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RESUMEN

Los farmacos antitumorales han presentado una creciente utilizacion durante los dltimos
treinta afios debido a que, por factores genéticos y medio ambientales, es cada vez méas
frecuente la aparicion de cancer en la poblacion humana. Esto ha propiciado que dichos
medicamentos y sus productos de degradacién hayan comenzado a aparecer en los cuerpos
de agua de todo el mundo y afecten a los ecosistemas, provocando contaminacion
ambiental y efectos nocivos sobre la biota, constituyendo una preocupacion en el campo
de las ciencias ambientales y considerandose hoy en dia en la categoria de Contaminantes

Emergentes.

Este estudio enfoca sus esfuerzos en combinar los beneficios comprobados de la
aplicacion de la quimica supramolecular y la nanociencia para lograr la fabricacion de un
sistema que tenga el potencial para la aplicacion segura de uno de los farmacos

anticancerigenos de la categoria mas peligrosa.

Dacarbazina (DB) es un farmaco anticancerigeno altamente sensible a la descomposicion
por diversos factores fisicoquimicos y ambientales, poseyendo un actuar poco selectivo
en el cuerpo humano y teniendo una alta tasa de excrecién via urinaria. Con el fin de
alterar sus propiedades desfavorables se desarroll6 un Sistema Ternario, conformado por:
un compuesto de inclusion (CI), en el cual DB se introduce dentro de la macromolécula
B-Ciclodextrina (BCD), cuya formacion y estabilidad fue comprobada mediante
Espectroscopia de Rayos X de polvo Cristalino, H:-RMN y ROESY. Dicho compuesto de

inclusion fue anclado mediante el grupo funcional amido del farmaco a nanoparticulas de
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oro (AuNPs), especies nanoquimicas conocidas por sus propiedades fisicoquimicas

favorables y de selectividad en el tratamiento del cancer.

En paralelo se ancl6 polietilenglicol tiolado (PEG) a las AuNPs para otorgarle mayor
estabilidad al sistema, comprobando dicha estabilidad y cambios morfol6gicos del nuevo
sistema ternario formado mediante las técnicas de espectroscopia UV-visible, Potencial
Z, espectroscopia IR, DLS, espectroscopia Raman, Nano Tracking Analisys, microscopias

TEMy HR-TEM.

Finalmente se establecié la capacidad del sistema ternario para liberar el farmaco bajo la
incidencia de un laser monocromatico hacia una fase organica, obteniendo una liberacion
promedio de 10,73% durante 60 min de irradiacion y comprobando de esta manera que

posee potencial para ser probado en sistemas bioldgicos.
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ABSTRACT

The antitumor drugs have presented an increasing use during the last thirty years because
due to genetic and environmental factors the appearance of cancer in the human
population is increasingly frequent. This has led to these medicines and their degradation
products having begun to appear in water bodies around the world and affecting
ecosystems, causing environmental pollution and harmful effects on biota, constituting a
concern in the field of environmental sciences and considered today in the category of

Emerging Pollutants.

This study focuses its efforts on combining the proven benefits of the application of
supramolecular chemistry and nanoscience to achieve the manufacture of a system that

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

Dacarbazine (DB) is an anticancer drug highly sensitive to decomposition by various
physicochemical and environmental factors, possessing an unselective action in the
human body and having a high rate of urinary excretion. In order to alter its unfavorable
properties, a Ternary System was developed, consisting of: an inclusion compound (IC),
in which DB is introduced into the B-Cyclodextrin (BCD) macromolecule, whose
formation and stability was checked by spectroscopy X-Ray of crystalline powder, H*-
RMN and ROESY. Said inclusion compound was anchored by the amide functional group
of the drug to gold nanoparticles (AuNPs), nanochemical species known for their

favorable physicochemical properties and selectivity in the treatment of cancer.
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In parallel, thiolated polyethylene glycol (PEG) was anchored to the AuNPs to give greater
stability to the system, checking said stability and morphological changes of the new
ternary system formed by UV-visible spectroscopy, Potential Z, IR spectroscopy, DLS,
Raman spectroscopy techniques, Nano Tracking Analysis, TEM and HR-TEM

microscopes.

Finally, the capacity of the ternary system to release the drug under the influence of a
monochromatic laser towards an organic phase was established, obtaining an average
release of 10.73% during 60 min of irradiation and thus verifying that it has the potential

to be tested in biological systems.
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1. INTRODUCCION

1.1 La industria Farmacéutica y su impacto.

Si la historia moderna del ser humano pudiera mirarse como un gran edificio en
construccidn, sin lugar a dudas los cimientos que la sostienen y han permitido el modelo
de vida tendrian como material constitutivo a la industria Farmacologica. Desde que en el
siglo XIX un quimico francés llamado Joseph Pelleterier logré obtener un alcaloide que
Ilamé Quinina a partir de los restos secos de la corteza de una planta proveniente de la
selva amazonica, ensayo que permitié establecer un protocolo para la extraccion de
principios activos desde las plantas, desde el descubrimiento de la Penicilina y sus
propiedades antibidticas por parte de Alexander Fleming y hasta la produccion de
medicamentos que permiten el tratamiento de miles de enfermedades, que hoy nos parecen
inofensivas pero antes eran mortales; La humanidad ha pasado de tener 1.000 millones de
habitantes a los casi 7.500 millones en la actualidad. Asi de frenético ha sido, en un poco
mas de doscientos afos, las sociedades humanas han pasado de ir a orar por sus enfermos
de “La fiebre”, a simplemente ir a una farmacia por un par de pastillas que las harén de

curanderas milagrosas.

El aumento de la esperanza de vida y la cantidad de poblacion a nivel mundial tiene directa
relacién con la industria farmacéutica, gracias a ella se han masificado productos quimicos
que han permitido erradicar, controlar, combatir enfermedades y males congénitos. La
influencia comercial en la industria es tal, que representd durante el afio 2017 una
produccién global equivalente a 1.228 miles de millones de dolares, un aumento del 21%

con respecto al afio 2012 (crecimiento mayor a cualquier otra area industrial a nivel



mundial en ese periodo) y que es consecuencia de la gran demanda de medicamentos a
nivel mundial por parte de la poblacion. Pero este fendmeno de gran demanda y
crecimiento socioeconémico ha tenido una consecuencia inesperada revelada por
recientes investigaciones en el campo de las ciencias ambientales, abriendo un nuevo
topico en la teméatica de contaminantes emergentes que estd demostrando que nuestro
entusiasmo excesivo por los farmacos ha mermado ostensiblemente la calidad del bien

mas escaso Y valioso del cual dependemos: El agua.

Los Compuestos Farmacéuticamente Activos (CFA) son un gran grupo de compuestos
quimicos utilizados para el control y tratamiento de enfermedades, dentro de los cuales
existen miles de medicamentos que se entregan con o sin prescripcion médica como lo
son antibidticos, antidepresivos, analgésicos, reguladores de azlcar, anticonceptivos y
agentes quimioterapéuticos (Benotti y col., 2009; Ratola y col., 2012). Los CFA son
relativamente estables y no pueden ser completamente metabolizados durante su uso hasta
en mas de 90% (Castiglioni y col., 2006), lo que provoca que sean excretados a través de
la orina y las heces, entrando en el sistema de aguas residuales domésticas y
posteriormente siendo liberados al medio ambiente debido a que las plantas de tratamiento
de aguas no pueden eliminarlos significativamente (Ashton y col., 2004; Yany col., 2017).
Su liberacion al medio ambiente ha hecho que se detecten actualmente de manera
extensiva en medios acuaticos, representando un riesgo de alto potencial para la salud
humana, la vida acuatica y los ecosistemas en general (Jie y col., 2017). En definitiva, los
CFA se han transformado en los mayores contaminantes de las aguas a nivel global debido

a su intensivo uso y falta de regulacién en su deposicion (Richardson y Thomas, 2014),



siendo encontrados en concentraciones que llegan hasta los microgramos por litro en
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, aguas superficiales, aguas
subterraneas e incluso algunas aguas potables (ver figura 1.1) (Ykehata y col., 2006;

Delgado y col., 2012).
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Figura 1.1: Cantidad de productos farmacéuticos detectados en distintos tipos de aguas y cuerpos

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

Los efectos negativos provocados por la liberacion de farmacos al medio ambiente estan
dados por la capacidad de actuar de sus principios activos en los organismos expuestos
que posean biomoléculas similares (Fent y col., 2006), es asi que pueden actuar por
ejemplo como disruptores endocrinos (generando problemas hormonales), agentes toxicos
y mutagénicos (Crane y col., 2006; Daughton, 2003b). Se ha demostrado que las aguas
cargadas con farmacos son responsables de aumentar la resiliencia bacteriana (Booker y

col., 2014), poseer un efecto tdxico crénico o agudo en peces y organismos invertebrados



(Boxall y col., 2012). Resultados de estudios recientes demuestran que los 100
medicamentos mas utilizados en hospitales generan una contribucion de hasta el 38% de
la carga total de contaminacion local de aguas en las ciudades (Lienert y col.,2011), asi
como también aguas residuales contaminadas con farmacos poseen una baja tasa de
biodegradacion (Booker y col., 2014) y que una vez en el medio ambiente es dificil la
remocion de los mismos. Todo lo anterior constituye una preocupacion de alta
complejidad para paises como China, en el cual se ha detectado que de un total 92.700
Ton de 36 antibiodticos en uso durante el afio 2013 cerca de 53.800 Ton ingresaron al medio

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

¢Seré entonces que el uso descuidado de nuestros remedios de la era moderna generard
mayores enfermedades a futuro?, por lo que nos indican los antecedentes cientificos, la
respuesta es un rotundo si y ese futuro ha comenzado ahora. Se ha demostrado
experimentalmente que la exposicién a corto plazo a una mezcla de 13 medicamentos de
multiples clases de uso comun a concentraciones tan bajas como nanogramos por litro
puede inhibir significativamente el crecimiento de células embrionarias humanas in vitro
(Pomati y col., 2006). Esto debiese ser motivo suficiente para crear regulaciones que sean
capaces de evitar su deposicion en el medio ambiente que lleva décadas ocurriendo sin
restricciones (Bound y Voulvoulis, 2005) y para también realizarnos otra pregunta que ya
estd haciendo eco en paises como Alemania y Reino Unido: ;Qué pasa con los farmacos

que tienen la capacidad de actuar sobre el ADN?



1.2 Los antineoplasicos

El envejecimiento de la poblacién y la exposicion a contaminantes ha provocado que la
aparicion de cancer sea cada vez mas comun en las personas. Esto se refleja en la demanda
incremental de quimioterapia por parte de las poblaciones en paises desarrollados, la cual
crece cerca de 10% cada afio (Health Canada, 2004; Varadhachary, 2005; Bergmann y
col., 2011; Besse y col., 2012;) y se espera que la incidencia de cancer siga aumentando
en los afios venideros, como consecuencia de lo anterior la investigacion y desarrollo de

nuevos farmacos para combatirlo esta en pleno auge (Stewart and Wild, 2014).

El cancer es una enfermedad no contagiable que se caracteriza por un crecimiento celular
descontrolado, anémalo y con capacidad de invadir o diseminarse indiscriminadamente
en drganos y tejidos cercanos (metastasis), dentro de la denominacion de cancer se pueden
encontrar cerca de 200 tipos de diferentes variaciones que afectan a cuatro de cada diez
personas a nivel mundial. En la actualidad se le atribuye a esta enfermedad ser la principal
causa de muerte en el mundo, un antecedente que lo confirma es que el afio 2015 ocasiond
8.8 millones de muertes, lo que quiere decir que una de cada seis muertes es causada por
cancer y las proyecciones mas recatadas esperan que la cifra aumente a 13 millones para

el afio 2030 (IARC, 2013; OMS, 2017).
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Figural.2: Esquema de proceso de inicio del cancer (Adaptado de: The Brain Tumour Charity,

2017).

