedades favorables, se metaboliza rapidamente en el
organismo a través de la enzima MAO-B, con una vida media biolégica que va desde
los 30 s a los 10 minutos como maximo, sin alcanzar concentraciones significativas en
el cerebro. Por otra parte, FEA presenta una baja solubilidad acuosa y puede formar
una sal tras reaccionar con el CO, del medio (Suzuki, 1981; Sabelli, 1995; 1996;

Szabo, 2001).

1.13. Hipotesis

Se propone la formacion de sistemas ternarios BCD-Farmaco-NPsM, con los farmacos
presentados anteriormente. En base a lo expuesto anteriormente podemos formular la

siguiente hipétesis:

"La BCD puede albergar a las moléculas TG, MP, MF, AT y FEA, formando CI con los
grupos funcionales de estos huéspedes expuestos hacia una de las aberturas de la

matriz para la estabilizacién de NPsAu y NPsAg depositadas por el método de PC".

"La presencia de las NPsAu en el sistema ternario BCD-FEA-NPsAu permite la

liberacion del farmaco en solucion acuosa por irradiacion laser".
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1.13. Objetivos generales

1. Estudiar el proceso de inclusion de farmacos en BCD y analizar la interaccion
de estos Cl con nanoparticulas metalicas de Au y Ag.
2. Evaluar la permeabilidad y liberacién de uno de los farmacos desde el sistema

ternario BCD-Farmaco-NPsM.

1.14. Objetivos Especificos

1. Sintetizar y caracterizar los complejos BCD-TG, BCD-MP, BCD-MF y BCD-AT,
por difraccién de rayos X de polvo y RMN de 1y 2 dimensiones.

2. Calcular las constantes de asociaciéon de todos los complejos a través del
método de solubilidad de fases.

3. Describir las interacciones y la estabilidad de los complejos con NPs de Au y Ag
a través de las técnicas de UV-visible en sélido, TEM, SEM y EDX.

4. Realizar ensayos PAMPA a los CI con y sin NPsM.

5. Cuantificar la carga y evaluar la liberacion de FEA desde el sistema BCD-FEA-

NPsAu a través de irradiacion laser.
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2.1. Reactivos y solventes

En la preparacion de los ClI, se utilizaron los siguientes reactivos de grado analitico:
BCD hidratada (98%), TG (>98%), MP (>98%), MF (>98%), AT (>98%), y FEA (99,5%),
los cuales fueron proporcionados por la empresa Sigma-Aldrich. Como solventes se
emplearon etanol y agua para cromatografia LiChrosolv®, todos de grado analitico,

marca Merck y agua de grado mili-Q.

Para la obtencion de NPs de Au y de Ag mediante el método de PC en alto vacio se

utilizaron laminas metalicas de Au y Ag de alta pureza (99,9%) como precursor.

Para la caracterizacion de las muestras por RMN se utilizaron ampollas de 0,75 mL de
DMSO-dgs (99,8%), para la cuantificacion de Au por absorcion atomica se us6 una
solucion acida de HCI (38%) y HNO; (65%), para los ensayos de irradiacion laser se
utilizé cloroformo (p.a.), los cuales fueron provistos por la compafiia Merck. Para
obtener los espectros por UV-Vis en sélido se utiliz6 una linea base de sulfato de bario
(>99%), y para espectroscopia IR, se hicieron pastillas de bromuro de potasio (>99%),
para la caracterizacion por TEM se utiliz6 isopropanol (>99,7%), para los ensayos
PAMPA se utiliz6 fosfatidilcolina (>99%), dodecano (liquido, >99%), tiopental (>98%),
azul de Evans (>75%) y pastillas de PBS, todos provistos por la compafiia Sigma-

Aldrich.
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2.2. Metodologia

2.2.1. Sintesis de los complejos

La sintesis de todos los complejos se realizé en relaciones molares 1:1 matriz-

huésped.

Para formar el complejo BCD-TG, se disolvieron 50 mg de TG (167,2 g/mol) en etanol,
con agitacién constante a 30 °C durante 24 horas, agregando pequefias alicuotas del
alcohol para no perder volimenes significativos en la disolucion, logrdndose una
solucién saturada. Ademas, se disolvieron 0,3394 g de BCD en agua con agitacion
constante durante 6 horas, a temperatura ambiente. Ambas disoluciones se enfriaron
hasta 10°C aproximadamente y se mezclaron con agitacién suave y constante durante
6 horas mas, dejando que la temperatura ascienda lentamente hasta alcanzar la
temperatura ambiente. La mezcla se cubrié con papel aluminio y se guardé inmévil
bajo campana durante 2 a 4 semanas; poco a poco el solvente se evaporo,
formandose pequefios cristales que precipitaron en el fondo de la solucién, los cuales

fueron retirados antes de la evaporacién completa de los solventes.

Para formar el complejo BCD-MP, se disolvieron 50 mg de MP (152,2 g/mol) en etanol
a 30 °C durante 24 horas, agregando pequefas alicuotas hasta alcanzar una solucion
saturada. Ademas, se preparé una solucion de 0,3337g de BCD en agua a temperatura
ambiente. El procedimiento que continud es analogo a la sintesis del complejo con TG,

obteniéndose después de 2 semanas los complejos en estado sélido.
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Para la sintesis de BCD-MF, se utilizaron 0,2025 g de MF (305,2 g/mol) disueltos en
etanol a 30 °C, agregando poco a poco el solvente, con agitacion suave durante 2
horas. Por otra parte, se disolvieron 0,7525 g de BCD en agua. El procedimiento de
mezcla de ambas disoluciones y la obtencion de cristales es analogo a los

anteriormente mencionados para TG y MP albergados en CD.

Para la sintesis de BCD-AT, se disolvieron 0,1140 g de AT (210,7 g/mol) en etanol y
por otra parte, 0,6000 g de BCD en agua, ambos con agitacién constante y a
temperatura ambiente durante una hora. Una vez solubilizados ambos compuestos, las
soluciones fueron mezcladas con agitacién suave y se dejaron en reposo por 10 dias

hasta la formacién de cristales que fueron separados de los restos de solvente.

Para formar el complejo BCD-FEA, se prepar6 una solucién saturada de 0,5000 g de
BCD en agua con agitacion constante a temperatura ambiente, luego se agregaron
directamente 55,5 pL de FEA (p = 0,964 g/mL). La mezcla permanecio bajo agitacion
durante dos horas a temperatura ambiente. La solucion fue guardada bajo campana,

inmovil hasta la formacién de los cristales, los cuales precipitaron al cabo de 48 horas.

2.2.2. Tratamiento de los cristales

Una vez formados los cristales, estos fueron lavados con una mezcla al 50% v/v de
agua y etanol a 4 °C y filtrados al vacio en un kitasato con embudo Blchner, con una
doble capa de papel filtro, para eliminar los excesos de matriz, huésped o solventes
gue humedecen los compuestos. Finalmente los cristales fueron secados en una linea
de vacio para remover el agua o etanol que pueden permanecer ocluidos en el sélido y

luego guardados en frascos ambar con sello de teflén.
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2.2.3. Deposito de NPsAu y NPsAg

Las NPsM fueron obtenidas a través del método fisico de PC en alto vacio, en un
equipo Magnetron Sputter Coater PELCO SC-6 de corriente directa con una descarga
de 220 V, segun pardmetros ya publicados (Sierpe y col. 2015). Se pesaron
aproximadamente 20 mg de cada Cl, los cuales fueron pulverizados en un mortero de
agata y luego colocados como una fina capa de polvo cristalino en un portamuestras
de vidrio para microscopia 6ptica dentro del equipo de PC. Una lamina de Au o Ag
(segun corresponda) fue usada como catodo y el polvo cristalino de cada Cl se usé
como un sustrato en una camara de vacio a 0,5 mbar de presién y ambiente inerte de
argén; una corriente de 25 mA fue utilizada para ionizar el gas. Una vez iniciado el
proceso de pulverizacion, los atomos de Ar ionizados golpean la ldmina metalica
liberando atomos o pequefios clusteres de oro los cuales migran y se estabilizan sobre
la superficie de los micracristales del Cl. Las NPsAu se forman aparentemente con un
crecimiento epitaxial. La exposicion de las muestras a la técnica se realizé durante

tiempos entre 5y 100 s.

Un esquema que resume el proceso de inclusién del farmaco en matrices de BCD y el

depdsito de NPsM sobre los cristales se presenta en la figura 2.1.
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Figura 2.1: Esquema general del proceso de inclusién de farmacos en BCD (a, by ¢), la

formacion de cristales (d), y la obtencion y estabilizacion de NPsM por PC (e y f).

2.3. Equipos para la caracterizacion de las muestras

Se realiz6 el analisis de muestras cristalinas para los sistemas CD, TG, BCD-TG, MP,
BCD-MP, MF, BCD-MF, AT, BCD-AT, BCD-AT-NPsAu, BCD-FEA y BCD-FEA- NPsAu
por difraccion de rayos X de polvo (DRXP) en un rango de 2° < 26 < 80°, utilizando un
difractbmetro Siemens D-5000 con una radiacion Cu-Ka (40 kV, 30 mA) y un
monocromador de grafito (A = 1.5418 A). Para la indexacion de las reflexiones
obtenidas en cada difractograma se utilizé el programa PowderX creado por Chen

Dong del Instituto de Fisica de la Academia de Ciencias de China en 1999.
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La caracterizacion mediante Resonancia Magnética Nuclear de protones (‘*H y ROESY)
en solucién de: BCD, TG, BCD-TG, MP, BCD-MP, MF, BCD-MF, AT, BCD-AT, FEA,
BCD-FEA y BCD-FEA- NPsAu; se llevé a cabo en un equipo Bruker Advance 400 Mhz
a 30 °C, utlizando TMS como referencia interna y DMSO-ds como solvente. El
tratamiento de los espectros se realizé con el programa MestRec. Las mediciones
ROESY de todos los CI se realiz6 usando el método de gradientes seleccionado de
campo pulsado. Por otra parte, la estequiometria de cada Cl fue calculada mediante la

integracion de las sefiales de los espectros *H-RMN usando el programa MestRec.

La estequiometria del complejo BCD-FEA fue determinada ademas por el método de
variaciones continuas usando un espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer modelo

Lambda 25.

Para el calculo de las constantes de estabilidad de los complejos BCD-TG, BCD-MP,
BCD-MF, BCD-AT y PBCD-FEA, los espectros de absorbancia de los diferentes
farmacos en solucibn acuosa con y sin CD fueron obtenidos mediante
espectrofotometria UV-Vis utilizando un equipo Perkin EImer modelo Lambda 25. Estas
mediciones fueron realizadas en cubetas de cuarzo de 1 cm de diametro en un rango

entre 200 y 800 nm empleandose agua como blanco.

El espectro de absorcién de NPsAu y NPsAg depositadas sobre los diferentes Cl se
realiz6 mediante espectrofotometria UV-Vis en estado sélido en un rango de 200 a 800
nm, empleando una referencia de sulfato de bario en un equipo Shimadzu UV-2450
con una esfera de integracion ISR-2200 asociada y controlado por el software UVProve
Version 1.10. Primero se midio la reflectancia difusa de las muestras y luego, a través

de la transformacion matematica Kubelka-Munk, se obtuvieron sus absorbancias.
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Las NPsAu y NPsAg obtenidas fueron caracterizadas por TEM, usando un equipo
JEOL JEM 1200 EX con filamento de Tungsteno, operado a bajas presiones (1x107°
Pa), con un voltaje de aceleracion de 80 kV. Las muestras fueron preparadas
dispersando aproximadamente 1 mg de muestra en 0,5 mL de una solucion de
isopropanol 30%. Luego se deposité una gota de 10 uL sobre una rejilla de cobre con
una pelicula de Formvar continua. Posteriormente se retir6 el exceso de muestra sobre

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

Imadgenes de los cristales se obtuvieron en primera instancia a través de un
microscopio digital de luz polarizada Twist, de magnitud X10~X200. Imagenes de los
cristales mediante SEM fueron obtenidas usando en un equipo LEO 1420VP con un
instrumento de andlisis de energia dispersiva acoplado, modelo Oxford 7424 a un
voltaje de aceleraciéon de 25 kV. Para imagenes de FE-SEM se utiliz6 un equipo
modelo Zeiss Leo Supra 35-VP con voltajes de aceleracion de 15kV y 2kV. Unicamente
para muestras de BCD-FEA-NPsAu se utiliz6 un equipo JOEL JIB4500 con un voltaje
de aceleraciéon de 15 kV. Las muestras fueron preparadas depositando NPsAu o

NPsAg usando el método de PC por tiempos entre 20 y 100 s.

Espectros IR de los sistemas BCD-FEA y BCD-FEA-NPsAu fueron registrados usando
un equipo Perkin Elmer 2000 con pastillas de KBr, los espectros de BCD y FEA puras
se registraron usando un equipo Interspec 200-x FTIR. Espectros Raman de BCD,
BCD-FEA y BCD-FEA-NPsAu se midieron directamente en estado solido y FEA en
estado liquido, usando un equipo Renishaw Ramanscope 1000, excitado con un laser
He-Ne de 632,8 nm. Ademas, para la medicion del sistema BCD-FEA-NPsAu el poder

del laser fue reducido a un 25% del usado en las otras muestras.
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Para interpretar los resultados de los espectros IR y Raman, se realiz6 un célculo
tedrico de la molécula FEA con un Gaussian 09, revisién D.01 (Frisch, 2009) usando la
teoria funcional de densidad al nivel de teoria B3LYP/6-311+G(d,p), en el estado
gaseoso, ademas de una optimizacién de la geometria y célculos de frecuencia,

incluyendo actividad Raman que fueron requeridos.

La concentracion de Au en el sistema ternario en estado solido se obtuvo por
espectroscopia de absorcion atomica usando un PinAACle 900F equipado con una
lampara doble de catodo hueco (Au y Ag) y llama laminar. Para obtener la capacidad
de carga del farmaco, las concentraciones de FEA en el sistema ternario en solucién
se calcularon por absorbancia en el UV-Vis usando un equipo Perkin Elmer modelo

Lambda 25.

Para los ensayos de irradiacion se utilizé un laser continuo Power Technology Inc. a
532 nm, con un diametro de haz de 1 mm y 45 mW de potencia. Las concentraciones
de FEA libre en los diferentes ensayos fueron determinadas por absorbancia en el UV-
Vis, con cubetas rectangulares de cuarzo de 1 cm de diametro, usando un
espectrofotémetro Perkin ElImer modelo Lambda 25, el cual también fue utilizado para

medir las absorbancias en todos los ensayos PAMPA realizados.

2.4. Protocolos para el andlisis de las muestras

2.4.1. Determinacion de la estequiometria de BCD-FEA por variaciones continuas

Para realizar el célculo a través del método de variaciones continuas se usé una
soluciéon de BCD (23 mg/100 mL) y otra solucion de FEA (3 pL/100 mL) con

concentraciones equimolares (0,20 mM).
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Se prepararon ensayos de diferentes volimenes de cada una de estas soluciones de
manera tal que la concentracion final de la mezcla (BCD + FEA) permanezca

constante. La fraccion molar de FEA (x(FEA)) en cada mezcla varié de 0,125 a 1,0.
2.4.2 Obtencidn de las constantes de asociacion

Los diferentes ensayos fueron preparados agregando aproximadamente 5,0 mg de
cada farmaco en frascos ambar con sello de teflon. Para el farmaco FEA, se agregaron
volumenes de 1,0 mL en cada frasco. Luego se agregaron diferentes volimenes de
una solucién acuosa de BCD, llenando con agua hasta completar 1,0 mL, los valores
exactos de cada volumen y concentracion usada se detallan para cada sistema segun
corresponda. Las muestras fueron almacenadas a 25 °C con una agitaciéon de 300 rpm
durante 24 horas. Posterior a esto, las soluciones obtenidas fueron filtradas, para
eliminar el exceso de soélido que quedé sin disolver, la solucién de FEA con BCD fue
separada cuidadosamente con jeringa de la fase del farmaco sin disolver. Todas las
soluciones fueron medidas por espectroscopia UV-Vis. Los datos obtenidos se aplican
a la ecuacion 2.1. para calcular las constantes de cada sistema, donde [Hg]
corresponde a la concentracion del huésped en ausencia de CD, obtenida desde la

recta graficada.

Kau.-u = Pendiente Ecuacion 2.1.

[Ho](1- Pendiente)
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2.4.3. Cuantificacion de Au en el sistema ternario

Se cuantificd la concentracion de Au en el sistema BCD-FEA con NPsAu depositadas
por PC durante 20 s, mediante espectroscopia de absorcion atdbmica. Las muestras
fueron tratadas con una digestion acida de HCI (1N) y HNO;z; (1N), disolviendo 2,0 mg
del complejo en 2,0 mL de la solucién acida, y se mantuvieron durante 24 horas a 60°C

en viales sellados antes de ser medidas.

2.4.4. Determinacién de la capacidad de carga de FEA en el sistema

Se prepararon 3 muestras que contienen 6,0 mg del sistema BCD-FEA con NPsAu
depositadas por PC durante 20 s, y se disolvieron en 600 yL de agua (10 mg/mL),
luego fueron centrifugadas a 15700 xg durante 30 minutos. El pellet obtenido fue
separado y la solucion que corresponde al sobrenadante se utiliz6 para medir la
absorbancia de FEA por UV-Vis. Las concentraciones de FEA se calcularon usando los

méximos de absorcion a 258 nm y el € de FEA aplicando la ecuacion de Lambert-Beer.

2.4.5. Ensayos de permeabilidad por PAMPA

Se utilizaron placas de doble fondo (transwell) con dos tipos de pocillo, uno inferior
llamado donador y otro superior llamado aceptor, este Ultimo posee ademas una
membrana semipermeable de PVDF (fluoruro de polivinilideno). Se prepar6 una
disolucion del fosfatidilcolina en dodecano (20 mg/ml) y se depositaron 4 pL sobre las
membranas de PVDF en la placa aceptora dejandose inmévil durante 5 minutos
aproximadamente hasta la evaporacion completa del dodecano, posteriormente se
agregaron 300 pL de PBS (pH = 7,4). En los pocillos donadores se depositaron 300 pL

de las muestras disueltas en PBS, preparadas a una concentracion de 200 pg/mL.
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Adicionalmente, se prepar6 una solucion de tiopental (10 mg/100 mL de PBS 10 mM) y
otra solucién de azul de Evans (200 mg/100 mL de PBS 10mM) usadas como control
positivo y negativo, respectivamente. Luego de cargar las placas donadoras con las
muestras y controles; y las aceptoras con PBS, éstas se ensamblan, se tapan y se
cierran usando parafilm. Cada ensayo PAMPA se realizé por triplicado (n=3) durante
tiempos de 24 horas a una temperatura de 37 °C con agitacion constante a 280 rpm.
Las mediciones en el espectrofotometro UV-Vis fueron hechas tomando 200 uL de

cada placa (donadora y aceptora) y diluidas con PBS hasta un volumen de 1,0 mL.
2.4.6. Ensayos de irradiacion laser de BCD-FEA-NPsAu

Se prepar6 una solucién stock del complejo BCD-FEA-NPsAu en agua (concentracion
de 4,0 mg/ml) para realizar todos los ensayos de irradiacién laser. En una cubeta de
cuarzo, de 700 uL de llenado, se agregaron 300 uL de cloroformo y sobre este, 150 uL
de la solucién stock del complejo formado. Luego de excitar la fase acuosa con el laser
por diferentes tiempos, la absorbancia UV-Vis de FEA en cloroformo se midi6
directamente desde la cubeta sin separar las fases. Como control, se utiliz6 una
solucion acuosa de BCD-FEA (4,0 mg/ml) disuelta en cloroformo. Los valores maximos
de absorbancia obtenidos desde los espectros de FEA se convirtieron en
concentraciones de FEA usando la ley de Lambert- Beer (¢ = 7,23 mM™* cm™ a 258 nm)
y a porcentajes, comparandolos con la concentracién maxima de FEA cargada en la
cubeta (ver anexos, capitulo 8). La concentracibon maxima de FEA se obtuvo
disolviendo directamente una cantidad equivalente del farmaco que esta presente en la
solucion stock de BCD-FEA-NPsAu en la fase organica, es decir 0,41 uL de FEA en 1

mL de cloroformo. Cada ensayo fue realizado por triplicado (n=3).
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Para la sintesis de los diferentes Cl en estado sélido, se utilizd el método de
disoluciones saturadas (Coleman, 1992). La BCD fue disuelta en agua a temperatura
ambiente, mientras que los diferentes huéspedes fueron disueltos en etanol. La
pausada evaporacion de los solventes generd cristales que alcanzaron un mayor
tamafio con respecto a los precipitados comunmente obtenidos tras la mezcla directa
de las especies a temperatura ambiente. La BCD tiene un solubilidad aproximada de
18,5 mg/mL a 25 °C; la cual es inferior a la solubilidad de aCD y yCD (Crestani, 2011),
sin embargo la adicién de un mayor volumen de agua en la mezcla también promueve
una cristalizacion mas lenta. Para la solubilizacion de los farmacos se debe considerar
gue las interacciones de los solventes con cada especie sean energéticamente
menores a las interacciones del tipo van der Waals o hidrofébicas entre el interior de la
matriz y el huésped. Todos los farmacos en estado solido fueron disueltos en etanol, el
cual no es lo suficientemente afin con cada huésped para que su solvatacién impida la

inclusion en BCD; ademas posee una mayor presion de vapor y volatilidad que el agua.

Los complejos BCD-TG, BCD-MP, BCD-MF, BCD-AT y BCD-FEA obtenidos, fueron
caracterizados en estado sélido por DRXP y posteriormente fueron disueltos y

caracterizados mediante "H-RMN y ROESY.

46



Cap. 3 Formacion de los complejos de inclusién de Bciclodextrina con farmacos

3.1. Estudio de los Cl mediante DRXP

Para el andlisis de DRXP, un proceso riguroso implica registrar los patrones
difractométricos de la matriz, el huésped (si es s6lido), una mezcla fisica de ambos y
del CI supuestamente formado. Cuando la traza difractométrica de un cristal difiere de
los otros, debido a la desaparicion de los picos caracteristicos de los componentes y la
aparicion de nuevos picos, la formacién del Cl se considera muy probable (Caira, 2001;
Dang 2011). Esto se deduce del hecho de que la disposiciébn de empaquetamiento
cristalino del Cl es en general diferente a la de los compuestos iniciales, por lo tanto
representa una fase cristalina distinta. La figura 3.1 muestra los patrones de difraccion

de BCD (a), TG (b), el complejo BCD-TG (c) y la mezcla fisica entre ambos (d).

(d)

(c)

(b)

N° de cuentas (norm.)

(a)

— 71 - 1 - 1 ~ 1 ~ T - 1 1 1T 1
5 10 1% 20 25 30 3B 40 45 50

26
Figura 3.1: Difractogramas de polvo cristalino de: (a) BCD, (b) TG, (c) complejo BCD-TG, y

(d) mezcla fisica entre BCD y TG.
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Al comparar la huella de los difractogramas de BCD y TG pura (trazas a y b) con
respecto a la huella del CI (traza c), se observé la desaparicién de la mayoria de los
picos y se obtuvo una traza completamente distinta, con la aparicion de cinco picos

caracteristicos, incluyendo un pico intenso a 21° aproximadamente para 26.

Las CD se apilan formando cristales con diferentes disposiciones geométricas, todas
dependientes del huésped, el cual esta incluido de manera total o parcial dentro de su
cavidad. Las tres conformaciones mas estudiadas son las tipo caja, capa y canal, un
esquema que enuncia su disposicidbn, omitiendo el huésped que dirige su
ordenamiento, se muestra en la figura 3.2. El pico con mayor intensidad observado
para este complejo muestra un angulo cercano a 20° para 20, caracteristico de baldes
de CD con un ordenamiento tipo canal (figura 3.2 c). Se ha reportado que las CD que
albergan heterociclos pequefios o cadenas alifaticas pueden adquirir esta disposicion

(Dang, 2011).

(a) (b) (<)

D F‘f\ B ﬁ\

|\ U
|\ U

Figura 3.2: Tres conformaciones cristalinas posibles para una CD formando complejos: (a)

estructura tipo caja, (b) estructura tipo capa y (c) estructura tipo canal.
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A través de la observacion del patrén de difraccidén de la mezcla fisica (figura 3.2 (d))
se evidencié que la traza del Cl no es la simple precipitacion de sus especies puras. A
su vez, se observaron regiones en que los picos de las especies puras y la mezcla
fisica claramente coinciden, y cuyas diferencias en posicion e intensidad con respecto

al complejo nos permite inferir la formacion de BCD-TG en estado sélido.

MP presenta un empaquetamiento del tipo P2:;/n, mientras que TG tiene un
empaquetamiento P2,2,2 (Latosinska, 2009), pese a su similitud molecular existen
evidentes diferencias de su red cristalina. La figura 3.3 corresponde a los

difractogramas de BCD (a), MP (b), BCD-MP (c) y la mezcla fisica entre ambos (d).

(d)

(c)

(b)

N° de cuentas (norm.)

— 7T T T T 1 T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 4 50

20

Figura 3.3: Difractogramas de polvo cristalino de: (a) CD, (b) MP, (c), complejo BCD-MP y
(d) mezcla fisica entre fCD y MP.
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Es posible observar entre todas las trazas, diferencias en los picos, tanto en sus
intensidades como en ubicacién. El patron de difraccion de BCD-MP (traza c) presenta
picos intensos a 4, 12 y 20° aproximadamente para 20. Se ha reportado la formacién
de complejos con una estructura tipo P2, para matrices de BCD albergando anillos en
relaciones molares 1:1 matriz-huésped, en que la traza también presenta tres picos

intensos en igual ubicacién (Caira, 2001; Chen, 2006).

Para completar el analisis, se realiz6 la mezcla fisica de ambos componentes con un
patrén de difraccion que corresponde a la traza d. La formacién del Cl posee un patron
de difraccién Unico, y diferente a la mezcla fisica. Cabe destacar la baja cristalinidad
que posee dicha mezcla, debido a una pronunciada area bajo la curva, por el contrario,
para el Cl los picos delgados e intensos y una reducida area bajo la curva, indican el

alto ordenamiento cristalino que alcanz6 el complejo.

La formacién del complejo BCD-MF en estado soélido se evidencia a través del analisis
del patrén de difraccién de rayos X, en la figura 3.4 se muestran las trazas para BCD
(@), MF (b), el CI (c) y la mezcla fisica de las especies puras (d). La aparicion de
nuevos picos y la desaparicion de picos en el Cl comparado con los difractogramas de
las especies puras revelan que el Cl es una nueva estructura cristalina. En la traza c se
observaron tres picos intensos a 4, 12 y 20° aproximadamente para 20, de acuerdo a lo
discutido anteriormente, son picos caracteristicos de matrices de BCD albergando
anillos aromaticos en su cavidad, donde la disposicion geométrica y por ende el patrén
de difraccion respectivo varia segun el tipo de estructura molecular del huésped
aromatico, segun la region parcialmente expuesta al exterior de CD y a las moléculas

de agua que contribuyen al empaquetamiento.
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(d)

(b)

N° de cuentas (norm.)

(a)

— 71 T * T T T T T T T T T * 1T ' 1
5 10 15 20 26 30 35 40 45 50

20
Figura 3.4: Difractogramas de polvo cristalino de: (a) BCD, (b) MF, (c) complejo BCD-MF, y
(d) mezcla fisica entre CD y MF.

Con respecto al complejo y la mezcla fisica de sus componentes puros (trazas c y d) la
observacién de sus difractogramas es evidentemente distinta en intensidad y posicién
de los picos, demostrando que la mezcla fisica es solo es una superposicién entre las
trazas de las especies puras. La formacion del complejo en estado sélido provoca la
desapariciéon de los picos de MF puro, especialmente en la region por sobre los 25°,

manteniendo un pico correspondiente a BCD a un angulo aproximado de 12° para 260.

La figura 3.5 muestra los difractogramas de BCD (a), AT (b), el complejo BCD-AT (c) y
su mezcla fisica correspondiente (d), con ello fue posible observar la diferencia entre

sus trazas y deducir la formacion de un nuevo sistema cristalino.
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(d)

N° de cuentas (norm.)

(b)

(a)

— 7T T 1 T T T T T T " T T 1
5 10 1% 20 25 30 35 40 45 50

20

Figura 3.5: Difractogramas de polvo cristalino de: (a) BCD, (b) AT, (c) complejo BCD-AT, y (d)
mezcla fisica entre BCD y AT.

Debido a que el farmaco posee un ordenamiento altamente cristalino, lo cual se pudo
observar en su traza difractométrica (traza b), es que la mezcla fisica (traza d)
superpone un pico intenso correspondiente a AT, frente al patrén de difraccién de la
BCD. Dicho pico que esta ubicado a 16° aproximadamente para 26, desaparece, junto
con otros picos, en el patron del complejo formado (traza c). El ordenamiento cristalino,
gue depende tanto del huésped como de la matriz, es también completamente

diferente al de la BCD pura (traza a).
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El polvo cristalino obtenido de la sintesis del complejo BCD-FEA fue caracterizado por
DRXP, la figura 3.6 muestra el difractograma de BCD pura (a) y Cl formado (b), el
cambio observado en las trazas es debido al ingreso de la FEA al interior de la cavidad
de la matriz lo cual permite la obtencién de una nueva estructura cristalina. Tres picos
intensos fueron observados a angulos de 6, 12 y 18° aproximadamente para 26, lo cual
corresponde a la inclusion del anillo aromatico del farmaco. Cabe destacar que FEA es
un liquido por tanto no se registraron los patrones difractométricos del farmaco puro ni

de la mezcla fisica.

(b)

N° de cuentas (norm.)

Figura 3.6: Difractogramas de polvo cristalino de: (a) CD y (b) complejo BCD-FEA.
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3.2. Indexacioén de los sistemas cristalinos

Un cristal obtenido de un CI de CD estudiado por difraccion de rayos X entrega una
caracterizacién estructural inequivoca del sistema a escala atbmica, ya que muestra el
méximo detalle sobre el modo de inclusiébn de los huéspedes en su cavidad, la
naturaleza de las interacciones matriz-huésped, como por ejemplo los enlaces por
puentes de hidrogeno involucrados, e incluso el rol estructural de agua. Sin embargo,
en este tipo de cristales organicos no es comun obtener estructuras cristalinas de un
tamafio adecuado y sin defectos para realizar este tipo de analisis. El estudio por
DRXP se utiliza a menudo para sistemas sélidos que no alcanzan un tamafio adecuado
y que en general se forman rapidamente como polvos cristalinos, como es el caso de
los CI discutidos en esta investigacion. La informacion que aporta el analisis de DRXP
puede ser superior a una interpretacion visual generalizada de sus trazas, la
indexacion de las reflexiones obtenidas en cada difractograma puede mejorar la
interpretacion de los resultados y determinar especificamente los sistemas cristalinos

que se obtienen.

El difractograma de BCD pura y sin huésped pudo ser indexado sobre la base de una
red tedrica monoclinica del tipo P (figura 8.1, seccién anexos), los parametros de red
tedricos fueron corregidos y ajustados a parametros de difraccion experimentales,
todos estos valores calculados se muestran en la tabla 3.1. Luego del refinamiento de
los pardmetros de red, se encontraron 13 picos intensos entre 2° y 50° para 26, el
detalle de su asignacion hkl, los angulos, distancias e intensidades relativas se detallan

en la tabla 8.1 de la seccion de anexos (capitulo 8).
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Tabla 3.1. Parametros de red tedricos y experimentales para el sistema cristalino de

BCD pura y sin huésped.

Sistema cristalino: Monoclinico Tipo de celda: Primitiva
Parametros de Volumen  Factor
a=y B a (A) b (A) c () 3
red de BCD (A% R
Tedricos 90° 112,22° 21,233 10,294 15,103 3301
Experimentales | 90° 112,037° 21,359 10,468 15,180 3394 0,00387

Autores como Mino Caira de la Universidad de Ciudad del Cabo en Sudafrica y Janusz
Lipkowski de la Academia Polaca de Ciencias en Polonia, han liderado los estudios
cristalograficos de CD y han demostrado la existencia de ciertos fenbmenos en este
tipo de matrices cuando forman complejos cristalinos, estos son: isoestructuralidad,
polimorfismo, pseudopolimorfismo y amorfismo (Aree, 2008; Bettinetti, 2006; Caira,

2001).

Se realiz6 la indexacion de los difractogramas de polvo cristalino de los complejos
BCD-AT y BCD-FEA (ver figuras 8.2 y 8.3, seccion anexos) basados en el criterio de
isoestructuralidad donde la disposicion de embalaje de cristales con diferentes
moléculas huéspedes es esencialmente la misma, por lo tanto los parametros de red
son similares. Especificamente, para el sistema BCD-AT, los parametros teéricos
utilizados corresponden a parametros de red experimentales de BCD con sulfatiazol ya
que pertenecen a la misma familia isoestructural. Para el sistema BCD-FEA, los
parametros de red teéricos empleados fueron los parametros de red experimentales
del complejo BCD con alcohol bencilico ya que también forman parte de una misma

familia isoestructural (Caira, 2001).
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Los patrones cristalograficos de los complejo BCD-AT y BCD-FEA fueron indexados
para sistemas monoclinicos del tipo P24, los pardmetros de red estan especificados en

las tablas 3.2 y 3.3, respectivamente.

Tabla 3.2. Parametros de red tedricos y experimentales para el sistema cristalino de

BCD-AT.
Sistema cristalino: Monoclinico Tipo de celda: P2,
Parametros de Volumen  Factor
a=y B a (A b (A) c (A) 5
red de BCD-AT (A% R
Tedricos 90° 117,29° 15,264 16,500 15,559 3919
Experimentales | 90° 117,29° 15,303 16,509 15,504 3917 0,0041

Tabla 3.3. Parametros de red tedricos y experimentales para el sistema cristalino de

BCD-FEA.
Sistema cristalino: Monoclinico Tipo de celda: P2,
Parametros de Volumen  Factor
a=y B a (A) b (A) c (A) s
red BCD-FEA A R
Tebricos 90° 112,81° 21,287 10,101 15,356 3302
Experimentales | 90° 112,22° 21,516 10,397 15,092 3376 0,0105

Los valores de hkl, los angulos, distancias e intensidades relativas de ambos sistemas
obtenidos desde el refinamiento de los parametros de red de BCD-AT y BCD-FEA se

detallan en las tablas 8.2 y 8.3 de la seccion de anexos (capitulo 8), respectivamente.
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La formacion de nanoestructuras por PC es un proceso gobernado por el grado de
ordenamiento de los grupos funcionales sobre la superficie de los microcristales que
actian como sustrato, el fendmeno fue denominado autoensamblaje mediado por una
red cristalina, o también llamado CLAMS de sus siglas en inglés crystal lattice
mediated self-assembly (Murugesan, 2005; Fujiki, 2006; Nikolic, 2007). El alto grado de
cristalinidad que alcanza el complejo observado por DRXP demuestra que todos los
sistemas estudiados pueden actuar como sustratos adecuado para estabilizar &tomos y

pequenfios clusteres que se van depositando sobre la superficie y formando las NPsM.

3.3. Estudio de los Cl mediante *H-RMN

RMN es una de las técnicas mas eficientes para el estudio de las interacciones
moleculares. La formacion de complejos de inclusiébn puede ser analizada por los
desplazamientos quimicos de las sefiales de los protones que estén interactuando,
tanto de la matriz como del huésped, esto debido al cambio en el entorno quimico de
ambas especies producido por el fendmeno de inclusién (Schneider, 1998; Singh,

2010).

En la matriz BCD, los protones 1, 2 y 4 del esqueleto de atomos de carbono estan
orientados hacia el exterior, mientras que los protones 3, 5 y 6 se encuentran
orientados hacia el interior del macrociclo formando parte de la cavidad hidrofobica de
BCD. Los grupos hidroxilos primarios se encuentran orientados hacia el exterior desde
la superficie de la apertura mas angosta de la cavidad y los grupos hidroxilos
secundarios se ubican orientados hacia el exterior por la superficie mas ancha (Szejtli,

1998), la figura 3.7 (a) es un esquema que resume la posicién de los protones de BCD.
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La efectiva inclusién de una molécula huésped al interior de la matriz y la permanencia
del complejo en solucidon puede ser estudiada especificamente a través de los
desplazamientos quimicos de las sefiales correspondientes a los protones internos de

BCD (ver Figura 3.7 (b)) y del farmaco estudiado.

(a) Hidroxilos p (b)
Secundarios OH-2 OH-3
H-3
"y H-2
H-4
H-1
o Carbono
' Oxigeno
H6
) Hidrégeno g S-He-e

Hidroxilos
Primarios

Figura 3.7: Esquemas tipo balde de BCD: (a) con el esqueleto de atomos para una unidad de

glucopiranosa, y (b) con la asignacién de protones y su orientacién espacial.

En 1971 fueron registrados los primeros estudios de complejacion de aCD
caracterizados mediante 'H-RMN (Thakkar, 1971); en el cual se observaron
especificamente las sefiales H-3 y H-5 que corresponden a la serie de protones
orientados hacia el interior de la cavidad de las CD, demostrandose que en presencia
de moléculas aromaticas, el efecto anisotrépico del anillo genera un cambio en su
entorno quimico el cual fue registrado. El fendmeno pudo ser extrapolado a diferentes
huéspedes observandose el cambio en los desplazamientos quimicos de los
hidrégenos internos, cambiando las condiciones del ensayo, como por ejemplo el

solvente utilizado. (Wood, 1976; Schneider, 1998).
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El estudio por *H-RMN de CD en solucién, depende entre otros factores del disolvente;
existe un cambio en la ubicacién de las sefiales de los protones internos H-3, H-5 y H-6
en el espectro, cuando se utiliza DMSO-ds en vez de D,O como disolvente. En la figura

3.8 se muestra este fendbmeno que ocurre para las diferentes CD.

a)

H-$
HDO H-6ab

H-1
H3 a H-2 | (H4

L Ju ez

T 1 T T T L] | L ] T 4 L] T | 1 ’ | 4 1 14
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(ppm)
b)
o2 | OH
Ha
H-1 OH-6 H-6a,b
[ H4
HS |ya
| | &
| | |
\_ _ U
T3 56 54 52 S0 48 46 44 42 40 33 36 34 32

(ppm)

Figura 3.8: Espectros "H-RMN (a 400 MHz) de aCD a 298 K: (a) en D,O y (b) en DMSO-ds
(Schneider, 1998).

59


http://pubs.acs.org/action/showImage?doi=10.1021/cr970019t&iName=master.img-004.png&type=master

Cap. 3 Formacion de los complejos de inclusién de Bciclodextrina con farmacos

Los complejos de BCD pueden apilarse formando estructuras cristalinas que dependen
del huésped albergado, y del agua que se encuentra incluida dentro de la cavidad y en
los espacios entre moléculas de CD vecinas. Este fendmeno puede trascender a la
formacion de especies pseudo-polimorfas, lo que implica que el agua que forma parte
de los cristales es muy dificil de extraer (Stezowski 2001; Dang, 2011). Tras el proceso
de disoluciéon de los cristales para su estudio por RMN; el agua permanece en el
espectro, observandose alrededor de los 3,3 ppm cuando el Cl es disuelto en DMSO-d;
(Gottlieb, 1997), esto implica el solapamiento de las sefales de algunos protones que
se orientan hacia el exterior de la macromolécula. El espectro de la figura 3.9
corresponde a BCD pura y sin huésped, disuelta en DMSO-ds, donde se muestran las
sefales de los protones internos H-3, H-5 y H-6 y de los grupos hidroxilos primarios y
secundarios, una sefial intensa a 3,3 ppm aproximadamente corresponde a la sefial de

las moléculas de agua que solapan a los protones H-2 y H-4.

A través de la técnica *H-RMN se evalu6 la permanencia de los farmacos TG, MP, MF,
AT y FEA en matrices de BCD una vez formados los Cl en estado sélido y luego
disueltos en DMSO-dg, los desplazamientos quimicos evaluados corresponden a los

delta entre el Cl formado y las especies puras respectivas que lo conforman.
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H-3 H-6 H15

OH-2 OH-3 H-1 OH-6

H-2 v H-4

o

meB(zB 6.50 6.25 6.00 575 550 525 500 475 450 425 400 3.75 350 325 3.00 275 250 225

Figura 3.9: Espectro "H-RMN de BCD pura y sin huésped en DMSO-ds.