En el crecimiento (ver figura 1.2), tratamiento y evolucion del cancer en un organismo se
van produciendo nuevas alteraciones genéticas que provocan transformaciones, que
genera como resultado nuevas propiedades bioquimicas, tiempo de duplicacion y nuevas
respuestas por parte de las células tumorales a los farmacos, estas nuevas condiciones se
relacionan directamente con la aparicion de resistencia a los tratamientos (Rodriguez-
Galindo y col., 2000). El ultimo fendmeno mencionado es materia interesante de analisis

mas adelante.

A los farmacos utilizados para combatir el cancer se les Ilama antineoplasicos o

citostaticos, poseen distintos mecanismos de accién que funcionan en base a principios



activos que son capaces de imitar propiedades de biomoléculas para interrumpir el
crecimiento o destruir las células y su actuar se caracteriza por no ser selectivo, es decir,

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

Los tratamientos utilizados recurren a la accion de cinco grupos farmacoldgicos:
Antimetabolitos, Antibidticos, Agentes Alquilantes, Complejos de Platino, Inhibidores de
la mitosis e Inhibidores de la topoisomerasa, dentro de los cuales los més utilizados son
los agentes Alquilantes. Estos tratamientos tienen la capacidad de interferir en una o varias
fases del ciclo celular o sobre los mecanismos de control de la proliferacion celular,
utilizandose al menos dos farmacos para actuar sobre diferentes dianas terapéuticas y

evitar la aparicion de resistencias.

Existen variados efectos adversos como consecuencia de la falta de especificidad de los
tratamientos con citostaticos, los més frecuentes son muerte de células sanas de
crecimiento rapido, depresion de la médula Gsea, anemia, nauseas, vomitos, alopecia,
alteracion en la cicatrizacion, trastornos de crecimiento en nifios, necrosis, esterilidad y
quizas el méas paradojico: Carcinogénesis a largo plazo (Global Cancer Facts and Figures,
2013). Desafortunadamente, debido a las caracteristicas de las terapias actuales, es
inevitable que los farmacos citostaticos y sus metabolitos provoquen dafio a las células
sanas, lo que no se limita solamente a los pacientes, ya que involucra a todos aquellos
expuestos a la produccion de los citostaticos y a quienes los administran (Sessink y col.,
2011; Turci y col., 2003). Demostrativo de esto ultimo son las investigaciones que han
observado un aumento excepcionalmente significativo de aberraciones cromosdmicas

estructurales en enfermeras involucradas en la preparacion y la administracion de



farmacos anticancerigenos con poder citotdxico, lo que a todas luces resulta en un riesgo

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

1.2.1 Antineoplésicos en el medio ambiente

En la década de los 90" aparecieron los primeros estudios que mostraban la presencia de
farmacos antineoplasicos en el medio ambiente, a lo que no se le tom6 demasiada
importancia debido a lo que se consideraba una baja concentracion detectada en el rango
de los nanogramos por litro (Aherne y col., 1990). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que la preocupacion por el impacto de estos farmacos, como consecuencia de
su liberacion al medio ambiente, debe ser ain mayor ya que todos poseen un alto potencial
citotoxico, genotoxico, teratdgenico o mutagenico a pesar de su baja concentracion
detectada en comparacion a otros farmacos. Actualmente, se han denominado como
compuestos de estudio prioritario en el area de los contaminantes emergentes (Allwood y

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

Se ha detectado la presencia de variados farmacos anticancerigenos y algunos de sus
metabolitos en concentraciones que alcanzan los microgramos por litro en aguas
superficiales y cuerpos de agua en diferentes areas del mundo, siendo de especial
preocupacion para la salud pablica su presencia en aguas superficiales que son utilizadas
para cultivos o consumo rural. Su deteccion indica que los tratamientos de aguas
residuales son ineficientes e incapaces de retenerlos mediante adsorcién o eliminarlos en
sedimentos (Valcarcel y col., 2011; Ashton y col., 2004; Calamari y col., 2003; Kolpin'y

col., 2002; Monpelat y col., 2009).



La contaminacién por farmacos antineoplésicos tiene como principales fuentes a los
efluentes de aguas hospitalarias, aguas residuales domeésticas, descargas de produccién y
eliminacién de desechos de medicamentos. De las cuatro fuentes mencionadas se podria
pensar que los hospitales o las industrias son los que generan los principales aportes, pero
se ha demostrado que, debido al gran aumento de los pacientes ambulatorios en
tratamiento, son estos los que méas contaminacion por citostaticos provocan a traves de los

efluentes de sus casas (Ferrado-Climent, 2013; Kummerer y Al-Ahmad, 2010).
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Figura 1.3: Ruta de entrada y transporte de productos farmacéuticos citostaticos en el

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

2013).

Lo anterior se debe a que la tasa de excrecion para este tipo de farmacos, en cuanto a la
molécula inalterada, varia en un amplio intervalo de 10 a un 80%. La contaminacion es

aun mayor cuando se toma en cuenta la excrecion de metabolitos y productos de
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degradacidn, de los cuales no se tienen estudios suficientes, pero existen algunos casos en
donde estos son mas tdxicos que el quimico original y segun estudios la Agencia Alemana
de Medio Ambiente (UBA) cerca del 89% de los antineoplasicos no son fécilmente
biodegradables, el 30% de ellos son persistentes en fase acuosa y se propone como un
nivel pragmatico de 0,01pg/L por compuesto genotdxico en el agua asociado a riesgo de
contraer cancer a través del recurso hidrico (Unweltbuntdesant, 2003; Harris y Dodds,

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

Montos Totales Entregados
78% del monto 22% del monto
total total
Ciudad Hospitales‘|
‘ 10.3% 11.7%
8.2% ;
Consumoen | Taesics Pacientes
el hogar - ambulatorios hospitalizados
v 2.1% 11.7%
Rechazo difuso en el h 4
sistema de Efluentes de Hospital
alcantarillado
86.2% v 13.8%
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales

Figura 1.4: Vias de entrada tedricas para farmacos contra en cancer en el medio acuético
con contribucion relativa de cada via de entrada. Basado en datos recopilados en Francia

(Adaptado de: AFSSAPS, 2009).
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El conocimiento que se posee sobre el destino ambiental de este tipo contaminacién y los
posibles riesgos ecotoxicos relacionados con su presencia en los cuerpos de agua adn es
muy bajo, pero se sabe por estudios de corto plazo que la exposicion ante los
antineopléasicos puede inducir efectos agudos de fetotoxicidad, cambios genéticos sutiles
y alterar los ciclos celulares de la flora y fauna expuesta de manera mas crénica (Booker
y col., 2014; Johnson, 2008; Rowney Yy col., 2009). Debido a que estos medicamentos
estan disefiados para actuar en tejidos especificos son sospechados por sus efectos
perjudiciales en la poblacion humana, asi se han identificado como los grupos de la
poblacion mas sensibles a sus efectos a los no nacidos, bebés, nifios pequefios y adultos
mayores, asi como también la exposicion continua a los citostaticos puede poner a todo el
ecosistema en un peligro mayor debido a los efectos sinérgicos no previstos (Fent y col.,

2006; Johnson y col., 2008).

1.2.2 Alquilantes: Los més toxicos

Dentro de todas las categorias de moléculas utilizadas en quimioterapia, el grupo de los
farmacos Alquilantes es el que mas enciende las alarmas desde el punto de vista medio
ambiental, debido a que son los mas utilizados y porque son capaces de interactuar
directamente con el ADN, el ARN y variadas enzimas, lesionando estas moléculas, efecto
que puede derivar en mutaciones no deseadas debido a que su actuar no es exclusivo a
células cancerosas, es por ello que ante estos farmacos no existe un nivel de exposicién
seguro (Booker y col., 2014). Existen tres grupos de Alquilantes: Alquilantes Clasicos,

Nitrosoureas y Tetrazinas.
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Los farmacos Alquilantes acttan interfiriendo con la replicacion celular, provocando un
efecto citotoxico mediante la formacion de enlaces covalentes entre sus grupos alquilo y
diversas moléculas nucleofilas presentes en las células, siendo sus objetivos mas comunes
las bases nitrogenadas del ADN (Kummerer y col., 2014). Su capacidad de alterar el
material genético los hace candidatos a infringir dafio a cualquier organismo eucariota en
desarrollo independientemente de que su interaccion sea limitada a una sola célula, ya que
como sabe, basta con generar una sola mutacion para originar carcinogénesis a largo o
mediano plazo (esto ultimo depende de la velocidad de replicacion celular) (Besse y col.,
2012). De hecho, los tratamientos con farmacos Alquilantes se caracterizan por generar
toxicidad en la médula 6sea, que puede ser en forma de mielosupresion o
inmunosupresion, son capaces de afectar la gametogénesis generando esterilidad en los
hombres, reducir el periodo reproductivo en las mujeres, se les asocia con la incidencia de
leucemia aguda y con la formacion de células progenitoras de cancer (Sarkar y col., 2013;
Byler y col., 2014). Ademas de lo ya mencionado, el autor cree que existen antecedentes
suficientes para prever un impacto ain mayor asociado a la aparicion de resistencia a los
farmacos antineoplasicos por parte de los tumores, fendémeno del cual se ha investigado,

pero no relacionado con posibles influencias ambientales.
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Figura 1.5: Resistencia a los tratamientos contra el cancer propiciada por mutaciones
inferidas en el ADN de células cancerigenas (Adaptado de: Cancer Drug Resistance

Database, 2016).

La resistencia a los medicamentos se produce cuando las enfermedades se vuelven
tolerantes a los tratamientos, fendbmeno que actualmente ha propiciado la aparicion de
bacterias inmunes a los antibioticos. Estudios sugieren que la metilacion del ADN, ARN
y proteinas (modo de accion de los Alquilantes) esta asociada con la resistencia a los
tratamientos anticancerigenos (Bonanno y col., 2014; Olaussen y col., 2006; Baker y El-
Osta, 2003). ¢La contaminacién por Alquilantes serd capaz de generar un fenémeno de

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

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

todos los organismos eucariotas expuestos a la contaminacion y significaria un riesgo
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mayor de cancer en conjunto con tratamientos cada vez menos efectivos. Por todo aquello,
es absolutamente necesario buscar nuevos enfoques y mecanismos para la administracion
de farmacos con el fin de evitar las consecuencias ecotoxicas ya demostradas y que

potencialmente posee el ingreso de estos farmacos al medio ambiente.

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

La utilizacion del principio de precaucion por parte de los cientificos es necesaria frente a
cualquier tipo de contaminacion por mas pequefia que sea, cualquier contaminacion posee
efectos negativos sobre la naturaleza y cuando existen problemas que presentan
consecuencias desconocidas o impredecibles se debe adoptar un enfoque proactivo y
preventivo para evitar una “sorpresa” en los sistemas ambientales. El concepto de sorpresa
se refiere a cuando las causas provocan comportamientos y respuestas inesperadas en 1os
sistemas ambientales, un ejemplo de esto es cuando la realidad de los efectos

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

Como respuesta al problema de contaminacién ambiental provocada por los farmacos
antineoplasicos y sus posibles consecuencias se ha propuesto el enfoque de la Green
Pharmacy (Farmacia Verde) para buscar mecanismos que impidan el ingreso de farmacos
peligrosos al medio ambiente. La Green Pharmacy plantea los principios y enfoques
preventivos como estrategia para aplicarse al disefio de medicamentos a través de la
creacion de mecanismos de entrega, sistemas de empaquetamiento, dispensacion eficiente
y control de eliminacién de los mismos, con el objetivo de que sus beneficios sean aditivos
para el usuario final y el medio ambiente. De este modo, el disefio de un farmaco y su

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

Collins; 2007).