La molécula TG que se muestra en la figura 3.10 posee dos protones (NH y CH) que

forman parte del heterociclo ademas de los protones de los grupos NH, y SH.

Figura 3.10: Estructura de TG con la numeracion de sus atomos.

61



Cap. 3 Formacion de los complejos de inclusién de Bciclodextrina con farmacos

Diferentes estudios teoricos y experimentales han reportado la formacion de 4 especies
tautoméricas para TG, en estado liquido como sdlido (ver figura 3.11). Las formasay b
de 6-TG son mas estables y por ende estdn en una mayor proporcidn con respecto a
las especies ¢ y d. Entre las dos moléculas tautoméricas mas estables, la especie a

con un protén en el C-9 es prioritaria (Leszczynski 1993; Stewart, 1997; Latosinska,

20009).
(a) H (b) H
N
N1/65’ A\ N1/65 l7\IH
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Figura 3.11: Estructuras tautoméricas de TG (Latosinska, 2009).

Latosinska y colaboradores en el afio 2009 realizaron un estudio sobre las
interacciones intermoleculares para las moléculas TG y MP. Estos calculos revelaron
diferentes tipos de interacciones entre purinas, un apilamiento vertical de bases
paralelas y la interaccion de hasta ocho puentes de hidrogeno intermoleculares; los
cuales pueden explicar dos fendmenos que ocurren entre moléculas de TG: primero la
formacion de pentameros y segundo, una superposicién de doble capa. Esto explica

por qué el espectro de protones para TG no se resuelve completamente.
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En la figura 3.12 se muestra el espectro de TG pura en DMSO-dg. Es posible atribuir el
ensanchamiento de las sefales a los efectos de agregacion entre 5 moléculas de TG
por interacciones entre atomos de H, y a la doble capa generada entre dos moléculas
de TG a través del apilamiento de sus nubes 1. En la figura 3.13 se muestra el
espectro de los cristales disueltos del complejo BCD-TG con la asignacion de protones
para la matriz y el huésped. Es posible observar que no se produce el ensanchamiento
de las sefiales de los protones NH-7 y NH-9, debido probablemente al fenémeno de
inclusién, donde el apilamiento de TG no ocurre y cada molécula de farmaco se

encuentra incluida en las matrices de CD, y por lo tanto, aisladas unas de otras.

NH,’-2

NH’-7 v NH’-9 H’-8

L

12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0

13.0
ppm (t1)

Figura 3.12: Espectro "H-RMN de TG pura en DMSO-ds.
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Figura 3.13: Espectro "H-RMN del complejo BCD-TG en DMSO-ds.

La tabla 3.4 corresponde a los desplazamientos quimicos del Cl formado, con respecto
a las especies puras BCD y TG, demostrandose la efectiva inclusiéon del farmaco. Los
desplazamientos calculados para los hidroxilos OH-2, OH-3 y OH-6 hacia campos mas
altos indicaron una interaccién con areas altamente electronegativas de TG, como los
grupos funcionales SH y NH,; estos desplazamientos podrian deberse ademas, a
interacciones entre grupos hidroxilos de moléculas vecinas. Se ha reportado la
formacion de dimeros de BCD en solucién cuando alberga huéspedes pequefios
(Douhal, 2004), este fendmeno unico para BCD puede explicar la aparicion de senales

a campos mas altos, debido a un acoplamiento de las aperturas entre dos conos.
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Los desplazamientos quimicos para los protones H-3 y H-5 de BCD indican que
probablemente el heterociclo del farmaco se encuentra incluido con una orientacion
hacia la apertura mas ancha. Los protones H-8 y el grupo NH,' de TG también
muestran desplazamientos quimicos debido al fendmeno de inclusion, sin embargo son
diferentes entre las especies tautoméricas lo que implica una geometria relativamente

distinta entre las diferentes estructuras que hay presentes en la solucion.

Tabla 3.4: Desplazamientos quimicos de los protones de BCD-TG con respecto a las

especies puras.

H de BCD | 6 BCD (ppm) | & BCD-TG (ppm) | Ad (ppm)
H-3 3,648 3,676 0,028
H-5 3,555 3,568 0,013
H-6 3,617 3,624 0,007

OH-2 5,735 5714 -0,021
OH-3 5,680 5,671 -0,009
OH-6 4,479 4,438 -0,041

H deTG | 8 TG (ppm) | & BCD-TG (ppm) | Ad (ppm)

H’-8ac 8,068 8,081 0,013
H’-8bd 7,835 7,806 -0,029
NH2’-2ab 6,449 6,418 -0,031
NH2’-2cd 6,566 6,626 0,060
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Para confirmar Ila permanencia del complejo BCD-MP se evaluaron los
desplazamientos quimicos del Cl y las especies libres. La designacion de los protones

para el farmaco se obtiene a partir de la numeracién expuesta en la figura 3.14.

Figura 3.14: Estructura de MP con la numeracién de sus atomos.

Los espectros del farmaco MP y del complejo BCD-MP en soluciéon se muestran en las
figuras 3.15 y 3.16 respectivamente. La tabla 3.5 muestra los desplazamientos
quimicos del Cl formado, con respecto a las especies puras BCD y MP. Los
desplazamientos evaluados corresponden a los protones internos de la matriz de CD,
los grupos OH de la cavidad inferior y superior, y los protones de MP. Los
desplazamientos quimicos H-3, H-5 demuestran un cambio en el entorno quimico,
atribuido a la efectiva inclusion del farmaco. Existe una superposicion de las sefiales
para OH-2, OH-3, mientras que la sefial de los protones de los grupos OH-6 no puede
ser resuelta. Esto puede ser atribuido a la formacién de dimeros de CD en solucién,
fendmeno ya discutido anteriormente para BCD cuando alberga huéspedes de
dimensiones pequefias (Douhal, 2004). Se evaluaron también los desplazamientos

guimicos para los protones de MP, destacandose un delta mayor en NH'-7.
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H’-2 H’-8
7
NH’-7 SH-6
k ka J/\¥AJLL___U‘._W
I I I I I I I I I I I I I
13.0 12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t1)

Figura 3.15: Espectro 'H-RMN de MP pura en DMSO-de.
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Figura 3.16: Espectro '"H-RMN del complejo BCD-MP en DMSO-de.
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Tabla 3.5: Desplazamientos quimicos de los protones de BCD-MP con respecto a las

especies puras.

H de BCD | 6 BCD (ppm) | & BCD-MP (ppm) | Ad (ppm)
H-3 3,648 3,668 0,020
H-5 3,555 3,580 0,025
H-6 3,617 3,620 0,003

OH-2 5,735 - -
OH-3 5,680 - -
OH-6 4,479 - -

H de MP | & MP (ppm) | & BCD-MP (ppm) | Ad (ppm)
H-2 8,373 8,382 0,009
H-8 8,176 8,178 0,002

SH’-6 3,326 - -
NH’-7 13,723 13,740 0,017

La designacién de los protones de MF se obtiene a partir de la numeracién expuesta

en la figura 3.17.

Figura 3.17: Estructura de MF con la numeracion de sus &tomos.
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Los espectros del farmaco MF y del complejo BCD-MP en soluciéon se muestran en las
figuras 3.18 y 3.19 respectivamente. La tabla 3.6 muestra los desplazamientos
quimicos de BCD-MF en comparacién a sus especies puras. Los desplazamientos de
los protones 2'/6', 3'/5' del anillo y de los protones 1" y 2" de la cadena del huésped
hacia campos mas bajos demuestran la interaccién con la matriz de CD; mientras que
los desplazamientos quimicos de los protones H'-3 a 'y b de MF pueden ser atribuidos
probablemente a interacciones con los grupos OH presentes en la superficie de la
cavidad de BCD. Los protones internos de la matriz H-3, H-5 y H-6 demuestran que el
farmaco permanece albergado. Los grupos OH-6, a diferencia de los hidroxilos OH-2 y
OH-3, se desplazan a campos mas altos, esto podria ocurrir por la proximidad de
grupos electronegativos tales como COOH y NH, que se encuentran cercanos hacia

una de las aperturas de la CD.
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Figura 3.18: Espectro 'H-RMN de MF puro en DMSO-de.
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Figura 3.19: Espectro '"H-RMN del complejo BCD-MF en DMSO-de.
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Tabla 3.6: Desplazamientos quimicos de los protones de BCD-MF con respecto a las

especies puras.

H de BCD | 5 BCD (ppm) | & BCD-MF (ppm) | Ad (ppm)
H-3 3,648 3,653 0,005
H-5 3,555 3,570 0,015
H-6 3,617 3,625 0,006

OH-2 5,735 5,766 0,031
OH-3 5,680 7,719 0,039
OH-6 4,479 4,464 -0,015
H de MF | & MF (ppm) | & BCD-MF (ppm) | Ad (ppm)
H-1"/2" 3,699 3,702 0,003
H’-3a 2,736 2,814 0,078
H’-3b 3,017 3,012 -0,005
H'-2'/6' 7,087 7,093 0,006
H’-3'/5' 6,671 6,683 0,012

En la figura 3.20 se muestra la designacion de los atomos para el farmaco AT.

Figura 3.20: Estructura de AT con la numeracion de sus atomos.
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Para confirmar la permanencia del complejo BCD-AT se evaluaron los desplazamientos
quimicos del Cl y las especies libres. Los espectros del farmaco AT y del complejo
BCD-AT en solucion se muestran en las figuras 3.21 y 3.22 respectivamente. En la
tabla 3.7 se muestran todos los desplazamientos quimicos evaluados para los protones
de BCD y del farmaco AT. Las senales de los protones internos de la BCD, y los grupos
OH fueron resueltos. Las sefiales pertenecientes a los protones H-3 y H-5 de la BCD se
desplazan hacia campos mas bajos tras la inclusion de AT, mientras que las sefales
de todos los grupos hidroxilos y la sefial del protén H-6 de la matriz aparecen en
campos mas altos, esto debido a la interaccion con especies que restan densidad
electronica, como los grupos funcionales o el atomo de CI del huésped. Con respecto a
las sefales del farmaco, el anillo aromatico se encuentra completamente albergado en
la matriz, debido a los desplazamientos a campos bajos de los protones H-2'/6' y H’-
3'/5'. También se puede observar que los protones H-5 y NH,'-2 se desplazan hacia
campos mas altos, lo que implica que el grupo tiazol posee una interaccién con la

matriz.
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Figura 3.21: Espectro 'H-RMN de AT puro en DMSO-de.
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Figura 3.22: Espectro ‘H-RMN del complejo BCD-AT en DMSO-ds.
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Tabla 3.7: Desplazamientos quimicos de los protones de BCD-AT con respecto a las

especies puras.

H de BCD | 6 BCD (ppm) | & BCD-AT (ppm) | Ad (ppm)
H-3 3,648 3,655 0,007
H-5 3,555 3,561 0,006
H-6 3,617 3,612 -0,005

OH-2 5,735 5,726 -0,009
OH-3 5,680 5,675 -0,005
OH-6 4,479 4,451 -0,028

H de AT | & AT (ppm) | & BCD-AT (ppm) | Ad (ppm)

H™-5 7,065 7,058 -0,007
H-2'/6' 7,802 7,797 -0,005
H'-3'5' 7,410 7,405 -0,005
NH,’-2 7,065 7,066 0,001

Para corroborar la permanencia del complejo BCD-FEA en solucion, tal como se ha
realizado para los 4 farmacos anteriores, se evaluaron los desplazamientos quimicos
de las especies puras y se compararon con las correspondientes al Cl formado. La

figura 3.23 muestra la designacién de protones para FEA.

Figura 3.23: Estructura de FEA con la numeracion de sus atomos.
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Los espectros *H-RMN de FEA pura y del complejo BCD-FEA fueron registrados y se
muestran en las figuras 3.24 y 3.25 respectivamente. La sefal que corresponde al

grupo NH, no se observo en el espectro del ClI.

En la tabla 3.8 se muestran los desplazamientos quimicos de la matriz; y los protones
del anillo aromatico y la cadena etilamina libre del huésped, comparandose con los
desplazamientos quimicos de estos protones en el Cl. Se observaron desplazamientos
guimicos hacia campos mas altos para todos los protones de FEA, debido a su
permanencia al interior de la cavidad de BCD la cual provee una alta densidad
electronica. Con respecto a la matriz, se observa un apantallamiento de los protones
internos H-3, H-5 y H-6 producido por la contribucién electrénica del anillo aromatico.
Por otra parte, los grupos hidroxilos muestran una interaccion diferente, el
desplazamiento quimico de estos hacia campos mas bajos se debe a la proximidad del
grupo amino y al efecto de desapantallamiento producido por la corriente del anillo

aromatico.
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Figura 3.24: Espectro '"H-RMN de FEA pura en DMSO-de.
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Figura 3.25: Espectro '"H-RMN del complejo BCD-FEA en DMSO-ds.
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Tabla 3.8: Desplazamientos quimicos de los protones de BCD-FEA con respecto a las

especies puras.

H de BCD | & BCD (ppm) | & BCD-FEA (ppm) | Ad (ppm)
H-3 3,669 3,656 -0,013
H-5 3,566 3,556 -0,010
H-6 3,622 3,610 -0,012

OH-2 5,707 5,753 0,046
OH-3 5,660 5,707 0,047
OH-6 4,435 4,473 0,038

H’ de FEA | & FEA (ppm) | 6 BCD-FEA (ppm) | Ad (ppm)
H-1 2,795 2,750 -0,045
H’-2 2,658 2,628 -0,030

H’-2'/6' 7,205 7,197 -0,008
H’-3'/5' 7,285 7,276 -0,009
H-4' 7,176 7,169 -0,007

La evaluacibn de los desplazamientos quimicos de todos los Cl estudiados
demostraron que tras formarse en estado sélido, los complejos solubilizados
permanecen estables, es decir, los farmacos se mantienen albergados al interior de la
matriz de BCD, lo que permitiria que cada ClI interaccione como una supramolécula con

NPsM en estado so6lido y en solucién.
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3.4. Estequiometria de los CI

La integracion de las sefales de los protones de CD como matriz y de cada farmaco
como huésped en los espectros 'H-RMN de los Cl, permite la determinacion de la
estequiometria de cada sistema en solucion de acuerdo con la metodologia utilizada en
diferentes complejos de CD (Rodriguez-Llamazares, 2007; Barrientos, 2009 y 2013).
Se utilizé la integracién del proton H-1 de la matriz como referencia, y fue comparado
con la integracién de las sefales de los protones de cada farmaco que se encuentren

correctamente resueltas.

Para el complejo BCD-TG se integraron los protones H'-8 de TG, que corresponden a
las cuatro especies tautoméricas observadas y se comparé con el protén H-1 de BCD.
La relacion estequiométrica calculada fue 1:1. Las sefiales del complejo se muestran

en la figura 3.26.

H’-8(a,c) H’-8(b,d) H-1
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\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\ \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
830 820 810 800 790 780 770 7.60 4950 4900 4850 4.800 4750  4.700
ppm (t1) ppm (t1)

Figura 3.26: Integracion de sefiales del espectro *H-RMN de BCD-TG en DMSO-ds.
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La figura 3.27 corresponde a las sefiales integradas del espectro *H-RMN de BCD-MP,
se determiné una relacién molar 1:1 tomando como referencia la integracién del protén

H-1 de BCD y el protén H'-4 de MP.
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Figura 3.27: Integracion de sefiales del espectro *H-RMN de BCD-MP en DMSO-ds.

En la figura 3.28 se muestra la porcién del espectro del complejo BCD-MF que
corresponde a las sefales integradas de los protones H'-2'/6' y H'-3/5' del anillo
aroméatico de MF y se compar6 al protén H-1 de BCD. La relacion estequiométrica

calculada fue 1:1.
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Figura 3.28: Integracion de sefiales del espectro *H-RMN de BCD-MF en DMSO-ds.

La relacién estequiométrica del complejo BCD-AT se calculé a partir del protén H-1 de
BCD vy los protones del anillo aromatico del farmaco AT. Se determind una relacion

molar 1:1 matriz-huésped. Las sefiales integradas del espectro se muestran en la

figura 3.29.
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Figura 3.29: Integracién de sefiales del espectro "H-RMN de BCD-AT en DMSO-ds.
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La relacién estequiométrica del complejo BCD-FEA fue determinada usando la
integracién de los protones H-1 de BCD y los protones H-1 y H’-2 de FEA en los

espectros del complejo en solucion. La figura 3.30 muestra una relacién 1:1 del CI.

H-1 H’-2 H-1
©
~ O o ©
i ' = oS - N T
—— T T T = = = = T
ppm (t1) 2.80 2.70 2.60 2.50 240 ppm6AY 5.50 5.00 450 4.00

Figura 3.30: Integracion de sefales del espectro 'H-RMN de BCD-FEA en DMSO-ds.

Complementariamente, la estequiometria de BCD-FEA también fue determinada
usando el método de variaciones continuas. El método permite identificar la cantidad
de huésped que se incluye en la matriz obteniéndose la relacion molar predominante
en que ambos componentes constituyen el complejo. Usando una solucion de BCD y
otra solucion de FEA con concentraciones equimolares, Se graficd la variacion de la
absorbancia (AA) de FEA en presencia de BCD multiplicado por la concentraciéon de
FEA en ese punto versus la fraccion molar de FEA (figura 3.31). Un punto maximo se
observa a una fraccién 0,5; esto indica que la relacion molar matriz- huésped es 1:1, lo

cual resulta consistente con lo observado por RMN.
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Figura 3.31: Grafico de variaciones continuas del complejo BCD-FEA. El valor de Abs, fue de

0,2698, que corresponde a la absorbancia de FEA en ausencia de BCD (xFEA = 1).

Todos los complejos BCD-TG, BCD-MP, BCD-MF, BCD-AT y BCD-FEA, presentan una
relacion estequiométrica 1:1. Por lo tanto, es posible utilizar el método de solubilidad de
fases, que requiere de esta condicién, para determinar las constantes de asociacion de

cada uno en solucion.
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3.5. Constantes de asociacion de los complejos de BCD con farmacos

Para ser farmacologicamente activo, todos los medicamentos deben poseer algun
grado de solubilidad en agua. Favorablemente, es posible aumentar la solubilidad
acuosa de diversos farmacos a través de la inclusion de estos en matrices de CD. En
la formacion de los Cl en solucién, las moléculas huéspedes dentro del complejo se
encuentran en equilibrio con una cierta porcién de moléculas libres, dicho equilibrio
dindmico puede ser interpretado a través del célculo de su constante de asociacion

(Ka) (Rasheed, 2008).

Debido a que algunas propiedades fisicoquimicas de las moléculas de CD y del
farmaco libre cambian cuando se forma el Cl, el valor numérico de la Ka se puede
determinar mediante la observacion de estos cambios en propiedades tales como
solubilidad, reactividad quimica, absorbancia en el UV-vis, retencion de farmaco,
estabilidad quimica y efectos sobre la permeabilidad del farmaco a través de

membranas artificiales, etc. (Hirose, 2001).

La Ka de los diferentes Cl formados se determiné usando espectroscopia UV-Vis
siguiendo la metodologia descrita por Higuchi y Connors y los ajustes matematicos
reportados (Higuchi, 1965; Connors, 1997) (ver ecuacién 2.1, capitulo 2). El protocolo
utilizado para realizar los diferentes ensayos fue descrito en la seccién 2.4.2 del
capitulo 2 (materiales y métodos), cuidando que la cantidad de BCD agregada no
provoque la precipitacion del complejo formado. Primero se determiné el coeficiente de
extincion molar (¢) para cada farmaco disuelto en agua y posteriormente se obtuvieron

las Ka respectivas para todos los sistemas por el método de solubilidad de fases.
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3.5.1. Obtencién de los coeficientes de extincion molar para cada farmaco

El céalculo de € se realizé a través de la medicién de la absorbancia de diferentes
concentraciones conocidas de cada farmaco disuelto en agua. Los maximos de
absorbancia en los espectros se grafican en funciéon de las concentraciones usadas.
Considerando la ley de Lambert-Beer, el valor de todos los coeficientes se calcularon
con la pendiente de las rectas obtenidas (ver detalles en anexos, capitulo 8). La tabla

3.9 muestra los valores de ¢ para todos los farmacos estudiados.