El disefio o aplicacion de Drug Delivery en farmacos antineoplésicos apunta a mejorar las
caracteristicas de sorcion fisiologica y al mismo tiempo generar rutas de administracion
que permitan establecer la direccidn o control al movimiento de las especies quimicas en
el organismo, otorgando una administracion exclusivamente en el sitio de accion como
consecuencia de la inhibicidn o disminucion de las interacciones con otras moléculas que
no son el objetivo del tratamiento (en contraposicion a fairmacos “sucios” o “promiscuos”,
que poseen una amplia gama de reacciones posibles dentro del organismo y fuera de €él) y
la integracién de mecanismos para la liberacién controlada del farmaco in situ. El
desarrollo de tratamientos mejor disefiados a traves de estrategias eco-amigables permite
reducir las dosis de aplicacion, minimizar las reacciones adversas de los tratamientos y
disminuir ostensiblemente la excrecion directa del compuesto y sus metabolitos al medio
ambiente. Lo anterior da como resultado la administracion del ciclo de vida de las especies
quimicas antineoplasicas utilizadas que han sido concebidas bajo esta estrategia,
respetando la estrecha relacion existente entre la salud humana y la salud de los

ecosistemas (Daughton; 2003a).

1.3.1 Compuestos de inclusion: Empaquetamiento a través de la Quimica

Supramolecular

La quimica supramolecular es la rama de la ciencia que estudia la naturaleza y propiedades
de las interacciones suscitadas entre moléculas, fue definida por primera vez por Jean-

Marie Lehn en el afio 1978 y posee su raiz en el comportamiento observado en los
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mecanismos enzimaticos. Estas interacciones tienen su origen en la accion de fuerzas no
covalentes, como interacciones electrostaticas, fuerzas de van der Waals y enlaces
mediante puente de hidrégeno, que en su conjunto dan como resultado la formacion de
“supermoléculas” compuestas de dos o mas especies quimicas complejas. La unidad
bésica de las estructuras supramoleculares son las moléculas, las que pueden ser de
naturaleza organica, inorganica o una mezcla de ambas, formando una estructura cristalina
estable y bien definida con propiedades fisico-quimicas propias que pueden ser diferentes

a las observadas en las moléculas individuales que la conforman.

El control de caracteristicas energéticas y estereoquimicas de las fuerzas intermoleculares
es de gran utilidad para el disefio de supermoléculas con caracteristicas convenientes para
generar una gran variedad de “dispositivos moleculares” capaces de generar movimiento
frente a estimulos externos (maquinas moleculares), ser soporte para otras moléculas,

empaquetamiento y obtencion de estructuras con aplicaciones tecnoldgicas.

Actualmente se han caracterizado gran variedad de supermoléculas y dentro de ellas
existen algunas capaces de retener otras especies quimicas en los intersticios
caracteristicos de la estructura cristalina que poseen mediante un fendmeno denominado
reconocimiento molecular. Se define el reconocimiento molecular como la unién o
seleccién de una especie quimica que es capaz de ingresar o interactuar con un intersticio
cristalino (Huésped), debido a un equilibrio generado por el conjunto de fuerzas
intermoleculares existentes con la cavidad de la supermolécula (Matriz), encontrando de
esta manera un equilibrio energético mas favorable al interactuar con la matriz y

conservando ciertos grados de libertad de manera reducida.
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Un compuesto de inclusion (CI) es un sistema supramolecular formado por dos o0 méas
especies quimicas, en el cual una molécula o un conjunto de ellas (matriz) envuelven a
otra (huésped) como consecuencia del fendmeno de reconocimiento molecular, dando
como resultado una mezcla cristalina con propiedades propias. La estabilidad del CI se
expresa a través de la constante de equilibrio termodindmico (Kr) dada por la suma de las
fuerzas intermoleculares y las interacciones con el entorno, en donde de acuerdo con la
estabilidad de la inclusion, la matriz puede otorgarle al huésped propiedades como mayor
solubilidad en distintos solventes, proteccion ante agentes degradantes externos y
disminucion de la biodisponibilidad en el medio ambiente (Ming y col., 2006; Lehn, 1988;

Gellman, 1997).

1.3.2 Ciclodextrinas como matrices

Uno de los conjuntos de supermoléculas mas estudiados en quimica supramolecular
corresponde a las Ciclodextrinas (CDs), las cuales son oligosacaridos ciclicos que se
obtienen a partir de la degradacion enzimatica del almidén, generando estructuras con
forma de cono truncado, cuyas especies mas comunmente estudiadas poseen seis, siete y
ocho unidades de glucosa en su esqueleto molecular (formas que se denominan con las
letras a, B y y respectivamente), lo que tiene como resultado la modificacioén del tamaino

de la cavidad que poseen (ver figura 1.6).
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Figural.6: Representacion de a-CD, B-CD y y-CD en su formula estructural tipo cono.

Las unidades de glucosa que componen a estas macromoléculas se encuentran unidas
mediante enlaces tipo a(1-4), la disposicion de los grupos funcionales de la estructura
rigida de las CDs deja los grupos hidroxilo primarios en el lado més estrecho de la cavidad
y los grupos hidroxilo secundarios quedan ubicados en el lado mas ancho de la misma.
Mientras que el exterior de la estructura posee caracteristicas polares otorgadas por las
dos periferias hidrofilias, la cavidad genera un ambiente favorable para la interaccion con
moléculas de caracteristicas apolares (ver figura 1.7), lo que le otorga a las CDs una gran
habilidad para incluir dentro de si varios tipos de moléculas organicas presentes en medios
polares 0 acuosos y desde el punto de vista toxicoldgico se ha observado que ninguna de
las formas de CDs muestra efectos perjudiciales para el ser humano. No se han observado
efectos mutagénicos, teratogénicos ni carcinégenos, lo que ha traido como consecuencia

que un gran numero de productos o procesos comerciales comiencen a incorporar CDs
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nativas o modificadas (Frenchy col., 1965; Nakagaway col., 1994; Szejtli, 1982; Saenger

y col., 1998).

Hidroxilos Secundarios

Cavidad Apolar

3

Hidroxilos Primarios

Figura 1.7: Representacién de la unidad béasica de glucosa que compone las CDs

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

La inclusion dentro de CDs puede ocurrir en fase sélida, liquida o gaseosa, sin embargo,
la mayoria de los estudios estan dedicados a soluciones acuosas. Esto se debe al papel
central que desempefia el agua en el proceso de complejacion, ya que la presencia de
moléculas de agua dentro de la cavidad apolar de las CDs produce una inestabilidad
relativa que termina favoreciendo el desplazamiento de las mismas a cambio del ingreso
de moléculas menos polares. Luego el complejo matriz-huésped se estabiliza mediante
fuerzas débiles, generando un fendmeno de equilibrio dinamico entre especies libres e
incluidas, donde la formacidn y disociacion son generalmente rapidas en periodos que van
desde micro a milisegundos (ver figura 1.8). El equilibrio de cada uno de los CI se ve
influenciado también por las matrices cercanas y su ordenamiento, existiendo tres
orientaciones posibles: cabeza-cabeza, cabeza-cola y cola-cola. De las tres disposiciones

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

2011).

Matriz Huésped Compuesto de
inclusion

Figura 1.8: Equilibrio de formacion tedrico de un compuesto de inclusion de CD y una

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

La versatilidad que poseen las CDs para ser excelentes matrices las ha hecho objeto de
estudio en distintos campos de aplicacion que van desde la captacién y encapsulamiento
de contaminantes, pasando por la industria alimentaria hasta el empaquetamiento de
farmacos para sistemas de Drug Delivery. Y es este ultimo el que ha tenido un gran éxito
debido a las propiedades fisico-quimicas favorables que acumulan las CDs para mejorar
los tratamientos y dentro de las cuales se pueden encontrar: son capaces de proteger a los
farmacos de interacciones quimicas no deseadas en el organismo y con factores
ambientales (como la fotodegradacion), amplio rango de estabilidad térmica (su
temperatura de descomposicion es de 300°C), disminuye los efectos tdxicos posibles al
limitar su biodisponibilidad, es capaz de aumentar la solubilidad de especies aromaéticas o
alifaticas y ademas su rango de distintos tamafios permite empaquetar farmacos de

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

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

De las tres especies de CDs nombradas, la mas utilizada como método de
empaquetamiento en sistemas de Drug Delivery es BCD, debido al tamafio de su cavidad
se acopla de mejor manera con especies quimicas que contienen en su morfologia anillos
aromaticos o heterociclos, otorgandoles los grados de libertad necesarios para que puedan
ser liberados posteriormente y al mismo tiempo siendo capaz de encapsular
completamente las estructuras bencénicas o de propiedades similares, dejando expuestos
grupos funcionales de interés. Ademas, BCD es la especie quimica que mas se obtiene en
mayor proporcion al sintetizar CDs, lo que la hace ser un reactivo mas econémico (Chen,

2004; Melo, 2008).

La formacién y estabilidad de un CI se pueden comprobar mediante la verificacion de la
existencia de nuevas propiedades fisico-quimicas que son el reflejo de los cambios en el
entorno electrénico de las moléculas y la nueva morfologia generada por el complejo

matriz-huésped. Dichos cambios se pueden apreciar al contrastar los puntos de fusion de
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las especies por separado y formando el Cl, observando el desplazamiento quimico en una
resonancia magnética nuclear de protones (H:-RMN) del complejo supramolecular con
respecto a las sefiales de las especies quimicas por si solas y comprobar la conformacion
de una nueva configuracion cristalina mediante Difraccion de Rayos X de polvo cristalino
(DRXP), estableciendo la celda unitaria caracteristica del nuevo CI (Szejtli, 1998; Ming,

2006; Dipak y col., 2012).
1.3.3 Nanoparticulas de Oro en tratamiento de cancer

La Nanociencia es un campo de la investigacion que se ha ido desarrollando con una
fuerza creciente en los ultimos diez afios, la capacidad de poder controlar diminutos
conglomerados atomicos con aplicaciones en diferentes areas del conocimiento y
desarrollo ha hecho que se convierta en el “Boom cientifico” del momento. El origen de
la palabra “nano” es proveniente del prefijo “vavog” del vocablo griego que significa
diminuto, enano o pequefio, y en la actualidad el sistema internacional de medidas (S.1.)
utiliza dicha palabra para referirse al factor 10°, que representa la mil millonésima parte
de algo. La Nanociencia se remite al estudio del comportamiento y propiedades asociadas
a los objetos que poseen un tamafio mil-millonésimo-métrico (atomos o moléculas), lo
cual representa una longitud 80.000 veces mas pequefia que el didmetro de un cabello
humano y que actualmente permite el desarrollo de estructuras en aquella escala (ver
figura 1.10) con aplicaciones en quimica de materiales, tecnologias computacionales,
descontaminacién y biomedicina. Las interesantes aplicaciones tienen su origen en el
cambio de la relacion superficie/volumen gue experimentan los nanomateriales, a medida

que los objetos se hacen méas pequefios se van pareciendo mas a superficies, y en ellas los
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atomos tienen menos vecinos, pero sienten con mayor fuerza las interacciones de otros

atomos, lo que genera la aparicion de propiedades cuénticas.

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

engranes nanométricos (Imagen propiedad de Sandla National Laboratories).