Tabla 3.9: Coeficiente de extinciébn molar para cada farmaco disuelto en agua.

Farmaco ¢ (mM™*.cm™)  Error estandar

TG 26,03 0,3
MP 8,405 0,2
MF 10,58 0,1
AT 2191 0,7
FEA 7,234 0,3

3.5.2. Obtencion de las constantes de asociacion

La constante de asociacion fue determinada usando el método de solubilidad de fases.
Se prepararon soluciones que contienen diferentes concentraciones conocidas de BCD
en soluciéon acuosa, y agregadas a frascos que contienen una masa constante de
farmaco, o un volumen exacto para el caso de FEA, produciendo la solubilizacion del
farmaco. A través de las absorbancias obtenidas del farmaco disuelto, la concentracién
de cada uno pudo ser determinada con la ecuacion de Lambert-Beer y el € calculado

(ver detalles en anexos, capitulo 8).
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La figura 3.32 corresponde al grafico de las concentraciones de TG calculadas versus
las concentraciones de BCD agregadas, obteniéndose una relacion lineal (ver detalles
en anexos, tabla 8.9), la constante para el complejo BCD-TG fue calculada a través de

la pendiente de la recta y la ecuacion 2.1. El valor determinado fue 261 M™.
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Figura 3.32: Gréfica lineal de diferentes concentraciones de TG solubilizada versus las

concentraciones de 3CD agregada.

Para obtener la constante de estabilidad del sistema BCD-MP en solucion acuosa, se
realizaron diferentes ensayos, todos los valores calculados se encuentran en la seccién
de anexos (tabla 8.10). Se grafic6 la concentracion de MP incluida versus la
concentracion de BCD utilizada (figura 3.33), obteniéndose una recta, de la pendiente y
la ecuacion 2.1 se determind el valor de la constante de asociacion que corresponde a

368 M.
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Figura 3.33: Gréfica lineal de diferentes concentraciones de MP solubilizada versus las

concentraciones de BCD agregada.

En la figura 3.34 se muestra la recta obtenida de las concentraciones de BCD
agregadas en cada ensayo frente a las concentraciones de MF. La constante de
asociacion para el complejo BCD-MF corresponde a 603 M™ y se calcul6 a partir de la
pendiente de la recta y la ecuacién 2.1. Los valores obtenidos de todos los ensayos

para calcular la constante se encuentran en anexos (tabla 8.11).

En la figura 3.35 se presenta la recta obtenida graficando las concentraciones de AT
versus las de BCD. Para obtener la constante de estabilidad de BCD-AT se utiliz6 la
pendiente de la recta y la ecuacion 2.1, resultando un valor de 970 M. Los detalles de

cada ensayo se encuentran en la seccion de anexos (tabla 8.12).
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Figura 3.34: Grafica lineal de diferentes concentraciones de MF solubilizada versus las

concentraciones de BCD agregada.
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Figura 3.35: Gréfica lineal de diferentes concentraciones de AT solubilizada versus las

concentraciones de BCD agregada.
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La constante de asociacion del sistema BCD-FEA fue calculada a partir de la pendiente
de la recta que se muestra en la figura 3.36 y la ecuacion 2.1 y corresponde a 674 M™.

Los detalles de cada ensayo realizado se muestran en los anexos (tabla 8.13).
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Figura 3.36: Gréfica lineal de diferentes concentraciones de FEA solubilizada versus las

concentraciones de BCD agregada.

Las Ka de todos los sistemas fueron calculadas considerando una relacién
estequiométrica 1:1 matriz-huésped. Los valores obtenidos son apropiados para Cl con
aplicaciones biolégicas en la entrega de farmacos (Rasheed, 2008; Loftsson, 2010). Se
ha reportado extensamente que los usos farmacéuticos mas comunes de las CD son
mejorar la solubilidad, la estabilidad, la seguridad y la biodisponibilidad de los farmacos
albergados, para ello es necesaria una reaccion de formacion favorable de los ClI, con

valores apropiados de sus constantes de asociacion.
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En general, los valores de Ka de los complejos de CD varian entre 50 y 2000 M™,
debido, por una parte que a valores mas bajos (< 50 M™) la viabilidad de una
formulacion farmacéutica puede estar limitada por su baja estabilidad sin favorecer una
liberacion controlada (por ejemplo, una liberacion temprana en la sangre y no en el
tejido deseado). Por otro lado, con valores altos de K (> 2000 M™) las velocidades de
reaccion pueden verse afectadas por el alto grado de inclusion del farmaco en la
cavidad de la CD evitando la liberacibn y retrasando excesivamente su
farmacocinética, entre otras posibles desventajas terapéuticas (Connors, 1997; Rao,

2003).
3.6. Estudios de la geometria de inclusion por ROESY

La técnica ROESY (Rotacional overhauser enhancement spectroscopy) permite
observar las interacciones entre nucleos de hidrégenos de estructuras no enlazadas
quimicamente y que se encuentran a una distancia no mayor a 5 A, por lo tanto, a
través de esta técnica es posible determinar en solucion la estructura geométrica de Cl
de CD con un alto grado de precision. Entregando mayor informacion acerca de la
organizacién supramolecular de estos sistemas, que un analisis de sus

desplazamientos quimicos (Schneider, 1998; Pessine, 2014).

Estudios ROESY permitieron confirmar la permanencia en solucion de los complejos
BCD-MP, BCD-MF, BCD-AT y BCD-FEA mostrando interacciones entre los nucleos de
los hidrégenos internos de la CD con los diferentes farmacos. Se evaluaron los picos
cruzados entre los protones de la cavidad de BCD con los protones C-H de MP. En el
espectro de la figura 3.37 (a) se observd que el proton H-3 de la matriz posee una

correlacion intensa con el protéon H’-8 y una correlacion bastante menor con H’-2.
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También se observé una correlacion entre los protones H-5 con el proton H'-8. En el

espectro (b) se observa la correlacion entre el NH'-7 del farmaco y los protones H-3 de

la matriz, mientras que el espectro (c) se muestra la correlacién de los OH secundarios

con H'-8. Considerando las correlaciones principales, es probable que el farmaco se

encuentre orientado hacia la apertura mas ancha de la BCD, exponiendo el grupo SH

hacia el exterior, por la abertura mas angosta.
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Figura 3.37: Espectros ROESY del complejo BCD-MP en DMSO-de.
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Un modelo que esquematiza la geometria propuesta se presenta en la figura 3.38.

Figura 3.38: Geometria de inclusion propuesta para BCD-MP.

Los espectros ROESY del complejo BCD-MF se muestran en la figura 3.39. El analisis
deja en manifiesto que el anillo aromatico de MF que comprende los protones H-2'/6' y
H-3'/5' presenta una correlacion evidente con los protones H-3 de BCD y una
correlacion menos intensa con los H-5 (figura 3.39 a), esto indica que el anillo
aromatico se ubica en la zona mas ancha de la matriz, la orientacion exacta del
farmaco puede ser elucidada a partir de los picos cruzados que se observaron entre los
protones internos de BCD con el protéon H’-3a de MF (figura 3.39 b). la cual revela que
MF se encuentra expuesto hacia la apertura mayor y que por lo tanto las cadenas

cloroetil se orientan hacia el otro extremo.
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Figura 3.39: Espectros ROESY del complejo BCD-MF en DMSO-ds.

Estos resultados explican los desplazamientos quimicos observados en los espectros

'H-RMN vy que los desplazamientos hacia campos mas bajos de los OH-6 y de los

protones H’-1" y H’-2" se debe a la interaccion de los grupos hidroxilo primario con las

cadenas cloroetil de MF. Un modelo que muestra la geometria de CD-MF se muestra

en la figura 3.40.

Figura 3.40: Geometria de inclusion propuesta para SCD-MF.
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En la figura 3.41 y 3.42 se muestran los espectros ROESY para el complejo BCD-AT.
La evaluacién de los picos cruzados entre los protones internos de BCD vy los protones
H-2'/6' y H-3'/5' que comprenden el anillo aromético de AT muestran la efectiva
inclusién del farmaco (figura 3.41 a). Especificamente la correlacién del anillo se
observa con los protones H-3 y H-5 de la matriz indicando una orientacién prioritaria
del farmaco hacia la cavidad mas ancha. Del espectro ROESY (figura 3.41 b) y la
correlacion observada entre el anillo aromatico de AT y los grupos hidroxilo tanto
primarios como secundarios de BCD se pudo inferir que las moléculas del farmaco se
encuentran albergadas por la parte angosta del balde, pero también desde la zona mas

ancha, lo que implica que no exista un mecanismo Unico de inclusion.
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Figura 3.41: Espectros ROESY del complejo BCD-AT en DMSO-ds.
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El espectro ROESY de la figura 3.42 es la evaluacion de los picos cruzados entre los
protones de los grupos hidroxilos de la matriz y el proton H'-5 de AT. El espectro
muestra la correlacion intensa entre los grupos OH-2 y OH-3 de BCD y el protén H’-5.
Una correlacién menos intensa se observé para los grupos OH-6 con el proton H’-5. La
geometria de inclusién para el farmaco en BCD es por tanto de dos formas, las que se

esquematizan en la figura 3.43.
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Figura 3.42: Espectro ROESY del complejo BCD-AT en DMSO-ds.

Figura 3.43: Geometria de inclusion propuesta para CD-AT.
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Un analisis de la disposicién del huésped FEA al interior de la cavidad de la BCD se

realizé por ROESY. En la figura 3.44 a y b se muestran los picos cruzados producidos

por la interaccion entre los protones de la cadena etilamina (H'-1 y H'-2) y del anillo

aromético (H'-2'/6', H'-3'/5' y H'-4") de FEA con los protones H-3, H-5 y H-6 de la BCD.

Las diferentes intensidades demuestran que existe una mayor correlacion entre los

protones de la cadena del huésped con los protones H-6 de la BCD, y entre los

protones del anillo aromético de FEA con los protones H-5 y H-6 de la BCD, lo que

indica que el huésped esta orientado con el grupo amina hacia la apertura mas

estrecha de la matriz.
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Figura 3.44: Espectros ROESY del complejo BCD-FEA en DMSO-ds.

Basado en el andlisis de los espectros ROESY, la figura 3.45 muestra una

representacion esquemética de la geometria de inclusién del complejo BCD-FEA

formado.
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Figura 3.45: Geometria de inclusion propuesta para BCD-FEA.

Este resultado es importante para entender la disposicion del complejo en solucion.
Para todos los casos, los grupos funcionales de cada farmaco permanecen fuera de la
cavidad lo cual es necesario para mantener una interaccion con los atomos de la
superficie de las NPsM. Los espectros ROESY completos de todos los Cl discutidos se

encuentran en la seccion de anexos (capitulo 8).

Una vez caracterizados los complejos BCD-TG, BCD-MP, BCD-MF, BCD-AT y BCD-
FEA, en estado solido y en solucién, se obtuvieron NPsAu y NPsAg que fueron
depositadas sobre cristales de estos complejos formando diferentes sistemas ternarios
comprendidos por BCD-Farmaco-NPsM, sus caracterizaciones se detallan en el

capitulo siguiente.
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La obtencion y depdsito de NPs de Au y Ag se realiz6 usando el método fisico de PC
en alto vacio. La técnica consiste en la desintegracion de una lamina metalica delgada,
los &tomos desprendidos se estabilizan a través de su interaccion sobre el material que
actla como sustrato. La inclusién parcial de los farmacos seleccionados en BCD
expone los grupos funcionales tiol, amina y/o 4cido carboxilico de sus estructuras hacia
una de las aperturas de la matriz. Cuando los complejos alcanzan el estado solido,
ciertas caras cristalinas exhiben los grupos funcionales antes nombrados, permitiendo
gue la superficie de los Cl pueda estabilizar &tomos altamente reactivos producidos por
PC acumulandose en funcién del tiempo de exposicién a la técnica y obteniéndose

finalmente las NPsM.

A continuacidon se detallardn los resultados obtenidos sobre la interacciéon de los
complejos BCD-TG, BCD-MP, BCD-AT y BCD-FEA con NPsAu y de los complejos

BCD-TG y BCD-MF con NPsAg.

4.1. Espectroscopia UV-Vis en estado sélido

Debido a las propiedades opticas que presentan las NPsM, los sistemas
supramoleculares con NPsAg y NPsAg fueron caracterizados mediante espectroscopia
UV-Vis en estado sélido. Primero se evalud la reflectancia difusa de todas las muestras
y luego, a través de la transformacion matemética Kubelka-Munk (Kubelka, 1931)

fueron obtenidas sus absorbancias.
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Para NPs esféricas de 10nm de didmetro promedio, se ha determinado un efecto de
plasmén para oro y plata con maximos de absorbancia a longitudes de onda de 520 nm
y 400 nm, respectivamente (Creighton, 1991). A través del andlisis del espectro de la
figura 4.1, que corresponde a NPsAu depositadas durante 20 s sobre el polvo cristalino
de BCD-TG, se observé un plasmén con un maximo de absorcion a 524 nm. El
desplazamiento batocrémico de la banda puede deberse a varios factores, entre ellos
al mayor tamafio de estas nanoestructuras, o al cambio en el medio, incluso cuando las
NPsM estan soportadas sobre un sustrato, o también debido al fenédmeno de
acoplamiento interparticulas provocado por la proximidad que existe entre nanoesferas
estabilizadas en estado sélido (Chen, 2013; Daniel, 2004; Lance, 2003; Mock, 2003;

Okamoto, 2003; Su, 2003).
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Figura 4.1: Espectro de absorbancia de NPsAu sobre BCD-TG por 20 s de PC.
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La estabilizacion de NPsM sobre el complejo BCD-TG se logr6 desde los primeros
segundos de PC. Una manera facil de corroborar el posicionamiento efectivo de las
NPs en el complejo, es observando el tinte caracteristicos de los cristales al generarse
el plasma, fendbmeno reportado por Fujiki y colaboradores en el afio 2006. Los cristales
de la muestra pasan de un color blanco a uno morado pélido para el caso de NPsAu, y
a un color amarillo arena para NPsAg. En ambos, el cambio en su coloracién informa
sobre el posicionamiento efectivo de las NPsM en el complejo, acrecentdndose adn

mas el color, en funcién al tiempo de exposiciéon de la muestra a la técnica.

Un estudio del depodsito de NPs en funcion del tiempo de exposicion del polvo
cristalino, al equipo de PC, se detalla en la figura 4.2. Se aplicaron tiempos exposicién
al equipo de 5 s hasta obtener una relacién ancho de banda e intensidad de absorcion
6ptimo, el cual fue alcanzado para los primeros 20 s. A mayores tiempos, la intensidad
no varia considerablemente, sin embargo, si lo hace el ancho de la banda, lo que

implica un aumento en la dispersion de tamafos.

En la figura 4.3 se presenta el espectro de absorbancia para NPsAg depositadas sobre
BCD-TG durante 25 s, observandose el maximo a 412 nm. Cabe destacar que en
comparacion a la obtencion de NPsAu, el tiempo requerido para la formacion éptima de

NPsAg fue mayor.
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Figura 4.2: Espectros de absorbancia de NPsAu sobre BCD-TG a diferentes tiempos de PC.
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Figura 4.3: Espectro de absorbancia de NPsAg sobre BCD-TG por 20 s de PC.
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El polvo cristalino del complejo BCD-MP fue utilizado como sustrato para la obtencion
de NPsAu, el depésito efectivo fue confirmado mediante absorcién UV-Vis en solido. El
espectro mostrado en la figura 4.4 corresponde al plasmén superficial de las NPs

depositadas durante 20 s, con un maximo de absorbancia a 521 nm.
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Figura 4.4: Espectro de absorbancia de NPsAu sobre BCD-MP por 20 s de PC.

La figura 4.5 corresponde al espectro de absorcién de NPsAg depositadas sobre
cristales de BCD-MF durante 20 s. Existen algunos reportes de formacién de NPsAg
mediante PC, adheridas a diferentes tipos de sustratos y fabricadas bajo diferentes
condiciones (Okumu, 2005; Wong-eg, 2010; Asanithi, 2012; Herrrera,2013), a pesar de
sus conocidas propiedades Opticas, los estudios mediante espectroscopia UV-Vis en
sélido, son limitados. Herrera y colaboradores discutieron el efecto de plasmén
superficial de NPsAg depositadas sobre cristales de aCD con huéspedes alifaticos,

atribuyendo los cambios en el méximo de absorbancia de sus espectros al cambio de
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tamafios, el acoplamiento interparticula y al cambio en el entorno dieléctrico. El
maximo de absorbancia ubicado a 450 nm puede ser atribuido a un aumento en el
tamafo del nanomaterial o al acoplamiento de las oscilaciones dipolares, provocado

por la menor distancia interparticula.
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Figura 4.5: Espectro de absorbancia de NPsAg sobre BCD-MF por 20 s de PC.

El depésito de NPsAu sobre cristales de BCD-AT presentd una absorbancia éptima a
30 s de PC, la figura 4.6 muestra el plasmoén de las NPsAu con un maximo de
absorbancia a 554 nm. El tiempo de formacién y depoésito de NPs sobre el Cl aument6
respecto a los otros sistemas anteriormente estudiados, se realizé un seguimiento a

diferentes tiempos, los espectros de absorbancia se muestran en la figura 4.7.
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Figura 4.6: Espectro de absorbancia de NPsAu sobre BCD-AT por 30 s de PC.
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Figura 4.7: Espectros de absorbancia de NPsAu sobre BCD-AT a diferentes tiempos de PC.
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En la figura 4.8 se muestra el espectro de absorcién de NPsAu depositadas sobre el
polvo cristalino del complejo BCD-FEA con un maximo a 533 nm. Es posible observar
en el espectro que el plasmén tiene una alta relacion intensidad/ancho de banda con

respecto a los otros sistemas estudiados.
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Figura 4.8: Espectro de absorbancia de NPsAu sobre CD-FEA por 20 s de PC.

El aumento en el ancho de banda y los desplazamientos de las absorciones hacia
mayores longitudes de onda pueden deberse al acoplamiento de las oscilaciones
dipolares de las NPs cuando se encuentran estabilizadas sobre un sustrato soélido,
provocado por la menor distancia entre estas. Cuando las NPsM se encuentran mas

proximas unas de otras, los electrones resonantes de unas perciben el campo eléctrico
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generado por la oscilacion electronica de las particula vecinas, promoviendo la
absorcion colectiva (Ghosh 2007; Su, 2003; Ulrich, 2004). Este fendmeno podria
explicar la diferencia del plasmon entre las NPs de Au y de Ag soportadas sobre un

sustrato en estado soélido, en contraste con el de las mismas NPs en solucion.

Fue posible controlar el crecimiento de la banda plasménica de las nanoestructuras
obtenidas por PC en funcién del tiempo de exposicién de los cristales a la técnica. Las
NPsM fueron estabilizadas debido al fendmeno CLAMS anteriormente discutido, el cual
depende del grado de ordenamiento de los grupos funcionales expuestos en su
superficie. En todos los sistemas estudiados se demostrd que los planos cristalinos que
forman las caras superficiales de los cristales actlan como sustrato estabilizando
atomos de Au o Ag liberados desde la lamina metdlica, formando NPsAu y NPsAg que

crecen en tamano cuando el tiempo de PC aumenta.

Los resultados obtenidos por UV-Vis en estado sélido fueron homologados a través de
técnicas de microscopia electronica. A continuacion se describen a través de imagenes
SEM y TEM la morfologia de los cristales, el deposito de NPsM sobre ciertos planos

superficiales y el tamafio que alcanzan estas nanoestructuras.
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4.2. Imagenes de SEM y TEM de los sistemas ternarios

Los cristales de los complejos con NPsM fueron caracterizados por SEM con un equipo
de andlisis EDX acoplado para conocer la morfologia de los soélidos formados y a su
vez corroborar la presencia de NPs de Au y Ag en las muestras. Mediante TEM fue
posible determinar el tamafio promedio de las NPsM realizando un conteo estadistico
de las imagenes obtenidas para cada sistema ternario. Las NPsM depositadas sobre

los diferentes Cl formando los sistemas ternarios se enlistan a continuacion:

1. BCD-TG-NPsAu 4. BCD-MF-NPsAg
2. BCD-TG-NPsAg 5. BCD-AT-NPsAu
3. BCD-MP-NPsAu 6. BCD-FEA-NPsAu

En la figura 4.9 se muestran imagenes del polvo de BCD sin huésped y recubierto con
Au durante 90 s, el cual no presenta una morfologia cristalina definida, debido
probablemente a los diferentes empaquetamientos que puede presentar cuando solo
alberga moléculas de agua, sin un arreglo cristalino caracteristico (Caira, 2001). Es
conocido que las moléculas de agua se pueden encontrar en monocristales, polvos o
incluso en CI de CD, actuando como huéspedes debido a su insercion dentro de las
cavidades, ademas de encontrarse fuera de estas. Por lo tanto, es evidente que la
conformacion de cristal de las CD depende también de la cantidad de moléculas de
agua. Debido a la presencia de los grupos hidroxilos en los bordes de la CD, algunas
moléculas de agua estan situadas cerca de las aberturas de su cavidad mediante
puentes de hidrégeno, y otras encapsuladas dentro de un conjunto de CD apiladas sin
ingresar necesariamente a la cavidad, adquiriendo diferentes distribuciones de

densidad de agua dentro, fuera y entre matrices vecinas (Dang, 2011).
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Por otra parte, la BCD muestra un fendmeno de polarizacion que hace dificil su
caracterizacion. Esto es debido a las condiciones de vacio y voltajes generados a los
gue se somete un sustrato para realizar un estudio por SEM, el material organico
puede desfigurar su morfologia superficial o quebrarse si no es buen conductor. Por lo

tanto fue necesario recubrir la muestra con Au por PC durante 90 s.

FISICAPUC

Figura 4.9: Imdgenes SEM del polvo de BCD recubierto con Au por 90 s.

Se realiz6 un estudio a diferentes tiempos de PC con NPsAu Unicamente a la matriz
BCD sin farmacos albergados y bajo las mismas condiciones que las descritas para los
Cl formados, con el fin de observar si BCD es capaz de estabilizar NPsM sin la

presencia de un huésped.
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El depdsito no fue efectivo para los primeros 32 s de PC, ya que no se visualizé el tinte
morado caracteristico de los cristales con NPsAu, y asi fue corroborado en el estudio
de microscopia, no se obtuvieron imagenes SEM para BCD con un aumento superior a
40000x. Para tiempos de 64 s y 100 s las imagenes fueron obtenidas con una tensién
de voltaje o EHT de sus siglas en inglés (extra high tension) no superior a 15kV, aun
asi, las muestras se cargaron; y no fue posible observar NPsAu en ninguna de sus

caras. Las imagenes (figura 8.13) se muestran en la seccién de anexos (capitulo 8).

Estos resultados concuerdan con el estudio por espectroscopia UV-Vis donde no se
revelé la banda plasmonica para NPsAu sobre polvo cristalino de BCD a diferentes
tiempos de PC. Es necesario por lo tanto la presencia de los grupos funcionales SH,
NH, o COOH que forman parte de las estructuras moleculares de cada farmaco para
que los a&tomos o pequefios cluster producidos por la técnica, se estabilicen sobre el

polvo del ClI formando las NPsM.

En la figura 4.10 se presentan imagenes SEM de cristales del complejo BCD-TG-
NPsAu que fueron sometidos a PC durante 60 s para poder ser observados en el
microscopio. El complejo obtenido posee una morfologia diferente y vistosamente mas
cristalina que BCD pura, esta contraposicion de apariencias se correlaciona con los
cambios en el patron difractométrico del ClI discutido en el capitulo anterior (seccién

3.1.) corroborandose la formacion de una nueva estructura cristalina.
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Figura 4.10: Imagenes SEM para cristales de BCD-TG con NPsAu depositadas por 60 s.

Al igual que la comparacién en los patrones de DRXP descritos en el capitulo anterior,
fue posible comparar la disposicibn geométrica de los cristales por SEM observando
sus diferencias morfoldgicas, en la figura 4.11 se presentan imagenes de cristales de

TG pura las que se contraponen con la forma que adquieren los cristales de BCD-TG.

Figura 4.11: Imagenes SEM para cristales de TG pura recubiertos con Au por 60 s.
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Un analisis elemental de los cristales del complejo BCD-TG-NPsAu fue realizado. En la
figura 4.12 se muestra una micrografia SEM con andlisis EDX del depdésito de NPsAu
por PC durante 20 s, en el cual se encontraron, ademas de los elementos que

naturalmente conforman el compuesto, la presencia de Au.

Elemento | Peso(%) | Atomo(%)

P

ull Scale 1558 cts Cursor: 1 956 kel (22 cts) kel

Figura 4.12: Imagen SEM y andlisis EDX de BCD-TG con NPsAu depositadas por 20 s.

Imagen SEM y analisis EDX para cristales de BCD-TG con NPsAg depositadas por PC

durante 30 s, se presentan en la figura 4.13.

Elemento | Peso(%) | Atomos(%)

1 Electron Image 1

Full Scale 1190 cts Curzor: 1.661 ke (30 ct=) ke

Figura 4.13: Imagen SEM y andlisis EDX de BCD-TG con NPsAg depositadas por 20 s.
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A través de microscopia de alta resolucion (field emission SEM o FE-SEM), fue posible
observar de forma directa las NPsM depositadas sobre caras especificas del polvo
cristalino de los Cl estudiados. Para imagenes de cristales de BCD-TG (Figura 4.14),
se muestran NPsAu obtenidas por PC durante 60 s con un buen control de tamafio

sobre las caras del cristal, sin un plano especifico.

Figura 4.14: Imagenes de FE-SEM de BCD-TG con NPsAu depositadas por 60 s.

Para determinar si el tiempo es un factor determinante por el cual las NPs no residen
en un solo plano preferencial, sino mas bien se estabilizan alrededor de todo el cristal,
fue necesario estudiar diferentes tiempos de exposicion de las muestras al equipo, en
la figura 4.15 se muestran cristales de BCD-TG con 32 s de NPsAu, si bien el tamafio y
concentracién de estas nanoestructuras es evidentemente menor, y la mayoria de las
nanoesferas se observaron en una sola cara, el depdsito para este tiempo tampoco fue

selectivo.

112



Cap. 4 Interaccion de nanoparticulas de Au y Ag con complejos de inclusién

Figura 4.15: Imagenes de FE-SEM de BCD-TG con NPsAu depositadas por 32 s.

El mismo estudio fue llevado a cabo para BCD-TG con NPsAg (Figura 4.16). Evaluados
a un tiempo de exposicién de 32 s, se observd un depdsito mayoritario de NPsAg en
una cara del cristal, sin embargo no se descarta la presencia de NPsAg mas pequefias

en otras caras del complejo.

Figura 4.16: Imagenes de FE-SEM de BCD-TG con NPsAg depositadas por 32 s.
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Debido a que el depésito de NPs de Au y Ag en BCD-TG, no fue especifico en una sola
cara de los cristales es probable que el tipo de empaquetamiento cristalino sea del tipo
caja (ver figura 3.2), en donde las CD se orientan a diferentes angulos, y la regién que
expone a los grupos funcionales permanece en todos los planos superficiales del

cristal.

Se realiz6 un estudio por TEM para determinar el tamafio de las NPs de Au y Ag
depositada sobre los cristales de BCD-TG. En la figura 4.17 se muestra una imagen
TEM de NPsAu sobre BCD-TG depositadas por 20 s y en la figura 4.18 se muestra una

imagen de NPsAg bajo las mismas condiciones. Se calcul6 un tamafio promedio de 23

nmy 21 nm respectivamente.

Tamarfio promedio: 23 nm =5

numero de cuentas

21 24 27 30 33 3B 39 42

tamano de particulas

Figura 4.17: Imagen TEM de NPsAu sobre BCD-TG (20 s) con su respectivo
histograma de tamafios.
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Tamafio promedio: 21 nm + 2
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Figura 4.18: Imagen TEM de NPsAg sobre BCD-TG (20 s) con su respectivo
histograma de tamafios.

El sistema BCD-MP-NPsAu en estado solido fue caracterizado por SEM y EDX. Las
muestras fueron recubiertas con Au durante 60 s, generando mayor conduccion en el
material. La figura 4.19 corresponde a imagenes de los cristales del complejo,
extraidos directamente desde los precipitados de la disolucion y cuidadosamente

secados al vacio para no generar alteraciones importantes en su estructura.

Detactor » SE1 Systom Vacuum = 6 836-006 mBer
EHT~2500kV Chamber « 465e-003 mBor

Mag= 280X WD« 15mm

FISICA PUC

Figura 4.19: Imagenes SEM para cristales de BCD-MP con NPsAu depositadas por 60 s.
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Imagenes de SEM de MP pura recubiertas con Au por 60 s se presentan en la figura
4.20. La morfologia es completamente diferente con respecto al so6lido de BCD-MP-

NPsAu formado.

Figura 4.20: Imagenes SEM para cristales de MP pura recubiertos con Au por 60 s.

Una comparacion entre dos caras del mismo cristal de CD-MP-NPsAu se muestra en
las imagenes SEM vy el analisis EDX adjunto (Figura 4.21), la composicién porcentual
de todos sus elementos varia segun el cambio de plano analizado, junto con ello se
observdé un aumento en el porcentaje de Au en directa relacién con el aumento del
porcentaje de S. Las NPsAu interactian con el grupo funcional de la molécula
huésped, en este caso SH (Hakkinen, 2012). Si los grupos estan expuestos en una
cara especifica del cristal, la estabilizacion de NPsAu seré preferencial en ese plano

(Barrientos, 2007; Herrera, 2013).
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Figura 4.21: Imagen SEM y analisis EDX de diferentes caras de un cristal de
BCD-MP con NPsAu depositadas por 20 s.

La figura 4.22 corresponde a imégenes de una nueva muestra de polvo cristalino del
sistema ternario BCD-MP-NPsAu y el andlisis por EDX respectivo. Se observo una vez
mas la estrecha relacién S-Au. El polvo cristalino no tiene una orientacion definida, por
lo que es posible dirigir el andlisis elemental a una cara en particular, aun asi, se
observé que al realizar un conteo en una zona representativa de la muestra, el

porcentaje de Au calculado esta es proporcional a la cantidad de S de la misma.
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Figura 4.22: Imagen SEM y andlisis EDX para muestras de polvo cristalino de
BCD-MP con NPsAu depositadas por 20 s.

Las muestras sélidas del CI fueron caracterizadas por FE-SEM, para continuar el
andlisis sobre el depésito selectivo de NPsM en cristales del Cl. La imagen de la figura
4.23 muestra de forma representativa lo que ocurre con el depdsito de NPsAu por 32 s,

las cuales solo fueron observadas en una cara del cristal con una baja concentracion.
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Figura 4.23: Imagen de FE-SEM de BCD-MP con NPsAu depositadas por 32 s.

Para tiempos de PC mayores, a través de imagenes de FE-SEM (Figura 4.24) no fue
posible visualizar NPsAu sobre ninguna cara, sin embargo, los cristales no se vieron
afectados por el haz de electrones, esto probablemente se debe a un recubrimiento
casi total de las muestras por Au. En algunos cristales se observaron pequefias NPsAu

depositadas en las orillas de sus caras cristalinas.
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Figura 4.24: Imagenes de FE-SEM de BCD-MP con NPsAu depositadas por 60 s.
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Las NPsAu sobre BCD-MP se caracterizaron también por TEM. En la imagen de la
figura 4.25 se revela un sistema homogéneo de NPsAu sobre el Cl con una baja
dispersién de tamafios. El huésped MP que estabiliza al nanometal solo posee un
grupo funcional SH, sin embargo es suficiente para generar una alta concentracion de

NPs esféricas que alcanzan un tamafio promedio de 21 nm aproximadamente.

Tamafio promedio: 21 nm + 3
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Figura 4.25: Imagen TEM de NPsAu sobre CD-MP (20 s), con su respectivo

histograma de tamafios.

Los cristales de BCD-MF obtenidos en estado sélido fueron usados como sustrato para
la estabilizacion de NPsAg producidas por PC. La figura 4.26 muestra la morfologia de

los cristales del CI con NPsAg depositadas por 60 s.
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Figura 4.26: Imadgenes SEM para cristales de CD-MF con NPsAg depositadas por 60 s.

MF es un soélido amorfo, lo que pudo se inferido desde el difractograma de rayos X
discutido en el capitulo 3 (Figura 3.4). En la figura 4.27 se muestra el polvo del

compuesto puro, el cual es morfolégicamente diferente al Cl formado.

Figura 4.27: Imagenes SEM para una muestra de MF puro recubierto con Au por 60 s.
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Por otra parte, se realizé un andlisis elemental de los cristales del complejo BCD-MF.
En la figura 4.28 se muestra la composicion porcentual de todos los elementos que
componen la muestra analizada en una cara del cristal. El porcentaje de atomos de Ag

corresponde a 0,04% cuando el tiempo de PC es de 20 s.

Elemento

1 Electron Image 1

T T T T T T T
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Full Scale 672 cts Cursor: 1.0958 ke (189 cis) ket

Figura 4.28: Imagen SEM y analisis EDX de BCD-MF con NPsAg depositadas por 20 s.

A diferencia de los sistemas anteriormente formados de BCD-TG-NPsAu y BCD-MP-
NPsAu, un tiempo de 30 s fue suficiente para que los cristales de BCD-MF sean lo
suficientemente conductores para que un estudio por FE-SEM no destruya la muestra.
Las imagenes de FE-SEM se obtuvieron con tiempos de 32 sy 60 s, y se presentan en
las figuras 4.29 y 4.30, respectivamente. A partir de un tiempo de 32 s, fue posible
observar un deposito preferencial de NPsAg sobre una cara de los cristales, con una

alta concentracion.

123



Cap. 4 Interaccion de nanoparticulas de Au y Ag con complejos de inclusion

Figura 4.29: Imagen de FE-SEM de BCD-MF con NPsAg depositadas por 32 s.

Como se observa en la figura 4.30, al aumentar el tiempo de depdsito a 60 s, las
NPsAg comenzaron a estabilizarse en otras caras cristalinas, con un menor tamafio.

Los cristales alcanzan una alta concentracion de NPsAg muy proximas unas de otras.

Figura 4.30: Imagen de FE-SEM de BCD-MF con NPsAg depositadas por 60 s.
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El estudio de tamafios por medio de TEM se llevo a cabo para NPsAg depositadas por
PC sobre BCD-MF. En la imagen de la figura 4.31 se observa una alta concentracion
de NPsAg muy cercanas entre si, sin embargo por FE-SEM se corrobor6 que el
fendmeno de agregacion no ocurre. El tamafio promedio fue de 16 nm de didmetro y se
calculé a partir de casi 2500 NPs observadas. Esto a su vez explica la conductividad

que alcanzaron los cristales a 32 s de PC.

550 Tamafio promedio: 16 nm + 4

Numero de cuentas

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Tamano de particulas (nm)

Figura 4.31: Imagen TEM de NPsAg sobre BCD-MF (20 s), con su respectivo
histograma de tamafos.

Un estudio del sistema BCD-AT-NPsAu en estado sélido a través de imagenes que se
obtuvieron por SEM y FE-SEM se detalla a continuacion. La figura 4.32 muestra
imagenes de cristales de los complejos obtenidos, cubiertos con NPsAu por 60 s, con
ello se aprecié claramente la morfologia que poseen estos sistemas, inclusive, se
observaron pequefios cristales adheridos a las paredes de estos, que corresponden

posiblemente a excesos del farmaco AT.
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Figura 4.32: Imagenes SEM de cristales de BCD-AT con NPsAu depositadas por 60 s.

Se obtuvieron imagenes del farmaco AT puro (Figura 4.33). El analisis de su
morfologia confirmé la discusion realizada a través de DRXP (Figura 3.5) donde la
formacion del Cl adquiere un nuevo patrén difractométrico, con una estructura cristalina

diferente a la de sus especies puras.

Figura 4.33: Imagen SEM de MF puro recubierto con Au por 60 s.
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Un analisis EDX se realizé a una cara especifica de estos cristales para determinar los
porcentajes de cada componente en la muestra (figura 4.34). Para un depdésito de NPs
durante 30 s, estipulado previamente como el tiempo 6ptimo, se observaron todos los

componentes constituyentes del Cl y la presencia de Au en un 0,5%.

Electron Image 1

D A
Full Scale 1530 cts Cursor: 3892 ket (63 cts) ke

Figura 4.34: Imagen SEM y analisis EDX para un cristal de BCD-AT con NPsAu

depositadas por 30 s.

Mediante imagenes de alta resolucion se confirmd el depésito de NPsAu sobre caras
especificas de los cristales de BCD-AT-NPsAu. Las imagenes de las figura 4.35y 4.36
demuestran que en algunas caras del complejo en estado sélido con 60 s de PC existe
un deposito preferencial. Especificamente, en la figura 4.35 se observaron NPsAu que
repletan una cara del cristal, en cambio, en la figura 4.36 que corresponde a imagenes
del mismo cristal, pero desde una cara cristalina diferente, el acercamiento demuestra

que no hay presencia de NPsAu.
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Figura 4.35: Imagen de FE-SEM de BCD-AT con NPsAu depositadas por 60 s.

Figura 4.36: Imagen de FE-SEM de BCD-AT con NPsAu depositadas por 60 s.

Para determinar el tamafio de las NPsAu depositadas sobre el polvo cristalino del ClI,
se realiz6 un estudio por TEM. En la figura 4.37 se muestra una seccion representativa

de NPsAu, el diametro promedio calculado fue de 32 nm.
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Figura 4.37: Imagen TEM de NPsAu sobre BCD-AT (30 s), con su respectivo
histograma de tamafios.

El polvo cristalino del complejo BCD-FEA con NPsAu fue finamente dispersado sobre
un soporte conductor y observado por SEM. La imagen 4.38 muestra la estructura de
los microcristales con NPsAu, el cambio de morfologia observado con respecto a la
BCD pura, es consistente con el analisis realizado por DRXP (ver figura 3.6). Las
matrices de BCD con su forma planar de heptagono pueden formar paralelogramos con
moléculas pequefias albergadas en su interior; lo cual es una de las razones de por
gué estos Cl poseen esta morfologia y tienden a formar estructuras de sistemas

monoclinicos (Caira, 2001; Dang, 2011), tal como fue demostrado en la indexacion de

su difractograma (ver discusion de la seccion 3.2).
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Figura 4.38: Imagenes SEM de cristales de BCD-FEA con NPsAu depositadas por 60 s.

El analisis EDX presentado en la figura 4.39 corresponde al sistema ternario fCD-FEA-
NPsAu en estado sélido con 20 s de PC. El porcentaje de oro es un 0,16% respecto al

porcentaje total de atomos de la muestra.

Electron Image 1

Full Scale 1251 ctz Cursor: 0.044 ke (867 cts)

Figura 4.39: Imagen SEM y andlisis EDX para un cristal de BCD-FEA con NPsAu

depositadas por 20 s.
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Los cristales del CI fueron observados usando FE-SEM, el tiempo de PC se aumento
hasta 60 s para lograr que la muestra se ajuste a las condiciones del equipo. En la
figura 4.40 se muestran las nanoestructuras sobre la superficie del cristal con un
tamafio de aproximadamente 40 nm de didmetro promedio, un crecimiento de las

NPsAu acorde al aumento en el tiempo de exposicidn a la técnica.

Figura 4.40: Imagen de FE-SEM de BCD-FEA con NPsAu depositadas por 60 s.

La muestra del sistema ternario fue disuelta y observada por TEM (Figura 4.41). Las
NPsAu poseen un didmetro promedio de 14 nm basado en el andlisis estadistico de la
imagen, tomando en cuenta aproximadamente 2600 NPs. Una segunda imagen TEM
gue representa una vision general de la muestra, y donde se observé un mayor nimero

de NPsAu muy cercanas entre ellas se presenta en la figura 4.42.
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Figura 4.41: Imagen TEM de NPsAu sobre BCD-FEA (20 s), con su respectivo
histograma de tamafios.