En el estudio de nanomateriales con aplicacién biomédica las nanoparticulas de oro
(AuNPs) resaltan por ser las estructuras que aparecen en mayor nimero de publicaciones
en los Gltimos afios y a un ritmo que va en aumento. El gran interés por dicho nanomaterial
se debe a que AuNPs con diferentes formas y tamafios exhiben propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas Unicas que les confieren el potencial para ser utilizadas en el
transporte y entrega con sitio selectividad de diversas cargas Utiles en el tratamiento de
enfermedades. Estas se pueden sintetizar facilmente con una gran variedad de métodos,
generando nanoparticulas monodispersas con tamafios que varian de 1 a 150 nm, pero las
utilizadas en aplicaciones biomédicas se preparan comunmente usando métodos de
sintesis coloidal (Paciotti y col., 2006; Rotello y col., 2010; Connor y col., 2005; Niidome

y col., 2011; Fen-Ying, 2017).
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Estudios han demostrado que las AuNPs son biocomplatibles con los organismos en
tamarfios superiores a los 10 nm, lo que quiere decir que con la reduccién del tamafio por
debajo de ese limite comienzan a mostrar toxicidad (Pan y col., 2007; Chen y col., 2009;
Johnston y col., 2010) y se ha observado que al ser aplicadas via intravenosa se ubican
pasivamente de forma selectiva en zonas tumorales (ver figura 1.11), debido a que en esas
zonas la vasculatura sanguinea presenta fenestraciones méas amplias que los vasos
sanguineos normales, a esto se le ha llamado Efecto de Permeabilidad y Retencion

mejorada (EPR) (Maeda., 2001).
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Figura 1.11: Entrega sitio especifica de farmacos propiciado por efecto EPR (Adaptado

de: Gosh, 2008).
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Ademas de lo anterior, las AuNPs poseen la capacidad de unirse a grupos funcionales
quimicos como Carboxilo, Amino y Tiol, permitiendo la estabilizacion mediante
interacciones que pueden tener caracter no covalente (Chen y col., 2008). Es asi como
pueden adherirse y conjugarse con polimeros o farmacos, lo que permite junto con el EPR
generar terapias que actlien de manera selectiva en zonas donde se encuentran las células

tumorales.

Un caso a destacar dentro de la conjugacion con polimeros es la estabilizacion mediante
PEG-tiolado, que es capaz de aumentar los tiempos de circulacion de las AuNPs en el
sistema sanguineo e incrementando a su vez la cantidad de nanoparticulas que pueden
ubicarse en las zonas donde existen células tumorales (Park y col., 2008). En casos donde
se ha utilizado PEG-tiolado y farmacos para quimioterapia conjugados con AuNPs se ha
reportado que se puede incrementar la concentracion de farmaco que llega a los tumores
entre 10 a 100 veces en comparacion a la utilizacion del farmaco por si solo para el

tratamiento (Kaul y Amiji, 2002).

Otra de las propiedades fisicoquimicas interesantes que exhiben las AuNPs es la
resonancia de plasmén superficial (RPS), fendmeno que se produce al incidir una fuente
de radiacion electromagnética no ionizante (como un laser) sobre las nanoparticulas
causando la excitacion de los electrones libres de los atomos de oro, generando una
resonancia electronica colectiva y que tiene como resultado la deslocalizacién de la nube
electronica que tiene como producto final la entrega de energia y calor (ver figura 1.12)

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

nanoparticulas y ademas se puede inducir hipertermia de manera local.

+++
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P o Magnético
Nanoesfera
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Figura 1.12: Representacion del efecto de resonancia de plasmoén superficial de una

nanoparticula metalica.

La hipertermia es un tratamiento contra el cancer en el cual se genera calor en una zona
del organismo para inducir la muerte celular, esta terapia se puede administrar de manera
externa, intersticial o endoluminal mediante la incidencia de ondas de radiofrecuencia,
microondas o ultrasonido (Koch y col., 2005; Huang y col., 2008). En el caso de las
AUNPS el calor liberado ante la induccion del efecto RPS y la rapida transferencia del
mismo al entorno circundante provocan la muerte de las células tumorales con un minimo
de dafio colateral al tejido circundante, lo que se ha llamado terapia fototérmica
plasménica (Zhao-Zing y col., 2011). Un ejemplo de esta terapia se llevé a cabo por un
grupo de investigadores asociando nanoparticulas de 110 nm de diametro conjugado con
PEG-tiolado para tratar xeno-injertos de cancer de préstata humanos en ratones,
inyectando intravenosamente el sistema AuNPS-PEG vy aplicando terapia laser 18hrs

después. Obteniendo como resultado la eliminacion total de la masa tumoral en el 93% en
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los ratones que recibieron el sistema conjugado y terapia l&ser, en contraposicion con la

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

Todas las propiedades descritas anteriormente muestran que las AuNPs poseen un
potencial inmenso no solo para ser utilizadas como nano-transportadores de farmacos
antineoplésicos provocar liberacion de los mismos de manera selectiva, sino que para
convertirse ademas en un agente activo en la destruccion de células tumorales y generar

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

1.4 El caso de Dacarbazina

Dacarbazina (DB) es un farmaco del grupo de los Alquilantes antineoplasicos, es una
molécula pequefia y esta quimicamente disefiada para liberar un ién diazéxido durante su
degradacion que es capaz de alquilar el ADN celular (ver figura 1.13). Es utilizado para
combatir varios tipos de cancer como Linfoma de Hodking, Melanoma, Carcinoma de
Islotes Pancreaticos y Sarcomas, siendo utilizado en conjunto con otros farmacos
anticancerigenos en casos mas extremos, presentando consumo que aumenta cerca de 12%
por afio desde el 2004 (Al-Badr y Alodhaib, 2015; Besse y col., 2012). Tiene un
comportamiento agresivo y poco selectivo, como todos los Alquilantes, causando dafio
también a células sanas y ha sido clasificado dentro del grupo de antitumorales ante los
cuales no existe un rango de exposicion que se considere seguro (Umweltbundesamt,

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

de: Pourahmad y col., 2009).

La degradacion de DB al interior del cuerpo humano produce especies reactivas de
oxigeno que poseen alta toxicidad, lo que se ve reflejado en los efectos secundarios
reportados por los pacientes en ensayos clinicos, los cuales son vémitos, nauseas y dolor
intravenoso al ser inyectado el farmaco. El dolor se asocia con la produccién de peréxido
de hidrégeno que termina por generar radicales hidroxilo y superdxido, estas especies
radicales tienen el potencial de atacar membranas celulares, organelos, enzimas y cadenas

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

DB es inestable en solucion acuosa y comienza a degradarse rapidamente en presencia de
la luz del sol (ver figura 1.14), demostrandose que en su fotodegradacion se forman los
radicales carbeno y arilo, informéndose ademas que dichos radicales estan involucrados

en el dafio del ADN (ver figura 1.15). Se sospecha que estos radicales generados por la
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accion de la luz sobre DB también son causantes del dolor experimentado por los pacientes

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

que han sido probados sobre diversos organismos eucariotas.
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Figura 1.14: Degradacion de DB por factores ambientales (Adaptado de: Iwamoto y col.,

2007).
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Esta droga antineoplasica posee una tasa de excrecion intacta via urinaria del 40%, su vida
media en el cuerpo es de 5 hrs, ademéas segln estimaciones realizadas de acuerdo al
consumo en Francia, luego de pasar por procesos de biodegradacion en plantas de
tratamiento de aguas residuales permanece intacta en un 98,2% generando una
concentracion de 0,7 ng/L y que luego en cauces de rios se traduce en de 0,1 ng/L

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

2013).
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Figura 1.15: Mecanismo propuesto para dafio ocasionado al ADN inducido por DB

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

Definimos un sistema ternario (nano-complejo) como la interaccion entre un Cl a través
de los grupos funcionales del huésped, expuestos fuera de la matriz, con las AuUNPs. Estos
sistemas ya han sido reportados con anterioridad y catalogados como estables (Sierpe y
col., 2015). DB posee un grupo amido primario que puede interactuar con los atomos
superficiales de las nanoparticulas producidas mediante un método de suspension coloidal
(Kimling, 2006), debido a que el grupo funcional de interés del farmaco permite una
estabilizacion més favorable en términos energéticos con la nanoesfera de oro que la
dispuesta por los grupos estabilizantes citrato utilizados en la sintesis. También posee en
su estructura un anillo imidazol de dimensiones y polaridad adecuadas para ingresar

dentro de la cavidad hidrofébica de la macromolécula BCD.

En base a los antecedentes recabados se propone la obtencion de un sistema ternario en
suspension coloidal, el cual a partir del encapsulamiento del farmaco dentro de la matriz
permitira limitar su reactividad con respecto al entorno, obtener mayor solubilidad acuosa
y evitar su degradacién fuera del sitio de accion. Mientras que la asociacion con la AuUNPs
le otorgara mayor especificidad en su actuar, mejor capacidad de permeabilizacion de las

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

El conjunto de todas las nuevas propiedades otorgadas por la formacién del sistema
ternario permitira evitar la liberacion del farmaco en el medio ambiente y los dafios que
su mecanismo de accion puede efectuar, debido a que se espera que la dosis aplicada actue

en su totalidad de manera sitio-especifica. Al lograr esta optimizacion se obtendria un
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conjunto de beneficios de distinta indole que provocarian que la terapia con DB fuera més

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

 La mayor selectividad otorgada al farmaco, en su actuar dentro del organismo, evitaria
la excrecion de DB sin metabolizar y disminuiria el ingreso de sus correspondientes
metabolitos a los cuerpos de agua, reduciendo su impacto en los ciclos biogeoquimicos y

ecosistemas.

« Disminuiria ostensiblemente la interaccion del farmaco con células sanas, que no son el
objetivo, reduciendo la produccidn de aberraciones genéticas y toxicidad que a largo plazo
pueden ser cruciales en la generacion de canceres y mutaciones indeseadas en los

organismos expuestos a su contacto.

« Al ser necesaria menos cantidad de antineoplasico para el tratamiento, reduciria el uso

de recursos y la produccion de contaminacion en su fabricacion.

 Disminuiria el gasto de recursos econémicos para la remocion de DB en plantas de
tratamiento de aguas. Los antineoplasicos necesitan un tratamiento especifico que
encarece el tratamiento de aguas residuales y la mayoria de los paises ni siquiera cuenta
con la tecnologia para realizarlo (Por ejemplo: Aplicacion de Electrolisis, el cual es el

método mas efectivo).

1.6 Hipdtesis

“Las propiedades fisico-quimicas de Dacarbazina permitiran obtener un compuesto de
inclusion estable debido a su interaccion con los protones internos de B-Ciclodextrina,

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

responderd a la incidencia de irradiacion laser con la liberacion del farmaco”.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

“Obtener un nano-sistema ternario estable con el potencial de ser utilizado en sistemas
bioldgicos, reducir la contaminacion provocada por su uso y los efectos no deseados sobre

los organismos eucariotas”.

1.7.2 Objetivos especificos

* Preparar el compuesto de inclusion BCD/DB en medio acuoso.

* Preparar nanoparticulas de oro con caracteristicas adecuadas para ser utilizadas en

sistemas bioldgicos mediante recubrimiento polimérico.

* Generar y caracterizar un sistema hibrido BCD/DB/Au.

» Comprobar la liberacion del farmaco por parte del sistema generado.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Reactivos y solventes

Para llevar a cabo la experimentacion durante el desarrollo de la presente investigacion se
utilizaron reactivos y materiales disponibles comercialmente, sin realizarles
modificaciones y manteniéndolos en condiciones de proteccion éptimas para impedir

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

En la preparacion del compuesto de inclusion se utilizo B-Ciclodextrina hidratada (98%)
y Dacarbazina (>99%), proporcionados por la empresa Sigma Aldrich. Como solventes
fueron utilizados Agua para cromatografia y Etanol grado analitico marca Merck.
Mientras que para la caracterizacion del compuesto de inclusion mediante H:-RMN se
utiliz6 DMSO-ds (99,8%) marca Sigma Aldrich. En el caso de las mediciones de

espectroscopia IR se utilizd Bromuro de Potasio (>99%) para realizar las pastillas.