Figura 4.42: Imagen TEM de NPsAu sobre BCD-FEA (20 s).
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Las imégenes adquiridas por SEM demuestran que la morfologia de los ClI es diferente
a la de sus especies puras, validando los resultados obtenidos por DRXP (capitulo 3,
seccion 3.1) que demuestran la formacion de nuevas formas cristalinas. El deposito de
NPsAu en los solidos pueden observarse a través de FE-SEM; su tamanfo, disposicion
en ciertos planos superficiales e incluso el nimero de particulas estd en funcién del

tiempo de exposicion de las muestras al método de PC.

4.3. Estudio mediante DRXP de los sistemas ternarios

Para formar NPsM mediante el método fisico de PC, es necesario un sustrato que
permita interacciones favorables entre su superficie y los atomos desprendidos desde
la ldmina metdlica. El sustrato debe resistir el impacto de los atomos metalicos o
pequefios clister, que se depositan con una alta energia, y las condiciones en las que
trabaja el equipo sin descomponerse, ni volatilizarse para el caso de los liquidos o
alterar su estructura para el caso de sustratos solidos. Es por esto que Unicamente
liquidos con una baja presién de vapor, como los liquidos i6nicos (Wender, 2010;
Vanecht, 2011;Torimoto, 2015), y compuestos en estado sélido (Roustom, 2005;
Barrientos, 2007; Wang, 2011; Sierpe 2015) son utilizados como sustratos para la

produccién de NPsM por esta técnica.

Se realiz6 un analisis por DRXP de los complejos BCD-AT y BCD-FEA con NPsAu para
evaluar el estado de la estructura cristalina de cada sustrato luego de la exposicion al
equipo de PC. Junto con ello, los difractogramas obtenidos fueron indexados para
determinar el tipo de empaquetamiento cristalino que poseen los sistemas ternarios

BCD-AT-NPsAu y BCD-FEA-NPsAu formados.
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En la figura 4.43 se muestra el difractograma del complejo BCD-AT comparado con el
sistema BCD-AT-NPsAuU. Se observo que todos los picos intensos varian en intensidad
sin embargo permanecen en la misma ubicacién, lo que implica que no existen
cambios en su estructura cristalina. Es probable que los cambios observados en las
intensidades se deban al tratamiento de los cristales tras el depésito de NPsAu en alto
vacio, lo que genera una pérdida de moléculas de agua que puede modificar las

dimensiones del empaquetamiento cristalino del sistema.

(b)

N° de cuentas (norm.)

Figura 4.43: Difractogramas de polvo cristalino de: (a) BCD-AT y (b) BCD-AT-NPsAu.
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Se realiz6 la indexacion de BCD-AT-NPsAu, los parametros de red se exponen en la
tabla 4.1. El sistema tipo P2; obtenido corrobora que la estructura cristalina se
mantiene. Adicionalmente, los parametros del sistema y hkl encontrados corresponden
a los mismos indices que fueron calculados para el sistema sin NPsAu (ver detalles en

anexos, figura 8.14 y tabla 8.14).

Tabla 4.1. Parametros de red tedricos y experimentales para el sistema cristalino de

BCD-AT-NPsAuU.

Sistema cristalino: Monoclinico

Tipo de celda: P2,

Parametros de Volumen  Factor
a=y B a(A) b (A) c (A) 5
red de BCD-AT (A% R
Tedricos 90° 117,29° 15,264 16,500 15,559 3919
Experimentales | 90° 117,39° 15,299 16,398 15,734 3947 0,0046

En la figura 4.44 se presentan los difractogramas del complejo BCD-FEA con y sin
NPsAu. Se pudo evidenciar de manera directa que la traza difractométrica se mantiene
luego de la interaccion del Cl con las NPsAu, lo que implica que el sistema cristalino
mantiene su estructura. En la tabla 4.2 se detallan los pardmetros de red usados para
la indexacion de BCD-FEA-NPsAu que demostraron que el tipo de celda fue P2; al
igual que el obtenido para BCD-FEA. En la seccion de anexos (capitulo 8) se muestran
las tablas con los indices obtenidos de la indexacion del sistema ternario (tabla 8.15) y

el difractograma completo con los indices hkl obtenidos (figura 8.15).
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Figura 4.44: Difractogramas de polvo cristalino de: (a) BCD-FEA y (b) BCD-FEA-NPsAu.

Tabla 4.2. Parametros de red tedricos y experimentales para el sistema cristalino de

BCD-FEA-NPsAU.

Sistema

cristalino: Monoclinico Tipo de celda: P2,

Parametros de

red

Volumen Factor

a=y § a® b@A c@® A9 R

Teobricos

Experimentales

90° 112,81° 21,287 10,101 15,356 3302 ---
90° 112,22° 21,293 10,299 14,893 3266 0,0120
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El método de PC no destruye ni altera las muestras en estado soélido, esto se puede
deducir del hecho de que los sistemas BCD-AT-NPsAu y BCD-FEA-NPsAu
caracterizados por DRXP muestran patrones cristalograficos equivalentes a los

observados para los Cl respectivos.

4.4, Estudio del sistema BCD-FEA-NPsAu mediante RMN.

Se realizé un estudio del sistema BCD-FEA-NPsAu con el propésito de evaluar el
comportamiento del complejo en soluciéon cuando esta interactuando con las NPsM
mediante la observacién de los desplazamientos quimicos de sus protones, y los

cambios con respecto al Cl sin NPsAu tabulado en el capitulo anterior (seccion 3.3).

En la figura 4.45 se muestra el espectro *H-RMN del complejo BCD-FEA con NPsAu en
solucion. Cambios en los desplazamientos quimicos con respecto a las especies puras
y al complejo sin NPsAu se muestran en la tabla 4.3. Los cambios en todos los
protones del huésped demuestran que FEA permanece incluida en la matriz. El proton
H-3 de BCD esta desplazado hacia campos mas altos, mientras que los protones H-5y
H-6 presentan desplazamientos quimicos hacia campos bajos, lo cual implica que
existe un cambio en la disposicién del huésped al interior de la cavidad con respecto a
BCD-FEA (ver tabla 3.8). Los protones de los grupos hidroxilos por su parte también
muestran un comportamiento diferente, mientras que los hidroxilos secundarios (OH-2
y OH-3) se localizan en campos mas bajos, los hidroxilos primarios (OH-6) se
desplazan hacia campos mas altos. Estas diferencias sugieren que el huésped se

desplazé debido a la interaccién con las NPsAu.
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Figura 4.45: Espectro "H-RMN de BCD-FEA-NPsAu en DMSO-ds.

Tabla 4.3: Desplazamientos quimicos de los protones de BCD-FEA-NPsAu con

respecto a las especies puras.

H de BCD | & BCD (ppm) | & BCD-FEA-NPsAu (ppm) | Ad (ppm)
H-3 3.669 3.660 -0.009
H-5 3.566 3.569 0.003
H-6 3.622 3.627 0.005

OH-2 5.707 5.712 0.005
OH-3 5.660 5.667 0.007
OH-6 4.435 4.430 -0.005

H de FEA | & FEA (ppm) | & BCD-FEA-NPsAu (ppm) | Ad (ppm)
H-1 2.795 2.750 -0.032
H-2 2.658 2.628 -0.024

H'-2'/6' 7.205 7.197 -0.005
H’-3'/5' 7.285 7.276 -0.010
H-4' 7.176 7.169 -0.006
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Para el sistema ternario BCD-FEA-NPsAu, un analisis ROESY deja en evidencia los
cambios producidos en la geometria de inclusién del huésped en la matriz debido a la
interaccion de FEA con la superficie de las NPsAu. En la figura 4.46 (a) y (b) se
muestran los cambios en las correlaciones intermoleculares de los protones internos de
la BCD con los protones de la FEA, lo que indica una disposicion diferente a la

discutida en el capitulo anterior (ver seccion 3.6).

El analisis de los picos cruzados que se presentan en 4.46 (a) muestra que la cadena
etilamina se encuentra parcialmente fuera de la cavidad, debido a la interaccion de los
H-1 y H'-2 Unicamente con H-6; mientras que en el espectro de la figura 4.46 (b) se
observa que el anillo aromatico permanece dentro, esto puede ser deducido de los
picos cruzados que se observan entre el H-5 y H-6 de la BCD con los protones H’-2'/6',

H’-3'/5'y H’-4' de la FEA (ver espectro complejo en anexos, figura 8.16).
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Figura 4.46: Espectros ROESY de BCD-FEA-NPsAu en DMSO-ds.
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Esto implica un desplazamiento parcial del huésped hacia la superficie de la apertura
mas angosta de la BCD, lo cual podria explicarse por la competencia entre la tendencia
hacia la inclusion de la FEA con la cavidad de la matriz y la atraccion generada por las
NPsAu. Mediante este analisis se compar6 la disposicién del complejo y del sistema
ternario en solucién. Si bien al formar el complejo BCD-FEA, el huésped permanece
completamente albergado en la matriz, cuando se forma el sistema ternario CD-FEA-
NPsAuU, la cadena etilamina se desplaza fuera de la cavidad, fenébmeno promovido por
la interaccion NH»-Au. Por otra parte, el anillo aromético permanece incluido, lo cual
demostré que la interacciones hidrofébicas permiten que la BCD se integre en el

sistema ternario albergando al huésped a través del fenébmeno de inclusion.

Basado en el andlisis de los espectros ROESY de BCD-FEA (seccion 3.6) y BCD-FEA-
NPsAuU, se construyd una representacion esquematica (ver figura 4.47) del Cl formado

(a) y el desplazamiento parcial del huésped debido a la presencia de las NPsAu (b).

Figura 4.47: Geometria de inclusion propuesta para (a) BCD-FEA y (b) BCD-FEA-NPsAu.
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4.5, Estudio vibracional IR y Raman

Para continuar con el analisis de las interacciones del complejo y los cambios
generados por las NPsAu, se realizaron estudios por espectroscopia IR y RAMAN de

los sistemas BCD-FEA y BCD-FEA-NPsAuU.

Comunmente los estudios de CI por espectroscopia vibracional IR y Raman se centran
en los cambios observados en las trazas de la molécula libre y como huésped
formando el CI, debido a que los picos de esta molécula generalmente se encuentran
desplazados o sus intensidades se ven alteradas tras el fenébmeno de inclusion (Heise,
2010; de Oliveira, 2011; Pandian, 2013; Sampaio, 2014). En la Figura 4.48 se
muestran los espectros IR para (a) FEA, (b) BCD, (c) BCD-FEA y (d) BCD-FEA-NPsAu;
observandose un cambio en algunas sefiales para el Cl, comparado con el complejo

con NPsAu y las especies puras.

En el espectro de FEA (a), las bandas mas intensas observadas fueron a: 592 cm™ que
corresponde a la deformacion del anillo aromatico; 744 cm™ y 698 cm™ que
corresponden al aleteo del anillo; 1317 cm™ que corresponde a una torsién de la
cadena etilo; 1360 cm™ que corresponde a la flexion de los C-H del anillo; y 1495 cm™
que corresponde a la deformacion C-H del anillo aromatico, todas estas desaparecen
en los espectros de BCD-FEA (c) y BCD-FEA-NPsAu (d), probablemente debido a la
inclusion de farmaco FEA, donde el anillo aromético pierde grados de libertad, similar
al fendmeno observado por Pandian y colaboradores. Ademas, en el espectro de FEA,
una banda a 1029 cm™ que corresponde principalmente a otra torsion de la cadena etil

y al estiramiento moderado del anillo aromatico, permanecen en el espectro del Cl con
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y sin NPsAu. El estiramiento del C-N a 1082 cm™ permanece en el espectro del
complejo, pero desaparece para el espectro del complejo con NPsAu. La banda a 1453
cm™ que corresponde a un aleteo de los CH, y una flexion del C-N desaparecen en el
espectro de BCD-FEA y reaparecen en el espectro de BCD-FEA-NPsAu, aunque con
una baja intensidad, probablemente debido al desplazamiento parcial del huésped

hacia el exterior de la BCD en presencia de las NPsAu.
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Figura 4.48: Espectros IR de: (a) FEA, (b) BCD, (c) BCD-FEA and (d) BCD-FEA con NPsAu.
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A través de los espectros Raman (figura 4.49), también fue posible estudiar el
comportamiento del huésped en el CI. La adicién de las NPsAu incrementa las sefales
del espectro debido al aumento en la superficie de dispersion Raman, también llamado
SERS (surface-enhanced Raman scattering) el cual es producido cuando la molécula
de estudio se encuentra cercana a NPsAu y Ag (Aroca, 2006; Le Ru, 2009). En este
sentido, para obtener sefales en el espectro del CI con NPsAu con una intensidad
comparable a las otras mediciones realizadas, fue necesario reducir la potencia en el

equipo a un 25% (de un 100% inicial), siendo esto una evidencia del fenomeno SERS.

La figura 4.49 corresponde a los espectros Raman del huésped FEA (a), de la matriz
BCD (b) y del CI con (c) y sin NPsAu (d). La traza (a) muestra el espectro Raman de
FEA con sus bandas caracteristicas. La banda a 491 cm™ que corresponde a un
tijereteo C-C-N y junto con una deformacion en el plano del anillo aromético a 620 cm™,
la cual es débil, pueden ser observadas en el espectro del Cl asi como en el espectro
SERS del complejo con NPsAu. La banda a 759 cm™ corresponde a una flexién de los
C-H arométicos y del anillo. La banda a 821 cm™ corresponde a un balanceo de los
CH, y un aleteo del grupo NH; la siguiente banda a 850 cm™ es otro aleteo del NH,. La
banda méas prominente a 1001 cm™ es la respiracion tipica del anillo fenilo, seguido por
otro estiramiento del anillo y una torsién de la cadena etil a 1029 cm™, estas dos
bandas permanecen en el espectro del Cl asi como en el espectro SERS del CI con
NPsAu. Una banda muy débil a 1069 cm? fue asignada a un estiramiento C-N; la
banda siguiente a 1155 cm™ y la que se encuentra a 1178 cm™ corresponden a la
flexion de los C-H aromaticos. La banda a 1201 cm™ es un estiramiento C-C que ocurre
entre el anillo fenilo y la cadena etilamina y puede ser observada también en el

espectro del Cl con y sin NPsAu. La banda a 1441 cm™ corresponde a una vibracion de
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tijereteo de la cadena etil; la banda a 1601 cm™ corresponde a una deformacion en el

plano del anillo.

Al depositar las NPsAu sobre el complejo se observo que las bandas que tuvieron un
mayor aumento por SERS son las que corresponden al fenilo, por sobre las de la
cadena etilamina, siendo ambas cercanas a su superficie; esto se debe principalmente
a la baja polarizabilidad que presenta el grupo amino en comparacion a las vibraciones
del anillo aromatico. Esto implica que las interacciones del NH, con la superficie del Au
no pueden resolverse completamente por SERS. Este fendmeno esta descrito en otras
investigaciones (Kumar, 2003; Sperling, 2010), donde las bandas de N-H desaparecen
en los espectros IR, lo cual también fue observado en estos espectros IR, Raman y
SERS. Adicionalmente, podemos discutir que el estudio SERS muestra de manera mas
prominente las bandas de la FEA, en lugar de las bandas de BCD, una molécula
mucho mas grande que tiene una seccion transversal alin mayor. Este resultado apoya

la idea de que FEA en el Cl esta mas cerca de la NPsAu que la matriz de CD.
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Figura 4.49: Espectros Raman de: (a) FEA, (b) BCD, (c) BCD-FEA and (d) CD-FEA con NPsAu.

La geometria de equilibrio y una comparacion “cara a cara” entre los espectros teéricos
y calculados de FEA en los espectros IR y Raman se muestran en las figuras 4.50 y
4.51. Las bandas se asignaron por la comparaciéon entre el espectro experimental y el
tedricamente calculado, usando Gaussian 09 (Frisch, 2009); posteriormente se realizd

una optimizacién de la geometria en fase gaseosa.
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Figura 4.50: Espectros IR experimental y teérico de FEA.
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Figura 4.51: Espectros Raman experimental y teérico de FEA.
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Los sistemas ternarios obtenidos fueron caracterizados principalmente por diversas
técnicas espectroscopicas, DRXP y mediante microscopia electronica TEM y SEM. Se
demostré la interaccién de los Cl con NPs de Au y Ag, e incluso se compararon los
cambios estructurales del Cl con y sin NPs. Se espera que los diferentes sistemas
ternarios generados sean potenciales sistemas para el transporte y entrega de
farmacos, unificando las ventajas en terapia del uso de BCD y NPsM. Con el propésito
de acercarnos a este objetivo, se realizaron algunos estudios preliminares para BCD-
FEA-NPsAu, se evaluaron los porcentajes de cada componente en el sistema, la
capacidad de carga que posee y la liberacion del farmaco a través de irradiacién laser.

Todos los resultados y su discusién respectiva se detallan en el capitulo siguiente.
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Resultados y discusion

Evaluacion de BCD-FEA-NPsAuU en
transporte vy liberacion del farmaco.
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Con el fin de desarrollar sistemas ternarios que comprendan el uso de BCD, NPsM y
farmacos con un potencial uso en drug delivey, es necesario ademas de demostrar su
formacion con una caracterizacion completa, realizar ensayos que permitan validar
estos sistemas. Ensayos de permeabilidad (Tabatabaei, 2015), toxicidad (Coradeghini,
2012), farmacocinética (Li, 2008) y capacidad de carga (Chu, 2013; El-Dakdouki,
2013), entre otros, son comunmente requeridos (de Jong, 2008). Para realizar algunos
de estos estudios se utilizé como modelo el sistema BCD-FEA-NPsAu; se cuantifico el
porcentaje de cada componente y la capacidad de carga del farmaco en el
nanosistema en solucibn acuosa. Adicionalmente, se realizaron ensayos de
permeabilidad en membranas in vitro y de irradiacion laser del Cl con y sin NPsAu en

solucidn para evaluar la liberaciéon del huésped usando el tratamiento fototérmico.

5.1. Cuantificacion del contenido de Au, BCD y FEA en cristales del ClI

En primera instancia se determiné el contenido de Au que poseen los cristales de BCD-
FEA a los tiempos de PC trabajados. Para ello, se realizé una cuantificacion de Au por
absorcién atémica, el polvo cristalino del Cl con NPsAu fue tratado con una digestion
acida de una mezcla de &cido nitrico y acido clorhidrico. A continuacién, las muestras
en una concentracion de 1,0 mg/mL fueron medidas a una longitud de onda de 242,8
nm (slit 0,7) usando un espectrometro de absorcion atdmica con lampara doble de
catodo hueco (Au y Ag) y llama laminar. El porcentaje de Au que fue depositado en las
muestras por PC durante 20 s fue del 0,673% respecto de la masa total del sistema

ternario BCD-FEA-NPsAuU.
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Si consideramos que se pes6 1,0 mg del sistema ternario de BCD-FEA-NPsAu, el peso
de oro (W(Au)) puede ser calculado usando el porcentaje del metal (P(Au)) en la

muestra segun la ecuacién 5.1 y corresponde a 0,007 mg aproximadamente.