Luego, en la sintesis de las AuNPs se utilizd Sal Tetracloro Aurica, Citrato Trisodico
Dihidratado y como disolvente, Agua de grado Mili Q; Para la formacion del sistema
ternario se utilizé como coestabilizante de las AuUNPs PEG Tiolado (HS-PEG5000-OMe)
obtenido a través de la empresa Jenkem Technology desde Beijing, China y para realizar
los ensayos de irradiacion laser se utiliz6 como fase organica Hexano (99,9%)
proporcionado por Merck. Para la realizacion de las mediciones TEM se utiliz6

Isopropanol (>99,7%) de la compariia Sigma Aldrich.

34
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2.2 Metodologia
2.2.1 Sintesis de Compuesto de Inclusion

Se masan 0,400 gr de B-CD (correspondientes a 3,52x10* mol) y se depositan en un
cristalizador de 20 mL, a la cual se le han recubierto previamente las paredes con papel
aluminio. Para luego afiadir una cantidad de 16,4 mL correspondientes a una solucién
Etanol-Agua con una razén de volumen de 1:2. Se introduce un agitador magnéetico, se
cubre el cristalizador con Parafilm® y a esta cubierta se le realizan algunos agujeros
mediante una aguja esterilizada. Una vez preparado, se lleva el sistema descrito a una
placa calefactora que se encuentra a 30 °C, se deja a una agitacion constante de 400 rpm

durante una hora.

Paralelamente se masan 0,096 gr de Dacarbazina (correspondientes a 5,28x10* mol) y se
depositan rapidamente en un Matraz Erlenmeyer de 100 mL, al que previamente se le han
cubierto las paredes con papel aluminio. Luego se agrega una cantidad de 16,4 mL
correspondientes a una solucion Etanol-Agua con una razon de volumen 2:1. Se deposita
un agitador magnético, se tapa la boquilla del matraz con Parafilm® realizando algunos
agujeros con una aguja esterilizada. Llevando posteriormente el sistema descrito a una
placa calefactora que se encuentra a 25 °C, manteniendo con una agitacion constante de

400 rpm y suave durante una hora.

Una vez que ambos compuestos se encuentran solubilizados por completo, se toma la
solucion que contiene la Dacarbazina y se agrega pausadamente a él cristalizador que

contiene la solucion de B-CD mientras esta se agita a una velocidad de 500 rpm. Mezcladas
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ambas soluciones, la nueva solucién debe permanecer en agitacion constante durante una

hora y media.

Finalmente se toma el cristalizador y se deja en reposo de 6 a 8 semanas en una campana
de extraccion. Luego de que el solvente se haya reducido aproximadamente a un 15% de
su cantidad original se pueden retirar los cristales, los cuales se secan mediante un filtro
de vacio en un Kitasato con embudo Blichner y papel filtro, para finalmente ser liofilizados
durante 48 hrs en una linea de vacio para eliminar cualquier resto de liquido ocluido en

los cristales.
2.2.2. Docking molecular del compuesto de inclusion

El Docking molecular se realizo con el software Autodock Vina 1.1.2 (2014). Utilizando
B-CD como receptor y DB como ligando. Las medidas de la cuadricula de modelacion
fueron 40x40x40 Angstrong para cubrir toda la superficie de B-CD y se dejo al programa
calcular las posiciones mas favorables de complejacion para el sistema en solucién acuosa,

este método ya ha sido ampliamente utilizado en modelacion de este tipo de sistemas.
2.2.3 Sintesis de AUNPs

El método utilizado para sintetizar las AuNPs es basado en otro método reportado, que
permite obtener nanoparticulas en solucion con pH cercano a 7 (Turkevic y Col, 1953).
Se mazan 0,4989 gr de Sal Tetracloro Aurica (1,267+10° mol) y se disuelven en 30 mL
de agua Mili-Q, generando una concentracion formal de 0,0422 M, esta solucion sera la
“Solucion Stock™ para las sintesis realizadas posteriormente, Cuyo protocolo de sintesis

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

introduciendo un agitador magnético dentro.

b) La solucion, que posee una concentracion 1,0 mM, se introduce en un balén de dos
bocas, el cual es puesto en una placa calefactora con ambiente aislante para evitar
variaciones de temperatura. Una vez aislado el sistema se conecta la columna de

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

c¢) Luego se enciende la agitacion, el sistema de reflujo y la placa calefactora, llevando la
solucion hasta una temperatura de 186°C. Una vez alcanzada la temperatura, esta debe

permanecer constante a lo menos cinco minutos.

d) Habiendo mazado previamente 0,1141 gr de Citrato (3,88+10* mol), se disuelven en
un matraz de aforo de 10 mL. Obteniendo una concentracion formal de citrato igual a 38,8

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

e) Una vez pasados los cinco minutos a temperatura constante para la solucién de sal de
oro en el baldn, se agrega cuidadosamente la solucion de citrato a través de una jeringa 'y

se deja a reflujo constante el sistema durante treinta minutos.

f) Una vez pasados los treinta minutos se debe apagar rapidamente la placa calefactora y
dejar que baje la temperatura manteniendo la agitacion. Teniendo en todo momento
aislado de la luz el contenido del balén y abriendo una de las boquillas para dejar escapar

el dioxido de carbono generado.
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g) Finalmente, cuando el sistema llega a temperatura ambiente, se observa una solucion
de color Rojiza, a la cual se le debe medir la absorbancia en un espectrofotometro UV-vis

para comprobar la formacién de AuNPs.
2.2.4 Preparacion de Sistema Ternario

a) Se masan 40mg del CI dentro de un tubo Eppendorf de 2 mL, con una micropipeta
analitica se llena de agua para cromatografia. Se cierra el Eppendorf y se sonica durante

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

b) Paralelamente se tienen 2,5 mL de AuNPs con una concentracién de 8,83 mM en
agitacion constante a una velocidad de 500 rpm dentro de un tubo Falcon de 14 mL, que
ha sido cubierto completamente con papel aluminio. Luego, se procede a agregar la
soluciéon con el compuesto de inclusién disuelto para producir el intercambio de
estabilizante Citrato por Cl. Se agita la solucién durante 10 minutos y posteriormente se
le agregan 0,5 mL de una solucion con PEG 4,2+10* mM, para posteriormente dejar la

solucidn en agitacion durante una hora.

c) Durante el tiempo de intercambio se prepara el medio para realizar una dialisis que
facilite la salida del ion citrato del medio acuoso en donde se encuentra el sistema ternario.
Para ello se utiliza una membrana de intercambio de celulosa marca Spectrum™ de forma
tubular, con un tamafio de poro de 5000 d, en donde se introduce la solucién preparada
con anterioridad. Luego se toma un Vaso de precipitado de 2 L y se llena con Agua,

agregando una cantidad de citrato correspondiente al 8% de la concentracion que se
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encontrara en el interior de la membrana que contendra la solucion de intercambio,

generando la salida del citrato mediante difusion.

d) Ahora se toma la membrana y se procede a agregar dentro de ella la solucién obtenida
a partir de la mezcla de CI-AuNPs-PEG, cerrandola cuidadosamente y depositandola en
el medio de didlisis que se encuentra bajo una agitacion constante de 500 rpm. La diélisis
se realiza durante 48 hrs y se cambia el “liquido de Dialisis” cada 12 hrs, disminuyendo

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

e) Una vez terminado el proceso de didlisis, se retiran de la membrana los 5 mL de
solucion CI-AuNPs-PEG depositandolos en tubos Eppendorf. Las muestras en los
Eppendorf son centrifugadas a 3200 rpm para luego retirarles 800 uL de sobrenadante y
re-suspender rapidamente los 200 pL restantes hasta 1mL con agua para cromatografia,

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

2.2.5. Irradiaciéon Laser

Preparando previamente una habitacion para la experimentacion y medicién totalmente
fuera de la influencia de cualquier tipo de contaminacion luminica que pueda afectar los
ensayos, se toma una cubeta de cuarzo, de volumen total 700 pL, se le agregan 300 uL. de
Hexano y sobre €l 300 puL de la solucién obtenida a partir del proceso de formacion del
sistema ternario (fase acuosa). Posteriormente se procedid a excitar la fase acuosa
mediante la incidencia de un haz laser de longitud de onda de 532 nm durante diferentes
intervalos de tiempo (15, 30, 45 y 60 min), midiendo mediante espectroscopia UV-vis la

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

extrapolando esto a la eficiencia de liberacion del sistema.

Cristalizacién
tipo “Batch™.

Formacion del
CI  mediante

Formacion
ternario
coloidal.

del sistema

en  suspension

*

P

Irradiaciéon LASER

J

AuNPs a través
del método de
Turkevich.

Induccion de
Resonancia
de Plasmoén
Superficial,
liberando DB
de manera
controlada
en la fase
organica.

R

Figura 2.1: Resumen de la metodologia de trabajo con los pasos mas importantes para

la investigacion.
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2.3. Equipos para la caracterizacion de las muestras

El andlisis de cristalinidad para los sistemas BCD, DB, mezcla fisica DB-BCD y
compuesto de inclusion (CI) se realizd por la técnica de difraccion de rayos X de polvo
(DRXP) en un rango de 2° < 26 < 80°, mediante un difractometro Siemens D-5000 con
una radiacion Cu-Ka (40 kV, 30 mA) y un monocromador de grafito (. = 1.5418 A). Para
la indexacidn 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.

La Resonancia Magnética Nuclear de protones (*H y ROESY) en solucion de BCD, DB y
Cl se analiz6 mediante un equipo Bruker Advance 400 Mhz a 30 °C, siendo TMS la
referencia internay DMSO-d6 el disolvente de las muestras, mientras que la medicién del
Cl con la técnica ROESY se realizd usando el método de gradientes seleccionado de
campo pulsado. Luego, para calcular la estequiometria del CI los espectros se analizaron

y trataron con el programa MestRec.

El célculo de la constante de estabilidad del Cl, el coeficiente de extincion molar de DB
(tanto en fase acuosa como organica) y la cuantificacion de la liberacion de farmaco en
los ensayos de irradiacion laser fueron medidos mediante espectrofotometria UV-Vis
utilizando un equipo Perkin Elmer modelo Lambda 25 UV con cubetas de cuarzo de 1 cm
de diametro en un rango entre 200 y 800 nm. De la misma manera fue utilizado dicho
equipo para la deteccion de los plasmones para las muestras de nanoparticulas

sintetizadas.
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AUNPs y el Sistema Ternario fueron caracterizados por TEM, usando un equipo JEOL
JEM 1200 EX con filamento de Tungsteno, operado a bajas presiones (1x10-5 Pa), con
un voltaje de aceleracion de 80 kV. Se prepararon las muestras depositando 10 pL de
solucién sobre una rejilla de cobre con pelicula de Formvar continua y fueron secadas

lentamente mediante la exposicion ante una lampara IR.

Las Imégenes SEM de los cristales de DB y CI fueron obtenidas usando en un equipo
LEO 1420VP con un instrumento de andlisis de energia dispersiva acoplado, modelo
Oxford 7424 a un voltaje de aceleracion 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.
Por otra parte, los espectros IR de las muestras de DB y CI fueron obtenidos usando un

equipo Perkin Elmer 2000 con pastillas de KBr.

Espectros Raman de DB, Cl y CI-AuNPs-PEG se obtuvieron de la medicion directa de las
muestras en estado sélido y acuoso, usando un equipo Renishaw Ramanscope 1000,

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

Con el fin de datar las variaciones del diametro hidrodindmico, la dispersién de tamafio y
la carga superficial de los sistemas AuNPs y CI-AuNPs-PEG se utilizé el equipo Malvern
ZetaSizer Nano ZS, con una celda capilar con electrodos de oro. El Laser utilizado en los
ensayos de irradiacion es de la marca Power Technology Inc., con una longitud de onda

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

Finalmente, para medir la variacion del tamafio en el tiempo del sistema ternario se utilizo

un equipo NanoSight con tecnologia Nano Tracking Analisys.
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2.4. Protocolos para el analisis de las muestras
2.4.1. Estudio de constante de asociacion y estequiometria del ClI

Se preparé una bateria de ensayos segun los parametros establecidos por Higuchi y
Connors, los cuales consisten en adicionar dentro de frascos &mbar una cantidad constante
y en exceso de DB (en este caso fueron 8,22 mg) para luego agregar soluciones acuosas
con diferentes concentraciones de BCD en orden ascendente. Se mantuvieron en agitacion
durante 48 hrs a 400 rpm, con una temperatura constante de 25°C y luego se filtraron con
una membrana de celulosa para eliminar los sélidos no disueltos. Finalmente se miden
las soluciones mediante espectroscopia UV-vis y se establece la relacion entre
concentracion de BCD agregada y cantidad de DB solubilizada, comparandose con los
diagramas de fase establecidos por bibliografia (figura contigua), los cuales entregan
informacidn relevante sobre el calculo de la constante y el tipo de inclusion que se da en

cada caso.

A
P
AL

AN

[Farmaco]

Bg

. -

[bCD]

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

y Connors, 1975).
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Los diagramas de tipo Ac se forman cuando el complejo es soluble en los medios acuosos
y la formacion de estos posee una relacién molar 1:1 entre farmaco y ciclodextrina, el tipo
An posee una desviacion negativa de la pendiente y sugiere la formacion de complejos de
orden superior respecto de farmaco, como por ejemplo un complejo 2:1. A diferencia del
anterior los diagramas tipo Ap poseen una desviacion positiva respecto a la pendiente e
indican que existe la formacion de complejos de orden superior con respecto a
ciclodextrina, dentro de los cuales la relacién molar mas comin es 1:2. Los diagramas de
tipo B se observan cuando el complejo posee una solubilidad limitada en el medio, donde
en el caso de B el complejo posee una solubilidad limitada y en B2 el complejo es

insoluble.

Luego de observar la curva obtenida se debe relacionar con la cinética que representa, y
con dicha cinética pueden desprenderse las ecuaciones para calcular la contante de
asociacion de cada tipo de complejacion molecular. Por ejemplo, para una cinética de

complejacion de primer orden con respecto al farmaco (F) y a -CD el equilibrio es:

F + BCD © F/BCD (Ec.1)

Siendo entonces la manera de calcular su constante de asociacion:

S
Fo(1-5)

(Ec.2)

Ko =



45

Donde “S” es la pendiente de la grafica realizada y Fo es la concentracion de farmaco en

solucion en ausencia de BCD (Dong-Hyun Kim y Col, 2019).

2.4.2. Determinacion de la capacidad de Carga del sistema

Definimos “capacidad de Carga” como la cantidad de farmaco limite que puede
transportar el sistema ternario sintetizado, entonces, todo el farmaco que se detecta en el
sobrenadante obtenido en el Ultimo paso de la sintesis del sistema ternario se considera

farmaco en exceso.

De acuerdo a lo anterior, se toman los 800 uL de sobrenadante y se les realiza una
medicion de espectroscopia UV-vis para detectar el plasmén caracteristico de DB a 235
nm, tomando el maximo de absorcion y transformando esta magnitud a masa mediante la

ley de Lambert-Beer.

2.4.3. Medicion de DLS y Potencial Z

La técnica Dispersion de La Luz Dindmica (DLS: Dynamic Light Scattering) permite
saber el perfil de distribucién de tamafios de particulas en una suspensién coloidal,
mientras que la técnica Potencial Z establece el potencial eléctrico que existe en la
superficie de la particula, es decir, su carga. Ambas técnicas son complementarias y
permiten establecer como varia el entorno de una particula, estableciendo como se

transforma su superficie mediante cambios en la estabilizacion y la interaccion con estos.
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El equipo utilizado es capaz de medir DLS y Potencial Z de manera simultinea en cada
muestra y por triplicado. Para esto se tomo una alicuota de 25 uL. de muestra, diluyéndose
en 975 pL de agua Mili-Q y se colocd cada dilucion en una celda capilar para
posteriormente medirse en el equipo. Las muestras medidas corresponden a AuNPs,
AUNPs estabilizadas solo con Cl y finalmente Sistema Ternario, para luego comparar las

variaciones en el radio hidrodinamico y la carga superficial.
2.4.4. Ensayos de Irradiacion laser del Sistema Ternario

Se tomo la solucién obtenida a partir del proceso de dialisis para realizar directamente los
ensayos de irradiacion laser. Con una cubeta de cuarzo de 700 pL de llenado se genera un
sistema de simulacion entre una fase acuosa (que representa la sangre) y una fase organica
(que representa las células), agregando 300 pL de Hexano y sobre este 300 uL de la

solucion stock del sistema ternario preparado.

Luego se irradia la fase acuosa con el laser por diferentes tiempos, en el tiempo entre
intervalos se mide la absorbancia de DB en hexano desde la misma cubeta, contrarrestando
las mediciones con los ensayos hechos a partir de la disolucion de 4,22 mg en 1 mL de
hexano. EI maximo de absorbancia obtenido en el plasmdn caracteristico de DB para el
medio organico en cada ensayo fue convertido en masa mediante el uso de la ley de
Lambert- Beer, previo calculo del coeficiente de extincion molar (¢ = 9,47 mMecm™ a
235 nm). Dicha masa luego fue transformada en porcentajes para establecer la eficiencia

de liberacion de farmaco por parte del sistema.
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2.4.5. Estabilidad del Sistema ternario en el tiempo

La técnica de Andlisis de rastreo de Nanoparticulas permite la medicion de los tamafios y
poblaciones de nanoparticulas a través de la incidencia de un laser sobre una muestra
liguida en movimiento, cuya dispersidn permite ver las particulas con un microscopio que
posee montada una camara de video, el video es analizado por un software que ve muchas
particulas al mismo tiempo aplicando la ecuacion de Stokes-Einstein, calculando asi sus
didmetros hidrodindmicos. Esta técnica fue realizada gracias a la utilizacién del equipo

NanoSight.

Se tomaron muestras de Sistema Ternario sintetizadas bajo el protocolo descrito en la
seccién 2.2.4. 387 dias atras, con un grupo mantenidas bajo refrigeracion a 4°C y el otro
grupo siendo mantenidas la misma cantidad de dias, pero a temperatura ambiente, para
comparar ambas muestras con AuNPs sintetizadas recientemente con el fin de establecer
si el sistema es suficientemente estable en el tiempo y mantiene sus propiedades. Para esto
se toma 1pL de cada muestra y se diluye veinte veces, para luego inyectar la muestra en
el equipo NanoSight y obtener las poblaciones de tamafios que se encuentran presentes en

solucion, realizando cada ensayo por triplicado.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.1. Resolucion de Fase cristalina del Cl

La Difraccion de Rayos X de Polvo cristalino (DRX) es una técnica muy efectiva y no
invasiva para la identificacion de muestras cristalinas o mezclas de cristales. Esta se basa
en la induccion de un haz de radiacion cuya longitud de onda es cercana a la distancia
interatdbmica. Entonces, al irradiar un cristal se generan patrones de difraccion (Illamados
trazas difractométricas) que son caracteristicos exclusivamente para ese cristal,

representando una “huella dactilar” de cada especie quimica.

Las diferencias estructurales se reflejan cambios de intensidad, aparicién y desaparicion
de sefiales en las trazas difractométricas como consecuencia de la formacion de una “celda
unitaria” diferente, esto quiere decir que la unién de 4&tomos basica que se repite una y otra
vez en la estructura de un cristal ha cambiado. Como consecuencia del fendmeno anterior
podemos intuir la formacion de un Cl cuando observamos variaciones en el patron
difractométrico de una muestra, para asegurarnos de esto se debe realizar una minuciosa
comparacion de los patrones difractométricos del farmaco, la matriz, una mezcla fisica de

ambos y el supuesto CI formado (Caira 2001; Dang 2011)

48



49

::_ LW

Numero de cuentas
|

1
-~
-~
'

_-\__’_AJ_/L_MWWWM @
. T e
0 T

10 20 30 40 50
A (26)

Figura 3.1: Difractogramas de polvo cristalino de: (a) BCD, (b) Mezcla fisica de BCD y

DB, (c) DBy (d) Cl.

En la figura 3.1 se pueden observar las diferentes trazas difractométricas que se deben
comparar para afirmar la conformacion de una nueva estructura, en el caso del patron de
BCD se pueden observar los picos caracteristicos asociados a su conformacion
monoclinica tipo P, asi mismo como DB posee sus picos caracteristicos asociados a una
estructura monoclinica de un grupo estructural P2y, (Bei y col, 2010), la mezcla fisica
conserva sefiales de ambos tipos de cristales, pero la intensidad de estas varia en la

mayoria de los casos. Luego, al indexar el difractograma obtenido para el Cl se observa
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que no posee estructura cristalina, es méas bien amorfo, debido a que la intensidad de los
picos de difraccion presentados por la muestra no es suficientemente alta, ni son definidos,
y por lo cual, muchas de las sefiales reportadas se entremezclan con el ruido. En este caso
puede asegurarse la formacion de un nuevo tipo de estructura, pero no su tipo de
empaquetamiento ni su celda unitaria, este razonamiento debe ser apoyado por otras

técnicas que permitan reafirmar o bien refutar este resultado.

Como medida para comprobar si lo reportado por el analisis DRX es correcto, se realiz6
un analisis mediante microscopia SEM a modo comparativo entre una muestra de DB y
otra de ClI, este analisis visual (que se puede observar en la fig. 3.2) confirma que mientras
los cristales de DB poseen una clara y definida estructura, el producto obtenido para el CI
es bastante amorfo. Esto Gltimo fue confirmado nuevamente mediante la realizacion de un
analisis por microscopia FE-SEM, técnica mucho mas potente y que entrega mayor
definicion, que permitié descartar que la muestra fuese una aglomeracion de cristales mas

pequefos.



20pm EHT =16.00 kv Signal A= SE1 Date :10 Jun 2015
— WD = 7.0 mm Photo No. = 1877 Time :17:04:29

200 pm EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Date :10 Jun 2015
WD= 8.5mm Photo No. = 1872 Time :16:44:52

Figura 3.2: SEM de (a) DBy (b) ClI, (c) FE-SEM de CI.
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3.1.2. Estudio del CI mediante H:-RMN

La Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Protones (H:-RMN) es quizas la
técnica mas utilizada en la identificacion de formacion de especies acomplejadas, su uso
para la confirmacion de la formacion de complejos de inclusion con ciclodextrinas es casi
un dogma de la quimica supramolecular, ya que entrega informacién muy precisa sobre
la manera en que interacttan la matriz y el huésped. El fundamento del funcionamiento
de esta técnica tiene origen en la respuesta que poseen los protones frente a la incidencia
de un campo magnético. Un proton al tener un nimero masico impar posee un spin nuclear
y al girar sobre si mismo se comporta como un iman, por lo que al incidir sobre él un
campo magnético ocurre un cambio en su orientacion y dicho cambio se puede medir

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

De la misma manera, cuando un proton tiene en sus cercanias otros protones, estos
también interactdan entre si generando influencia de momento magnético, lo que produce
corrimientos de las sefiales en los espectros H:-RMN y esos corrimientos son los que en
este caso nos permiten establecer la formacion de un compuesto de inclusion. BCD posee
protones en su cavidad interna (especificamente los protones Hs, Hsy Hs), por lo que
cuando una molécula ingresa en dicha cavidad (huésped) produce un cambio en el entorno
magnético de estos protones, reflejandose en una variacion de intensidad y ubicacion en
el espectro de las sefiales caracteristicas de estos protones, produciéndose el mismo efecto
en las sefales asociadas a los protones del huésped. Otros grupos funcionales de BCD que
se ven afectados por estas interacciones generadas a partir de inclusiones son los

hidroxilos primarios que se ubican en la parte exterior de la apertura mas angosta del
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macrociclo y los hidroxilos secundarios que se ubican en la parte exterior de la apertura
mas grande. A diferencia de los grupos funcionales anteriores, los protones Hi, H2 y Ha
cuando ocurre el fendbmeno de la inclusion s6lo presentan interacciones que son reflejo de

otras ciclodextrinas en su entorno préximo (Szejtli, 1998; Uekamay col, 1998).