W) = M Ecuacion 5.1
100

Considerando el peso con que contribuye el Au depositado en la muestra, se pudo

obtener el peso del complejo BCD-FEA segun las siguientes ecuaciones:

W) = W(pcp) + W(rea) + W(Au) Ecuacion 5.2

W (Bcp-Fea) =W(t) - W(Au) Ecuacion 5.3

Los pesos de BCD (W(BCD)) y de FEA (W(FEA)) se calcularon desde el peso del
complejo BCD-FEA vy sus fracciones masicas correspondientes (X(8CD) y X(FEA)), segun

las ecuaciones 5.4y 5.5.
W(pcp) = W(BcD-FeA) - X (BCD) Ecuacion 5.4
W (rea) = W(BcD-FEA) - X (FEA) Ecuacién 5.5

Las fracciones masicas fueron determinadas usando el peso molecular (M.W.) de cada
especie y considerando los coeficientes estequiométricos (v) calculados para el

complejo BCD-FEA. Esto fue expresado las ecuaciones 5.6 y 5.7.
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X (gco) = M.W.(gco) - Vo) Ecuacion 5.6
M.W.t)

X (FEA) = M.W.(Fea) - V(Fen) Ecuacién 5.7
MW.n)

Donde M.W.(t) corresponde a la peso molecular total del complejo BCD-FEA. El peso
molecular de BCD es 1134,98 g/mol y de FEA es 121,18 g/mol. Considerando que la

relacion estequiométrica del complejo BCD-FEA fue 1:1, las fracciones masicas son las

siguientes:
X(BCD) — 1134,98 g/mol * 1 =09
(1134,98 + 121,18)g/mol
X Fea) = 121,189/m0|-1 =01

(1134,98 + 121,18)g/mol i

Para 1,0 mg del sistema ternario, el peso de BCD fue de 0,894 mg y el de FEA fue de
0,099 mg. Por lo tanto, los porcentajes de BCD y FEA son 89,4% y 9,90%
respectivamente. En el grafico de la figura 5.1 se presenta un resumen de los

porcentajes de cada componente en el sistema ternario BCD-FEA-NPsAu.
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= 0.70% Au
BE 9.90% FEA
] 89.4% PBCD

Total =100 %

Figura 5.1: Grafico de torta de los porcentajes de cada componente en el
sistema ternario BCD-FEA-NPsAuU.

5.2. Capacidad de carga de FEA en el sistema BCD-FEA-NPsAu

El sistema ternario en estado sélido al ser solubilizado posee un arreglo espacial
distinto, el CI pierde su estructura cristalina y las NPsAu ahora en suspension, son
estabilizadas por las moléculas de FEA que permanecen al interior de la matriz. Las
NPsAu por lo tanto son capaces de interactuar con un cierto porcentaje del complejo,
sin embargo también existe otra porcion de este que no cubre a las nanoestructuras,
dicha porcién es considerada como CI libre en solucién. Por otra parte, existe una
fraccion aun menor del huésped que esta completamente disociado de la matriz debido
al equilibrio quimico entre BCD y FEA cuando forman el complejo. Para determinar la
capacidad de carga del sistema, es decir, el porcentaje exacto de FEA que interactia
con las nanoparticulas formando el sistema ternario en solucién acuosa, y el porcentaje

de FEA en exceso, se realiz6 un ensayo de separacion de fases.
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Para determinar la capacidad de carga de las NPsAu, el sistema ternario se separ6 de
los componentes que no estaban asociados, para ello, las muestras de BCD-FEA-
NPsAu fueron centrifugadas a 15700 xg por 30 minutos (ver esquema en figura 5.2). El
pellet que contiene las NPsAu cubiertas con BCD-FEA fue separado del sobrenadante
que contiene el exceso de Cl y cuantificado usando espectroscopia UV-Vis
(absorbancia méaxima a 258 nm) y la ley de Lamber-Beer (donde € = 7.230 mM™ cm™).
Las concentraciones obtenidas en el sobrenadante corresponden a la porcién de FEA
que se encuentra libre o en el complejo BCD-FEA en solucién. La fraccibn que
corresponde a cada una de estas fue determinada usando la constante de estabilidad

calculada anteriormente (674 M™). En la tabla 5.1 se muestran en detalle los valores

obtenidos.
Cristales de
BCD-FEA con Centrifugacion FEAenel Cly
NPsAu disueltos FEA libre
en agua )
FEAen el
sistema ternario

Figura 5.2: Esquema del proceso de separacion de FEA en todos sus estados,

por centrifugacion en solucién acuosa.
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Tabla 5.1: Absorbancia y concentraciones de FEA en los diferentes sistemas
estudiados. (*) Las concentraciones en el sobrenadante se calcularon usando la ley de
Lambert-Beer y € (7.230 mol-1 L cm-1). (**) La concentracion de FEA libre se calculd
usando Ka (674 M™). (***) La concentracién de FEA en el sistema ternario se obtuvo

por la diferencia en el sobrenadante y el total del CI disuelto en agua (0,132 mM).

Absorbancias |Concentracién en| Concentracion | Concentracion | Concentracion de
(u.a.) el sobrenadante | de FEA libre |de FEA en el Cl| FEA en el sistema
(mM) (*) (mM) (**) libre (mM) ternario (mM) (***)
0,3246 0,04490 7,056x10° 0,03784 0,08710
0,2778 0,03842 6,482x10° 0,03194 0,09358
0,2278 0,03151 5,815x10° 0,02570 0,10049

La capacidad de carga del sistema ternario corresponde a un 71% con respecto al total
de farmaco disuelto, mientras que el 24% de FEA permanece en el Cl, pero sin
interactuar con las NPsAu, un 5% de FEA se encuentra libre y disociada de la matriz.

En el gréfico de la figura 5.3 se exponen estos valores.
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Figura 5.3: Grafico de los diferentes porcentajes de FEA en la solucion,

comparados con el total de FEA cargada inicialmente.
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Una representacion esquematica del proceso de solubilizaciéon del sistema ternario se
muestra en la figura 5.4. Las NPsAu que fueron formadas por el método de PC estan
depositadas en su primera etapa sobre los cristales del Cl (a la izquierda) y luego, tras
ser solubilizado, las moléculas del complejo cubren completamente la superficie de las

NPsAu (a la derecha).

Figura 5.4: Esquematizacion del sistema ternario, primero en estado sélido

(izquierda) y luego en solucién (derecha).

5.3. Ensayos de permeabilidad PAMPA

El método PAMPA de sus siglas en inglés parallel artificial membrane
permeability assay, es un tipo de ensayo que predice la absorcion pasiva de farmacos.
El andlisis se desarrolla en una placa donadora y otra aceptora de doble fondo, en la
que se mide la capacidad de un compuesto de difundir entre ambas placas separadas
por un filtro de fosfatidilcolina; la cual actia como membrana lipidica y simula la bicapa

lipidica de distintos tipos de células (ver esquemas en figura 5.5)
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El método fue disefiado para predecir la permeabilidad de ciertos compuestos,
obteniéndose una buena correlacién con valores de absorcibn en humanos para la
mayoria de ellos. Puesto que las membranas artificiales no contienen ningan sistema
de transporte activo o enzimas metabdlicas, s6lo puede estudiarse la difusion pasiva

de las especies bajo este andlisis (Kansy, 1998; Ottaviani, 2006).

(Aceptora)

(Donora)

Vv vwu v

Figura 5.5: Esquema representativo de un pocillo (izquierda) y fotografia de las

placas usadas (derecha), para la realizacién de ensayos PAMPA.

Las CD son capaces de mejorar la permeabilidad de farmacos a través de membranas
artificiales si las condiciones experimentales lo permiten. Diferentes estudios han
demostrado que factores como el espesor de la capa de agua estética es fundamental
para evaluar permeabilidad, por ejemplo, un aumento en su espesor puede generar
puentes de hidrégeno entre moléculas de agua cercanas a la membrana y las CD,
actuando de manera cooperativa para evitar la movilidad del farmaco incluido. Si bien
las CD formando complejos aumentan la cantidad total de moléculas de farmaco en
solucion, y a su vez aumentando la gradiente de concentracion, el exceso de estas en
el medio puede disminuir la penetracion, especialmente en farmacos lipofilicos que por

si solos podrian permear la membrana. Otros factores como la velocidad de agitacion,
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el pH, el tipo de CD o la constante de asociacion de cada complejo CD-Farmaco son

variables importantes que se deben considerar (Loftsson, 2007).

Se realizaron los ensayos PAMPA de todos los sistemas obtenidos en el desarrollo de
esta investigacion, ademas de los farmacos puros, los cuales se enlistan a

continuacion:

1. BCD-TG 9. BCD-AT-NPsAu
2. BCD-TG-NPsAu 10. BCD-FEA

3. BCD-TG-NPsAg 11. BCD-FEA-NPsAu
4. BCD-MP 12. TG

5. BCD-MP-NPsAu 13. MP

6. BCD-MF 14. MF

7. BCD-MF-NPsAg 15. AT

8. BCD-AT 16. FEA

En la figura 5.6 se muestran los espectros del ensayo PAMPA del complejo CD-MP,
donde se evallio la absorbancia en el UV-Vis para las placas donadoras (espectro a) y
las placas aceptoras (espectro b). Los controles utilizados se comportaron de la forma
esperada, lo que indica que las membranas estaban bien construidas. En el caso del
complejo estudiado, no se observd una absorbancia en la placa aceptora, por lo tanto
no existe una permeabilidad efectiva de BCD-MP por difusion pasiva. Para los ensayos
PAMPA realizados al farmaco MP puro, y al sistema BCD-MP-NPsAu, tampoco se
observaron absorbancias en las placas aceptoras, lo que implica que no fueron
permeables en estas membranas. En general, los 16 sistemas estudiados no
presentaron permeabilidad efectiva a las condiciones especificas de los ensayos

PAMPA realizados.
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—— BCD-MP —— BCD-MP
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Figura 5.6: Espectros de absorbancia del complejo BCD-MP y los controles positivo

(tiopental) y negativo (azul de Evans) en las placas (a) donadoras y (b) aceptoras.

Los farmacos que fueron estudiados por PAMPA no atraviesan la membrana, en primer
lugar, esto podria deberse a que ninguna de estas moléculas es una especie neutra al
pH y medio acuoso trabajados. Ademas, el uso de BCD no logré cambiar los resultados
en esas condiciones experimentales; por lo tanto factores como el pH y el medio
usado, junto con las constantes de asociacibn en esas condiciones podrian ser
estudiados. Los CI con NPsAu y NPsAg no presentaron permeabilidad efectiva, lo cual
es un resultado acorde con lo observado anteriormente para otros nanosistemas
estudiados por nuestro grupo de investigacion, en el que NPs con citrato o moléculas
poliméricas no atraviesan las membranas, posiblemente debido a su tamafio. Junto
con ello, cuando las NPsAu son funcionalizadas con moléculas especificas como

péptidos presentan una permeabilidad efectiva muy baja en PAMPA.
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Estos resultados son beneficiosos desde el punto de vista de una potencial aplicacion
en entrega de farmacos. Los antineoplasicos estudiados son inespecificos, por lo tanto,
en vista de una nueva ruta de entrega, estos por si solos, formando Cl o cargados a
NPsM no deben atravesar las membranas por difusiébn pasiva, ni ingresar a células
sanas o malignas sin especificidad ni control de su concentracion, excepto cuando un
estimulo de preferencia externo, libere el farmaco desde el sistema transportador y

promueva su entrada hacia células tumorales.

5.4. Liberacion del farmaco FEA por irradiacién laser

Las NPsAu pueden interaccionar con la radiacién electromagnética generando la
resonancia de plasmon superficial localizada. La energia incidente es absorbida y
luego disipada en forma de calor local, lo que conlleva a su vez a la liberacion de las
moléculas que interactian directamente con su superficie. A través de este fendbmeno
denominado en nanomedicina como terapia fototérmica, es posible promover una
liberacion controlada de farmacos desde estos sistemas nanoparticulados usando

irradiacion laser (Aroca, 2006; Le Ru, 2009; Huang, 2008; Guerrero, 2014).

159



Cap. 5 Evaluacion de BCD-FEA-NPsAu en transporte y liberacion del farmaco

Un sistema de dos fases fue disefiado para evaluar la liberacion de farmacos desde el
sistema ternario. Una fase acuosa que contiene NPsAu cubiertas con el Cl y una fase
orgéanica que contiene cloroformo, donde se espera que las moléculas de FEA migren
luego de la irradiacién laser. Las NPsAu con el complejo fueron irradiadas desde su
fase acuosa usando un laser continuo a 532 nm; provocando la liberacién de FEA
(insoluble en esta fase) y su migracion hacia la fase orgénica. La absorbancia en el
UV-Vis de FEA fue registrada en la fase organica a tiempos de 15, 30, 60, 90 y 120
minutos de irradiacién y fueron comparados con el maximo del farmaco agregado. El
sistema ternario irradiado durante 60 minutos fue comparado con otras 3 muestras
usadas como controles; la primera permite evaluar la liberacion de FEA desde el
complejo BCD-FEA sin irradiar; la segunda muestra corresponde al complejo BCD-FEA
con NPsAu vy sin irradiacion; la tercera corresponde al complejo BCD-FEA irradiado.
Todos los controles descritos fueron medidos luego de 60 minutos y también fueron
comparados con el total de farmaco utilizado para realizar estos estudios. Para los
ensayos de irradiacion y medicion de absorbancia en el UV-Vis, se usaron cubetas de
cuarzo con una soluciéon de cloroformo como primera fase organica y una solucion
acuosa que contiene BCD-FEA-NPsAu como segunda fase ( ver esquematizacion en la
figura 5.7). El volumen de la solucion acuosa fue exactamente igual al ancho del haz
del laser utilizado, de manera que las NPsAu estaban completamente excitadas por la
luz. Las NPsAu recubiertas con el Cl fueron expuestas a irradiacion laser sin la
separacion de las fases, y las absorbancias de FEA liberada fueron medidas

Unicamente en la solucién de cloroformo.
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Para todos los espectros de FEA registrados, los maximos de absorbancia obtenidos a
258 nm fueron convertidos a porcentajes y comparados con el maximo de absorbancia
correspondiente al total de FEA agregada en el sistema, esta ultima curva de
absorbancia fue obtenida por dilucion directa en cloroformo de una cantidad
equivalente del farmaco que esta presente en la solucion acuosa de BCD-FEA-NPsAu.
Un esquema que representa los ensayos de irradiacion del sistema ternario se

presenta en la figura 5.7.

——

Figura 5.7: Esquematizacion del sistema de dos fases montado para evaluar la

liberacion de FEA por irradiacion laser.

Durante los ensayos de liberacion de FEA a diferentes tiempos (ver figura 5.8 a), fue
posible medir la absorbancia de FEA en cloroformo desde los primeros 15 minutos,
esto implica que desde un comienzo el farmaco es transferido a la fase organica de
manera gradual hasta llegar a un platé observado a los 60 minutos. Al continuar
aumentando el tiempo de irradiacién laser, la absorbancia de FEA en la fase organica

sigue aumentando, pero de forma desacelerada, esto fue concluyente para determinar
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gue 60 minutos es el tiempo Optimo de liberacion de FEA desde el sistema ternario
BCD-FEA-NPsAu. Con respecto a los controles realizados (ver figura 5.8 b), los
ensayos de liberacion sin irradiacién de BCD-FEA sin nanoparticulas fueron necesarios
para observar si FEA migra a la fase organica de manera espontanea. Efectivamente,
hay una porcion menor de FEA que es transferida desde el complejo no irradiado,
debido probablemente al equilibrio dinamico que existe en solucion, donde una
pequena porcién del farmaco no esta incluido en la cavidad de la matriz de BCD, lo que
anteriormente fue corroborado al evaluar la capacidad de carga. Con respecto al
segundo ensayo control del complejo BCD-FEA con NPsAu pero sin irradiacion, la
porcién de FEA transferida hacia la fase organica es ain menor, es decir, el equilibrio
qguimico donde FEA se libera desde la matriz es interrumpido por la presencia de las
NPsAu, manteniendo al huésped en la fase acuosa. Ensayos de irradiacion del
complejo sin la presencia de NPsAu por 60 minutos mostraron que existe una porcion
de FEA en la fase organica, sin embargo es menor a la porcién de FEA liberada desde
el sistema ternario irradiado. Estos resultados demuestran con certeza que el efecto
fototérmico causado por las nanoesféras promueve la liberacion del farmaco desde la

fase acuosa a la fase organica de manera mas eficiente.

Todos los valores de absorbancia para los diferentes ensayos realizados, las
concentraciones obtenidas y los porcentajes calculados se encuentran en la seccién de

anexos, tablas de la 8.16 a la 8.22.
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Figura 5.8: (a) Porcentajes de absorcion de FEA observados desde los maximos obtenidos a
258 nm en cloroformo después de diferentes periodos de irradiacién. (n = 3). (b) Porcentajes
de absorcién de FEA en 4 diferentes sistemas a 60 minutos de irradiacion, donde Cl/sl es
complejo de inclusién/sin irradiacion; CI-NPsAu/sl es complejo de inclusiébn con NPsAu/sin
irradiacion; CI/I complejo de inclusién/irradiado; CI-NPsAu/l es complejo de inclusion con
NPsAul/irradiado. (n = 3). El porcentaje méaximo corresponde al total de FEA cargada para

cada ensayo.

La alta capacidad de carga y liberaciéon que poseen los sistemas nanoparticulados son
una de las caracteristicas claves para su uso en terapia. El sistema BCD-FEA-NPsAu
posee una capacidad de carga de FEA por sobre el 70% en solucién acuosa. Ademas,
se demostré que este sistema ternario permite la liberacién del huésped de manera
eficiente después de la irradiacion con un laser continuo. Cabe destacar que el estudio
realizado constituye el primer precedente en el que se obtuvieron este tipo de sistemas
para la liberacion espacial y temporalmente controlda por fototermia, empleando

NPsAu y CD.
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Los complejos de BCD con los farmacos TG, MP, MF, AT y FEA pueden ser formados
en estado solido, de manera reproducible y en relaciones molares 1:1 matriz-huésped,
lo cual fue corroborado a través de DRXP y SEM. El cambio de las trazas
difractométricas y de la morfologia de todos los complejos con respecto a las especies
puras y a la mezcla fisica de sus componentes, demuestran la formacién de nuevas
estructuras cristalinas. La indexacion de las nuevas formas adquiridas de los complejos

BCD-AT y BCD-FEA muestra que son sistemas cristalinos monoclinicos del tipo P2;.

Las matrices de CD mantienen albergados a los diferentes huéspedes en solucion,
esto implica que las interacciones matriz-huésped permanecen, lo cual se observo
mediante *H-RMN, las constantes de asociacién determinadas en solucién acuosa asi
lo corroboran, alcanzando valores adecuados para posibles aplicaciones en entrega de
farmacos. Cada sistema posee una geometria de inclusién particular obtenida en base
al andlisis de sus espectros ROESY. Los grupos funcionales de los diferentes
huéspedes permanecen expuestos ya sea por la abertura mas ancha o por la abertura

mas angosta de la BCD.

En BCD-TG se observd que TG permanece al interior de la macromolécula con una
variedad de formas tautoméricas, el grupo SH esta orientado hacia la abertura mas
ancha. La molécula MP permanece completamente dentro de la matriz, y el grupo
funcional SH se encuentra expuesto hacia la abertura mayor, interactuando con los
grupos hidroxilos secundarios. Para el sistema BCD-MF, los andlisis por RMN
muestran que tanto el anillo aroméatico como parte de las cadenas alifaticas

permanecen dentro, mientras que los grupos funcionales NH, y COOH se encuentran
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orientados hacia la abertura mas ancha. Con respecto al complejo BCD-AT se pudo
demostrar que el anillo aromatico y el grupo CH del anillo tiazol se encuentran incluidos
en la matriz, mientras que los grupos funcionales pueden estar expuestos hacia la
cavidad menor o la cavidad mayor de esta. El anillo aroméatico y la cadena etilo de FEA
en el complejo BCD-FEA permanecen completamente albergados, orientados hacia la
apertura mas estrecha de BCD. Un fenédmeno de tropismo fue descubierto cuando las
NPsAu interactian con este complejo, las interacciones NH,-Au desplazan
parcialmente a la molécula FEA hacia fuera en solucion, mientras que el anillo
aroméatico permanece dentro de la matriz. Lo cual ademas fue corroborado por
espectroscopias vibracionales IR y RAMAN; donde se observé el cambio en las
vibraciones del huésped libre con respecto al huésped albergado en BCD, y los nuevos

cambios cuando interactia con NPsAu.