(a) Hidroxilos a (b)
Secundarios OH-2 OH-3
H-3
H2 H-2
H-4
= H-1
0 Carbono
' Oxigeno
) Hidrégeno 3 - CH)i-?G
Hidroxilos -
Primarios

Figura. 3.3: Esquemas de tipo balde de BCD: (a) representacion del esqueleto atomico

del grupo piranosa y (b) asignacion de protones y su orientacion (Guerrero y col, 2009).

Entonces, a través de esta técnica se pretende evaluar la formacion del compuesto de
inclusion entre la matriz fCD y el huésped DB. En la Figura 3.4 se pueden observar los
espectros superpuestos obtenidos para CI, DB y BCD, reconociéndose las senales
caracteristicas de las especies quimicas individuales en el espectro obtenido para Cl, pero

con una variacion apreciable en las intensidades.
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Figura. 3.4: Desde arriba hacia abajo: Espectros H:-RMN de CI, DB y BCD realizados

en DMSO.

Se realiza entonces un analisis comparativo mas exhaustivo del espectro obtenido para el
Cl, tabulando e integrado las sefiales (Fig. 3.5), para luego evaluar los corrimientos

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

libres. Se puede ver en la tabla 3.1 que efectivamente existen desplazamientos quimicos
importantes en los protones de DB, habiendo en este caso desplazamientos a campos mas
altos para todos los protones de la molécula implicando un mayor apantallamiento, lo que

podria indicar que DB estd completamente dentro de BCD. Mientras que los protones

internos de BCD se desplazan todos hacia campos mas bajos indicando que hay grupos
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mas electronegativos cerca y los grupos hidroxilo hacia campos mas altos, 1o que muestra

nuevamente mayor apantallamiento, confirmando la complejacion de las dos especies.
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Figura. 3.5: Espectro obtenido para el Cl formado con sus sefiales tabuladas e integradas.
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Figura. 3.6: Estructuras tautomericas de DB que se dan en solucion a pH neutro.
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Tabla 3.1: Corrimientos quimicos observados en H-RMN para el Cl con respecto a

protones de BCD y DB.

Hde | 3BCD | 3pCDen | Ad A5 | 3DBen | DB | Hde
BCD | (ppm) | Cl(ppm) | (ppm) | (ppm)  Cl(ppm) (ppm) DB
‘Hs 3648 3657 | 0009 | -0,026 12,591 12,617 -N-H
‘Hs | 3555 3561 | 0006 | -0014 3504 | 3518 -CHaa
‘He 3617 3623 0006 | -0,005 3,126 3,131 -CHap
-OH; 5735 5711  -0024|-0014 7513 7527 @ -CH
-OHs 5680 5662  -0010| -0,035 7416 7451 -NHz
-OHs 4479 @ 4436  -0043 | -0013 7,294 | 7,307 @ -NHa

Otro aspecto que permite dilucidar el analisis H--RMN es la estimacion de la
estequiometria de un Cl (Rodriguez-Llamanares, 2007), esto se logra a través de la
comparacion de las integrales de las sefiales de los protones mas estables de la matriz y el
huésped (es decir, que no se vean afectadas por estructuras tautomericas que varien su
presencia). En este caso se ha tomado la integral del proton Hi de BCD y el proton NHp
para saber la relacion estequiométrica en el Cl, otorgando una relacién 1:1 (Anexos:

Figura 6.1).
3.1.3. Estequiometria y constante de asociacidn

Para conocer la estabilidad y la cinética de formacion del CI se utiliz6 el método de
solubilidad de fases descrito previamente en la metodologia. La base teorica de estos
ensayos se fundamenta en el hecho de que existen propiedades fisicoquimicas del farmaco

y BCD en estado aislado que cambian cuando se forma un CI, entonces, la observacion y
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cuantificacion de esos cambios permite obtener un valor numérico para la Constante de

Asociacion (Ky).

Un aspecto importante dentro de las propiedades fisicoquimicas de un farmaco que la
inclusion en BCD puede mejorar es la solubilidad, y para fArmacos pobremente solubles
como DB esto puede hacer la diferencia de manera positiva en su actuar en el organismo.
Precisamente para esta determinacion se sigue la metodologia informada por Higuchi y
Connors (Higuchi y Connors, 1975) que relaciona el aumento de la solubilidad del
farmaco a medida que aumenta la concentracion de BCD en solucion, midiendo esto a
través de espectroscopia UV-vis, habiendo obtenido previamente el coeficiente de
extincion molar en medio acuoso para DB (ver Anexos: Tabla 6.2 y Figura 6.4). Luego de
obtener el diagrama (ver figura 3.7), se analiza a qué tipo de cinética de formacion
corresponde comparandola con la fig. 2.1, estableciendo que corresponde a un diagrama
tipo Ar, sugiriendo que se trata de un compuesto de inclusion de estequiometria 1:1.
Posteriormente se realizan las operaciones matematicas correspondientes para determinar
los parametros de la recta y al utilizar la ecuacion 2 se obtiene un valor de K, para el Cl

que corresponde a 79,842 ML,

El valor de K, obtenido indica que es un compuesto de inclusion con interacciones entre
huésped y matriz que son estables, acercandose bastante al rango mas bajo de estabilidad
(50 M), por lo que deberia ser muy susceptible a métodos de liberacion de farmaco,
debido a que la interaccion con BCD no es tan fuerte como para retenerlo en su cavidad

ante un estimulo externo sostenido (al estar bastante lejos del valor considerado alto para
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una constante, que es igual a 2000 M) por lo que el Cl si posee propiedades adecuadas

para utilizarse en sistemas de Drug Delivery (Rao, 2003).
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Figura. 3.7: Gréfica obtenida a partir de la realizacion del método de Higuchi y Connors

para CD y DB a 235 nm.

3.1.4. Estudio de geometria de inclusién a través de ROESY

La utilizacién de la técnica ROESY (Rotational overhauser enhancement sprectroscopy)
entrega informacion muy localizada de las perturbaciones en el entorno quimico de los
hidrogenos pertenecientes a las moléculas que poseen interacciones de caracter débil entre

si, permitiendo establecer la distribucién y orientacion de los componentes de estas
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estructuras supramoleculares (Pessine, 2014). El espectro de dos dimensiones obtenido

para el CI compuesto de BCD y DB puede observarse en la figura 3.8.

7
f2 (ppm)
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Figura. 3.8: ROESY obtenido para el CI entre fCD y DB.

La primera ampliacion del espectro representada en la figura 3.9, muestra la interaccion

de los grupos metilos de DB entre si (marcados en rojo) y las perturbaciones de campo

que estos grupos funcionales del farmaco provocan en los protones Hs, Hs y He de la

molécula de BCD (marcado en azul). Refiriéndonos a las interacciones que denotan la

formacion del Cl, las més intensas para el grupo metilo-(a) se producen con el proton

interior Hs y de manera mas leve con el proton Hs, aunque también muestra muy leve

interaccion con el proton He de BCD. Mientras que el grupo metilo-(b) de DB muestra

unicamente una interaccion con el proton He, lo que indica que estos grupos funcionales
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de DB se encuentran interactuando interiormente cerca de la apertura mas angosta de fCD.
Las sefales de interés en esta zona del espectro se ven interferidas por las respuestas de la
técnica de andlisis hacia las interacciones entre los grupos metilo de DB, haciendo que el

espectro muestre sefiales intensas en las zonas de interés.
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Figura. 3.9: Ampliacion de espectro ROESY de Cl: zona de interaccion Metilo-BCD.

La segunda ampliacion del espectro ROESY (ver Figura 3.10) muestra una clara
interaccion entre el grupo -CH del anillo imidazol y los protones Hz y Hs de BCD, pero,
ademas, se puede observar que las sefiales indican también una cercania entre el proton

del anillo y los protones del grupo metilo de la propia DB. La Informacién derivada de lo
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anterior, al ser contrastada, indicaria que existe un equilibrio rapido en el cual la molécula
de DB cambia su conformacién estirandose y enroscandose dentro de la cavidad de BCD.
También se puede establecer la interaccion débil entre los protones del grupo amido y el
grupo metilo de la propia DB, sustentando la hipotesis de que existe una dindmica en la
cual DB cambia su conformacién debido al equilibrio presente en solucion, entregando

sefiales que corresponderian a conformaciones distintas.

-NH,

3.40

: 3.45

r3.50

3.55

f1 (ppm)

-3.60

3.65

N F3.70
|

‘ r3.75

T T T T T T T T T T T T T T T T T
754 752 750 748 746 744 742 740 738 736 734 732 730 728 726 724 7.2
f2 (ppm)

Figura. 3.10: Ampliacion de espectro ROESY de Cl: zona de interaccion anillo imidazol-

BCD y grupos amido y metilo.

La ultima ampliacion (ver Figura 3.11) indica la existencia una interaccion entre el grupo

-CH del anillo imidazol de DB y los hidroxilos secundarios de BCD, esto puede explicarse
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considerando el equilibrio de entrada y salida de DB de la cavidad de la matriz en una
dinamica molecular en solucidn, o bien, la conformacion de dos estructuras de inclusion
que poseen distintos grados de internamiento dentro de PCD. Para establecer
fehacientemente la estructura del compuesto de inclusion se hace necesario realizar un
estudio de modelacion computacional que permita encontrar los equilibrios

conformacionales que ocurren en el proceso de inclusion.
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0
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Figura. 3.11: Ampliacion de espectro ROESY de CI: zona de interaccion del proton del

anillo imidazol y los hidroxilos secundarios de BCD.
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3.1.5. Docking Molecular para el CI

El Docking o modelamiento molecular es un método computacional que permite
establecer la conformacion més estable o la dindmica de estabilidad méas probable entre
dos 0 més moléculas con el fin de predecir asociaciones intermoleculares. Este tipo de
ejercicios teodricos son muy Utiles a la hora de complementar andlisis que parecen

complicados o entregan informacion que parece ser contradictoria (Dua y col, 2011).

En este caso se realizdé una modelacion molecular segln los parametros establecidos en la
seccion 2.2.2, encontrando la existencia de dos estructuras de inclusion favorables, dichas
estructuras se relacionan de manera consecuente con las interacciones encontradas en los
estudios de geometria realizados por ROESY. En la figura 3.12 podemos observar la
inclusion de la molécula DB de manera completa en BCD, reflejando claramente las
interacciones observadas en ROESY que denotaban una conformacion del CI con la
molécula de farmaco estirada dentro de la matriz de inclusion. Mostrando, ademas, las
interacciones entre los grupos metilo de DB y los protones cercanos a la cavidad mas
pequena de BCD, asi como también la interaccion del grupo -CH del anillo imidazol con
los protones Hz y H5. Esta primera conformacion es favorable solamente en el 40% de los

casos segun esta modelacion.
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Figura. 3.12: Docking molecular: (a) estructura favorable de inclusion, (b) interacciones

de los protones de DB con los protones internos de BCD.