El alto grado de ordenamiento cristalino alcanzado implica que todos los complejos son
sustratos adecuados para la formacién de NPsAu de un tamafio homogéneo a través
de PC en alto vacio. El método utiliza la superficie bien definida de los Cl y la
exposicion de los grupos funcionales en las caras superficiales de los cristales para
que estabilicen los atomos que se van depositando y formando las NPsM. Mediante las
imagenes obtenidas por TEM se calcularon tamafios de las NPs de 20 nm de didmetro
en promedio, por lo tanto el aumento en el maximo de la banda de plasmoén de las
nanoestructuras se debe probablemente al acoplamiento interparticula generado por la
proximidad de estas en estado sélido. En este sentido, el estudio de caras especificas
de los cristales usando FE-SEM vy la cuantificacion generada por EDX de los
componentes mayoritarios en las muestras, indican que las NPsM no se depositan en

un plano preferencial en los complejos BCD-TG, BCD-MPy BCD-FEA, lo que podria
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corresponder a empaqguetamientos cristalinos tipo caja, obtenidos cominmente para
huéspedes de dimensiones pequefias con respecto a la matriz; y que provoca que los
grupos funcionales se orienten en multiples direcciones. Los complejos de BCD con MF
y AT, que son huéspedes con una estructura molecular de mayor tamafio, muestran
con claridad un depoésito preferencial en ciertos planos, debido probablemente a un
ordenamiento del tipo canal o capa que genera que los grupos funcionales estén
expuestos en caras cristalinas especificas. Adicionalmente, las imagenes de FE-SEM
evidencian que la concentracion y el nimero de caras pobladas por NPsAu y NPsAg

dependen del tiempo de exposicién de los cristales al recubrimiento efectuado por PC.

Los estudios de permeabilidad de todos los sistemas por PAMPA demostraron que
ninguno de los complejos con y sin NPsM pueden atravesar las membranas artificiales
por difusién pasiva, tampoco lo hacen los fAarmacos puros a las condiciones en que se
realizaron los ensayos. La liberacion de los farmacos desde los sistemas ternarios
debe ser promovida por estimulos externos como irradiacién laser, de este modo

podrian actuar en sitios especificos del organismo durante la terapia.

Efectivamente, para el sistema BCD-FEA-NPsAu evaluado, es posible promover la
liberacion de FEA en solucidon acuosa de manera eficiente y controlada en el tiempo
mediante irradiacion laser. El sistema ternario, ademas, muestra una alta capacidad

de carga del farmaco.

La construccion de sistemas ternarios puede ser Util para el transporte y liberacién
especifica de diferentes farmacos, ademas de mejorar algunas desventajas
terapéuticas de estos debido a las propiedades intrinsecas que poseen tanto las CD

como las NPsM.
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Figura 8.1: Difractograma de BCD pura con la indexacion de sus picos principales.

Tabla 8.1. Datos obtenidos de la indexacioén de las reflexiones de BCD.

hkl Angulo Angulo Diferencia Distancia Distancia Intensidad
experimental  calculado (20) experimental  calculada  porcentual
(26) (26) A A (norm.)
100 4,797 4,492 0,305 18,406 19,656 34,2
001 7,030 6,317 0,714 12,563 13,981 27,0
010 8,252 8,583 -0,331 10,706 10,294 30,9
110 9,717 9,691 0,026 9,095 9,119 54,1
102 11,776 11,713 0,063 7,509 7,549 36,0
300 13,451 13,503 -0,052 6,577 6,552 35,6
300 13,870 13,503 0,366 6,380 6,522 100,0
112 14,358 14,539 -0,181 6,164 6,088 67,6
102 14,986 14,958 0,028 5,907 5,918 30,2
312 17,010 16,968 0,043 5,208 5,221 29,0
410 19,906 20,006 -0,100 4,457 4,435 29,8
302 21,756 21,801 -0,045 4,082 4,073 47,9
413 22,419 22,450 -0,032 3,962 3,957 36,4
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Figura 8.2: Difractograma de BCD-AT con la indexacién de sus picos principales.

Tabla 8.2. Datos obtenidos de la indexacion de las reflexiones de BCD-AT.

hkl Angulo Angulo Diferencia Distancia Distancia Intensidad
experimental  calculado (206) experimental  calculada  porcentual
(29) (20) A A (norm.)
010 4,884 5,349 -,0465 18,079 16,509 55,5
020 9,912 10,709 -0,797 8,916 8,255 48,6
201 11,820 11,565 0,255 7,481 7,646 70,0
012 13,866 13,918 -0,052 6,382 6,358 100,0
030 16,398 16,093 0,304 5,402 5,503 47,4
300 17,126 17,226 -0,100 5,173 5,144 30,7
222 18,478 18,456 0,022 4,798 4,803 88,5
213 19,103 19,311 -0,208 4,642 4,593 47,2
003 19,657 19,567 0,091 4,513 4,533 31,5
313 20,941 20,948 -0,007 4,239 4,237 64,8
023 21,877 22,132 -0,255 4,059 4,013 65,8
103 23,160 23,089 0,071 3,837 3,849 46,8
224 25,345 25,397 -0,052 3,611 3,504 39,8
422 25,657 25,660 -0,003 3,469 3,469 50,3
234 28,154 28,166 -0,012 3,167 3,166 57,9
252 30,235 30,265 -0,030 2,954 2,951 38,4
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Figura 8.3: Difractograma de BCD-FEA con la indexacién de sus picos principales.

Tabla 8.3. Datos obtenidos de la indexacion de las reflexiones de BCD-FEA.

hkl Angulo Angulo Diferencia Distancia Distancia Intensidad
experimental  calculado (20) experimental  calculada  porcentual
(20) (26) R) R (norm.)
101 6,076 6,214 -0,139 14,535 14,211 49,6
001 6,697 6,317 0,380 13,188 13,981 20,2
211 12,250 12,319 -0,068 7,219 7,179 100,0
002 12,768 12,652 0,115 6,928 6,991 30,0
112 14,423 14,539 -0,115 6,136 6,088 25,7
020 17,227 17,214 0,012 5,143 5,147 31,4
402 17,562 17,693 -0,130 5,046 5,009 40,8
121 18,183 18,318 -0,135 4,875 4,839 43,5
501 21,081 21,017 0,063 4,211 4,223 19,1
421 24,047 24,069 -0,022 3,698 3,694 22,0
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Tabla 8.4. Datos de volimenes y concentraciones de TG en agua y sus respectivos maximos de

absorbancia a 324 nm.

Volumen de TG Volumen de solvente Concentracion Absorbancia

(mL) (mL) (mmol/L) (u.a.)
0,100 1,4000 4,43x10"2 1,1255
0,090 1,4100 3,99 X107 0,9974
0,080 1,4200 3,54 X107 0,8933
0,070 1,4300 3,10 X107 0,7932
0,060 1,4400 2,66 X107 0,6692
0,050 1,4500 2,22 x107? 0,5531
0,040 1,4600 1,77 x107? 0,4250
0,030 1,4700 1,33 x107? 0,3049
0,020 1,4800 8,86 X107 0,1888
0,015 1,4850 6,64 x10° 0,1368
0,010 1,4900 4,43 X107 0,1088
27 . Valor Error Estandar
104 p Pendiente 26,033 0,3
=% » Aiuste R? = 0.99884
el "
E 06
t"=u L
£
2 04 -
=
02 o
n -
00 T T T T T T
0,000 0,008 0,016 0,024 0,032 0,040 0,048

Concentracion de TG (mM)

Figura 8.4: Gréfica lineal de absorbancias de TG versus concentracién a 324 nm.
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Tabla 8.5. Datos de volimenes y concentraciones de MP en agua y sus respectivos maximos

de absorbancia a 323 nm.

Volumen de MP  Volumen de solvente Concentracion Absorbancia

(mL) (mL) (mmol/L) (u.a.)

0,1000 1,4000 8,48 x10~ 0,7440

0,0900 1,4100 7,63 x10” 0,6544

0,0800 1,4200 6,78 x10™ 0,5928

0,0700 1,4300 5,94 x10* 0,5225

0,0600 1,4400 5,09 x10” 0,4520

0,0500 1,4500 4,24 x10* 0,3809
0,75__ - Valor Error Estandar
0‘70_' Pendiente 8,405 0,2

0,65 5
1 Aiuste R“ = 0.99761
0,60
0,55

0,50

Absorbancia (u.a.)

0,45

0,40 |

T T T T T T T T T 1
0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09

Concentracion de MP (mM)

Figura 8.5: Gréfica lineal de absorbancias de MP versus concentracion a 323 nm.
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Tabla 8.6. Datos de volumenes y concentraciones de MF en agua y sus respectivos maximos

de absorbancia a 301 nm.

Volumen de MF Volumen de solvente Concentracion Absorbancia

(mL) (mL) (mmol/L) (u.a.)
1,00 0,50 4,20 x10° 0,4452
0,90 0,60 3,78 x107? 0,4010
0,80 0,70 3,36 x107? 0,3585
0,70 0,80 2,94 x10@ 0,3143
0,60 0,90 2,52 x10@ 0,2738
0,50 1,00 2,10 x10@ 0,2212
0,40 1,10 1,68 x10™ 0,1811
0,30 1,20 1,26 x10 0,1335
0,45 Valor Error Estandar
0,40 Pendiente 10,583 0.1
~ 0,351 _ )
g ] Aiuste R“ = 0.99937
E 0,30 -
= q
=
g 0,25 4
8 4
2 0204
0,15 4
0,10

T T T T T T 1
0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035 0,040 0,045
Concentracion de MF (mM)

Figura 8.6: Gréfica lineal de absorbancias de MF versus concentracion a 301 nm.
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Tabla 8.7. Datos de volumenes y concentraciones de AT en agua y sus respectivos maximos de

absorbancia a 234 nm.

Volumen de AT Volumen de solvente Concentracién Absorbancia

(mL) (mL) (mmol/L) (u.a.)
1,200 0,300 6,96 x10 1,5192
1,100 0,400 6,38 x10° 1,3287
0,900 0,600 5,22 x10° 1,0940
0,800 0,700 4,64 x10° 0,9459
0,700 0,800 4,06 x107° 0,8537
0,600 0,900 3,48 x10® 0,7109
0,500 1,000 2,90 x10°® 0,6167
1.6 Valor Error Estandar
; Pendiente 21,915 0,7
14
—_ Aiuste R? = 0.9932
© 1,2
2
o
O
€ 1,04
_e [ |
3
< 08
064 ™®

T T T T T T T T
0,003 0,004 0,005 0,006 0,007
Concentracion de AT(mM)

Figura 8.7: Gréfica lineal de absorbancias de AT versus concentracién a 234 nm.
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Tabla 8.8. Datos de concentraciones de FEA en agua y sus respectivos maximos de

absorbancia a 258 nm.

Absorbancia (u.a.)

Volumen de FEA Volumen de solvente Concentracion Absorbancia

(uL) (mL) (mmol/L) (u.a.)
1,0 2,999 0,0265 0,2355
2,0 2,998 0,0529 0,4255
6,0 2,994 0,1588 1,2731
7,0 2,993 0,2117 1,5361
116_— Valor Error Estandar
o] - Pendiente 7,2299 04
| 1 u
27 Aiuste R? = 0.99054
1,04
0,8——
0,6—-
0,4-_
0,2——
0,00 ' 0,|05 O,l’IO 0,I15 O,IZO 0,I25

Concentracion de FEA (mM)

Figura 8.8: Gréfica lineal de absorbancias de FEA versus concentracién a 258 nm.
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Tabla 8.9: Valores de los diferentes ensayos realizados paa calcular la Ka del sistema BCD-TG

en agua.
Volumen de BCD/H,O Concentracién de Absorbancia Concentraciéon de TG
(uL) BCD (mM) (ua) (mM)

0/1000 0,0000 1,2235 0,04670
100/900 0,0440 1,2301 0,04725
200/800 0,0881 1,2535 0,04815
300/700 0,1320 1,2684 0,04872
400/600 0,1760 1,2716 0,04884
500/500 0,2200 1,3004 0,04995
1000/0 0,4400 1,3584 0,05218

Tabla 8.10: Valores de los diferentes ensayos realizados para calcular la Ka del sistema BCD-

MP en agua.
Volumen de BCD/H,0 Concentracién de Absorbancia Concentracién de MP
(uL) BCD (mM) (u.a.) (mM)

0/1000 0,0000 0,8266 0,0983
100/900 0,0440 0,8411 0,1001
200/800 0,0881 0,8531 0,1015
300/700 0,1320 0,8608 0,1024
400/600 0,1760 0,8714 0,1037
500/500 0,2200 0,8925 0,1062
1000/0 0,4400 0,9557 0,1137
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Tabla 8.11: Valores de los diferentes ensayos realizados para calcular la Ka del sistema BCD-

MF en agua.

Volumen de BCD/H,O

Concentracién de

Absorbancia

Concentracién de MF

(uL) BCD (mM) (u.a.) (mM)
0/1000 0,0000 0,5871 0,05547
100/900 0,0440 0,5988 0,05658
200/800 0,0881 0,6271 0,05925
400/600 0,1760 0,6691 0,06322
500/500 0,2200 0,6712 0,06342
600/400 0,2643 0,6772 0,06399
800/200 0,3524 0,7305 0,06902
1000/0 0,4400 0,7359 0,06953

Tabla 8.12: Valores de los diferentes ensayos realizados para calcular la Ka del sistema BCD-

AT en agua.

Volumen de BCD/H,O

Concentracién de

Absorbancia

Concentracion de AT

(uL) BCD (mM) (u.a.) (mM)
0/1000 0,0000 1,2175 0,05556
100/900 0,0440 1,2593 0,05746
200/800 0,0881 1,3431 0,06129
400/600 0,1760 1,4009 0,06392
500/500 0,2200 1,4711 0,06713
600/400 0,2643 1,5012 0,06850
800/200 0,3524 1,6416 0,07491
1000/0 0,4400 1,7047 0,07779
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Tabla 8.13: Valores de los diferentes ensayos realizados para calcular la Ka del sistema BCD-

FEA en agua.
Volumen de BCD/H,O Concentracién de Absorbancia Concentracién de
(uL) BCD (mM) (ua) FEA (mM)

0/1000 0,00 0,2698 0,0373
200/800 2,00 0,6905 0,0955
300/700 3,00 0,9124 0,1262
400/600 4,00 1,0780 0,1491
500/500 5,00 1,2428 0,1719
600/400 6,00 1,4742 0,2039
700/300 7,00 1,6933 0,2342
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Figura 8.9: Espectro ROESY completo del complejo BCD-MP en DMSO-de.
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Figura 8.10: Espectro ROESY completo del complejo BCD-MF en DMSO-de.
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Figura 8.12: Espectro ROESY completo del complejo BCD-FEA en DMSO-de.
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Figura 8.13: Imagenes de FE-SEM de polvo de BCD pura cubierto con Au por
64 s (ayb)ypor100s (cyd).
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Tabla 8.14. Datos obtenidos de la indexacion de las reflexiones de BCD-FEA-NPsAu.

N° de cuentas (norm.)
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Figura 8.14: Difractograma de BCD-AT-NPsAu con la indexacidn de sus picos principales.

hkl Angulo Angulo Diferencia Distancia Distancia Intensidad
experimental  calculado (20) experimental  calculada  porcentual
(26) (26) A A (norm.)
010 4,761 5,385 -0,624 18,546 16,398 25,4
020 9,848 10,782 -0,934 8,975 8,199 20,7
201 11,649 11,564 0,085 7,590 7,646 52,7
012 13,733 13,769 -0,035 6,443 6,426 100,0
030 16,277 16,203 0,074 5,441 5,466 32,9
220 16,983 16,938 0,046 5,217 5,230 25,4
213 18,325 18,258 0,068 4,837 4,855 29,4
003 18,961 19,043 -0,082 4,677 4,657 37,1
300 19,526 19,589 -0,063 4,542 4,528 26,8
313 20,798 20,811 -0,012 4,268 4,265 35,9
040 21,752 21,660 0,091 4,082 4,100 42,6
104 53,023 23,177 -0,154 3,860 3,834 41,8
123 25,249 25,320 -0,071 3,524 3,515 37,1
341 28,075 28,032 0,043 3,176 3,180 53,7
052 30,088 30,078 0,010 2,968 2,969 40,3
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Figura 8.15: Difractograma de BCD-FEA-NPsAu con la indexacion de sus picos principales.

Tabla 8.15. Datos obtenidos de la indexacion de las reflexiones de BCD-FEA-NPsAu.

hkl Angulo Angulo Diferencia Distancia Distancia Intensidad
experimental  calculado (20) experimental  calculada  porcentual
(20) (26) R) R (norm.)
101 6,054 6,214 -0,160 14,586 14,211 50,7
001 6,623 6,317 0,306 13,335 13,981 21,3
211 12,039 12,319 -0,279 7,345 7,179 100,0
002 12,878 12,652 0,225 6,869 6,991 17,3
300 13,257 13,503 -0,246 6,673 6,552 19,5
112 14,347 14,539 -0,192 6,169 6,088 21,6
020 17,427 17,214 0,213 5,085 5,147 50,5
121 18,280 18,318 -0,038 4,849 4,839 26,4
113 19,844 19,798 0,045 4,471 4,481 15,5
501 21,067 21,017 0,050 4,213 4,223 16,8
204 23,635 23,550 0,084 3,761 3,775 15,2
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Tabla 8.16. Absorbancias y concentraciones del total de FEA cargado en los ensayos de

irradiacion laser.

Absorbancias maximas Concentracion total Porcentaje

Solucién Stock

(u.a.) (mmol/L) (%)

1 2,057 0,284 100

2 2,057 0,284 100

3 2,079 0,288 100

Promedio 2,064 0,285 100
Desv. Est 0,01 0,002 0

Tabla 8.17. Absorbancias de FEA liberada de BCD-FEA-NPsAu por irradiacion laser.

Ensayos Tiempo (minutos) / Absorbancias (u.a.) Maximo
15 30 60 90 120
1 0,497 0,868 1,655 1,792 1,956 2,064
2 0,529 0,798 1,746 1,776 1,828 2,064
3 0,436 0,832 1,675 1,708 1,948 2,064
Promedio 0,487 0,833 1,692 1,758 1,911 2,064

Desv. Est. 0,05

0,03

0,05

0,04

0,07

Tabla 8.18. Concentraciones de FEA liberada de BCD-FEA-NPsAu por irradiacién laser.

Ensayos Tiempo (minutos) / Concentracion (mmol/L) Méaximo
15 30 60 90 120
1 0,0687 0,120 0,229 0,248 0,271 0,285
2 0,0732 0,110 0,242 0,246 0,253 0,285
3 0,0603 0,115 0,232 0,236 0,269 0,285
Promedio 0,0674 0,115 0,234 0,243 0,264 0,285
Desv. Est. 0,006 0,005 0,007 0,006 0,01
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Tabla 8.19. Porcentajes de FEA liberada de BCD-FEA-NPsAu por irradiacion laser.

Ensayos Tiempo (minutos) / Porcentajes (%) Maximo
15 30 60 90 120

1 24 42 80 87 95 100

2 26 39 84 86 88 100

3 21 40 81 83 94 100
Promedio 24 40 82 85 92 100
Desv. Est. 2 2 2 2 3

Tabla 8.20. Valores de absorbancias, concentraciones y porcentajes de FEA liberada desde

BCD-FEA sin irradiacion laser.

Ensayos BCD-FEA / Sin irradiacion (por 60 minutos)
Absorbancia (u.a.) Concentracion (mmol/L) Porcentaje (%)
1 0,730 0,101 35
2 0,717 0,099 35
3 0,630 0,087 31
Promedio 0,692 0,0957 34
Desv. Est. 0,05 0,01 2
Maximo 2,064 0,285 100
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Tabla 8.21. Valores de absorbancias, concentraciones y porcentajes de FEA liberada desde

BCD-FEA-NPsAuU sin irradiacion laser.

Ensayos BCD-FEA-NPsAu / Sin irradiacion (por 60 minutos)
Absorbancia (u.a.) Concentracién (mmol/L) Porcentaje (%)

1 0,213 0,0295 10

2 0,302 0,0418 15

3 0,380 0,0526 18
Promedio 0,298 0,0413 14
Desv. Est. 0,08 0,01 4

Maximo 2,064 0,285 100

Tabla 8.22. Valores de absorbancias, concentraciones y porcentajes de FEA liberada desde

BCD-FEA con irradiacion laser.

Ensayos BCD-FEA / con irradiacién (por 60 minutos)
Absorbancia (u.a.) Concentracién (mmol/L) Porcentaje (%)

1 1,290 0,1784 62

2 1,056 0,1461 51

3 1,118 0,1546 54
Promedio 1,155 0,1597 56
Desv. Est. 0,1 0,02 6
Maximo 2,064 0,285 100

208



209