Por otra parte, en la figura 3.13 se puede observar como la dinamica molecular de la
inclusion lleva a una conformacién de empaquetamiento mucho mas superficial que
representa claramente las interacciones que se observan en ROESY entre en los grupos
amido y metilo de DB, de las cuales se presuponia que entregaban informacion sobre una
molécula de farmaco enroscada. En la misma figura se puede apreciar la cercania entre el
grupo -CH del anillo imidazol y los hidroxilos secundarios que se detectd mediante

ROESY, dejando muy claro que dichas interacciones se deben a la dindmica de equilibrio
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molecular que posee el sistema en solucion, y resultando esta configuracion mas favorable

con respecto a la anterior,

Figura 3.13: Docking molecular: (a) inclusion leve de DB en BCD y (b) interaccion del

anillo imidazol con grupos hidroxilo de BCD.

3.2. Formacion del Sistema Ternario

La formacion del sistema ternario comienza con la sintesis de AuUNPs mediante el método
ya descrito en la seccion 2.2.3., comprobando su obtencién mediante espectroscopia UV-
vis a través de la observacion del plasmon caracteristico para nanoparticulas esféricas de
oro a 520 nm y posteriormente analizando su morfologia por microscopia TEM (ver
Anexos: Figuras 6.5y 6.6). Ademas, se les realizan mediciones de DLS y Potencial Z para
caracterizar sus propiedades de superficie, lo que serd de utilidad posteriormente para

comprobar la formacién del sistema ternario.
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Figura 3.14: (a) Balon de dos bocas con solucion de AuNPs obtenidas y (b) microscopia

TEM de las mismas.

Luego, las AuNPs obtenidas se utilizaron para la formacion del nuevo sistema en
suspension coloidal siguiendo la metodologia de la seccidn 2.2.4, realizandose luego, una
comparacion entre los plasmones obtenidos para las AuNPs estabilizadas con citrato y las
estabilizadas en el sistema ternario (figura 3.15), comprobando que, si bien existe un
pequefio desplazamiento en el plasmon de 0,5 a 1,5 nm, aun se tienen nanoparticulas en
solucion y se ha formado un sistema estable. También se analizé la muestra obtenida
visualmente utilizando la microscopia HR-TEM (Fig. 3.16), en donde puede verse una
caracteristica que se repite en los sistemas nanoparticulados que han sido estabilizados
con grandes complejos moleculares, en este caso la combinacién de Cl y PEG,

generandose un halo alrededor de la nanoparticula, semejante a un recubrimiento micelar.
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Figura. 3.15: Espectros UV-vis comparativo de AuNPs estabilizadas con citrato y

estabilizadas con complejo CI-PEG.

Figura. 3.16: HR-TEM de nanoparticulas estabilizadas con CI-PEG, (a) vista ampliay (b)

acercamiento.
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Posteriormente al realizar la centrifugacion y resuspension del sistema, se analiza el
contenido de farmaco que posee el sobrenadante extraido para evaluar la capacidad de
carga, restando la masa de farmaco perdida por el sistema en este proceso. Llegando al
resultado de que el 99,8% de la masa inicial agregada de CI para la formacion del sistema

ternario (ver Anexos: Figura 6.8 y Tabla 6.5).

3.2.1. Analisis DLS y Potencial Z

Se realizan alrededor de treinta mediciones de DLS (un ejemplo en Figura 3.17) y
Potencial Z (un ejemplo en Figura 3.18) al sistema ternario para evaluar los posibles
efectos de superficie que tiene el cambio de estabilizante (ver Anexos: Tabla 6.3). El
andlisis DLS revela que al cambiar el estabilizante citrato por el conjunto CI-PEG los
tamafios de las nanoparticulas se hacen mas uniformes, es decir, disminuye la
polidispercidad de la muestra. También se puede observar un aumento en el radio
hidrodinamico de las nanoparticulas, esto es coincidente con lo que se espera, ya que el
tamafo de CI-PEG como estabilizante es mucho mayor que el tamafio del anion citrato.
Se puede confirmar que es el estabilizante el que produce el aumento de tamafio
analizando la figura 3.13, ya que la funcionalizacion de las AuNPs con CI-PEG no hace
variar demasiado el plasmoén caracteristico, indicando que no ha habido aumento de

tamafo ni agregacion de las AuNPs.
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Figura. 3.17: Ejemplo de gréfica comparativa de DLS para AuNPs estabilizadas con

citrato y con CI-PEG.

En el caso del analisis de Potencial Z se observa que la estabilizacién de AuNPs con CI-
PEG produce una disminucion en la carga superficial de las particulas y al mismo tiempo
acota dicha carga en un rango de dispersion menor. La disminucion de la carga de
superficie de las AUNPs es consistente con el proceso de sustitucidn del anién citrato como
estabilizante, debido a que se estd reemplazando una carga ionica negativa por pares de
electrones libres pertenecientes por una parte al grupo amido de DBy, por otra, al grupo
tiol presente en PEG, estos electrones, al encontrarse pareados, no generan desbalance de
cargas en el sistema quimico y producen al mismo tiempo una interaccion mas estable que
el anion con las nanoparticulas. De acuerdo a lo anterior se puede establecer que la
formacion del sistema ternario es capaz de darle propiedades de superficie mas uniformes

a las nanoparticulas.
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Figura. 3.18: Ejemplo de gréafica comparativa de Potencial Z para AuNPs estabilizadas

con citrato y con CI-PEG.

3.2.2. Analisis mediante espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es un método de andlisis que permite estudiar los modos de
vibracién en un compuesto, su uso para la caracterizacién de compuestos de inclusion es
util debido a que mediante esta técnica se puede apreciar cambios sus vibraciones debido
al fendbmeno de la inclusién. Los efectos mas comunes observados en un espectro Raman
para moléculas incluidas son: disminucion de la intensidad de sefiales debido a la
restriccion estérica que supone la cavidad de inclusion, y corrimiento de sefiales debido a
distintos factores como: vibracién influenciada por el entorno, la restriccion total del
movimiento, el apantallamiento de la molécula matriz, que impide que la energia del laser

pueda estimular a la molécula incluida en zonas particulares.
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En el caso del analisis concerniente a este estudio, se pretende observar como las sefiales
caracteristicas de DB se alteran, primeramente, debido al fenomeno de inclusiéon en BCD
y luego con el efecto SERS (Surface-enhanced Raman scattering) que debiese ocurrir en
el espectro como respuesta a la conjugacion del CI con AuNPs. Para ello se toman
espectros Raman del farmaco en su estado puro y se identifican sus sefiales caracteristicas
(ver Anexos: Tabla 6.4), luego las del Cl y finalmente las del sistema ternario (ver figura

3.19).

Al observar la figura 3.19, se aprecia que cuando DB pasa de estar libre a incluida dentro
de la cavidad de BCD la intensidad de sus trazas caracteristicas en la inclusion son bastante
menores que en su contraparte libre, lo cual tiene relacion con la restriccion en los
movimientos que posee la especie incluida y que disminuye su respuesta vibracional frente
a la incidencia del laser. Este efecto descrito se ve respaldado por el andlisis mediante
espectroscopia IR (ver Anexos: Figura 6.7), donde al estar incluida DB en BCD se observa

el mismo efecto.



200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

32000 —— CI+PEG+AUNPs|

25600

19200

12800

55000

44000

33000

22000

165000

110000

55000

0 s 1 L 1 L 1 M 1 1 1 1 1

Raman Shift (cm-1)

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

72

Figura. 3.19: Desde abajo hacia arriba, espectros Raman de: Dacarbazina (DC),

Compuesto de Inlcusion (CI) y Sistema Ternario (CI/PEG/AUNps).
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Ademés de la disminucion en la intensidad de las sefiales por la restriccion de los
movimientos, la variacion de las trazas también refleja el cambio del entorno quimico,
esto es, porque al caracterizar el farmaco puro se esta analizando una muestra que posee
una celda de red cristalina de moléculas de DB puestas una al lado de la otra. Luego, el
analisis del compuesto de inclusion, nos entrega informacion de moléculas de DB aisladas
por la inclusion y esto genera que fendmenos como la influencia de la carga formal del
propio farmaco sobre las moléculas iguales circundantes no esté presente o se vean
notablemente disminuido, lo que genera que la dindmica de equilibrio sea completamente

distinta.

Al conjugarse el Cl con la nanoparticula, teéricamente, la intensidad de algunas trazas
correspondientes a grupos funcionales cercanos a las AuNPs deberia incrementar
sustancialmente o desplazarse en el espectro, fendmeno conocido como SERS, teniendo
su origen en el aumento de la superficie de dispersion por la cercania con una
nanoparticula. Pero este no es el caso, que puede su origen en el apantallamiento
provocado por las moléculas de PEG que recubren el sistema, las cuales pueden actuar
como una barrera impidiendo la oscilacion coherente de los electrones de conduccidn en
las nanoparticulas de oro, lo que tiene como consecuencia que no se aprecien las sefiales

del farmaco y la predominancia en el espectro de nuevas trazas pertenecientes a PEG.
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3.3. Liberacion de Farmaco mediante Irradiacion laser

Como ya se menciond en la seccién 1.5, las nanoparticulas poseen la capacidad de
interactuar con la luz electromagnética incidente respondiendo con la generacion de
movimiento y calor, se le conoce a esto como Resonancia de Plasmon Superficial (RPS).
Estos movimientos de las AuNPs generan en primera instancia la liberacién de los
estabilizantes a su superficie, que en este caso corresponde al Cl y si la incidencia de la
radiacion es méas prolongada pueden generar el fendmeno conocido como hipertermia, la
cual es otra forma de destruir las celulas cancerosas de manera efectiva y localizada

mediante el calor generado por las AuNPs.

Con el objetivo de generar la liberacion del farmaco a través de la induccién de la RPS en
el sistema ternario sintetizado se realiza la metodologia descrita en la seccién 2.2.5,
obteniendo mediante distintos ensayos (ver Anexos: Tabla 6.6 y Figura 6.9) los resultados
promedio que se observan en la figura 3.20., que se encuentran en porcentaje de masa
liberada en cierto intervalo de tiempo de irradiacion respecto de la masa total de DB que
existe en el sistema original, estableciendo que la mayor liberacion de DB ocurre a los 45
min de irradiacion, posicionando la mayor concentracion promedio de liberacion con un
10,73%, dicho resultado se ve aumentado por la liberacion mas alta obtenida en dos
ensayos, los que hicieron crecer la tendencia de liberacion por parte del sistema. Cabe
destacar que la liberacion de farmaco por parte de este sistema ternario es bastante mas
alta que en otros trabajos similares (Sierpe y col., 2015), esto puede deberse a la dinamica
molecular encontrada para el CI, que a pesar de ser estable no retiene demasiado el

huésped, mostrando en algunos momentos interacciones muy débiles, lo que permite
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liberar mas facilmente a DB frente a perturbaciones externas. También hay que considerar
la presencia de la molécula PEG, que como ya se dijo con anterioridad, recubre el sistema
y asi como disminuye la respuesta del mismo frente a la incidencia del laser en las
mediciones de espectroscopia Raman, probablemente también lo hace en este caso,
moderando y amortiguando el efecto de la incidencia del l&ser en los ensayos de
liberacion, ya que por las caracteristicas de baja estabilidad del Cl se podria esperar una

liberacion mucho mas cuantiosa del farmaco.
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Figura. 3.20: Promedio de porcentajes de masa de farmaco liberado mediante irradiacion

laser del sistema ternario en cada intervalo.

3.4. Estabilidad del sistema en el tiempo

Las nanoparticulas son muy sensibles a estimulos externos, como cambios de temperatura,

exposicion a luz solar o interaccion con especies quimicas presentes en el medio ambiente
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circundante que pueden afectar su estabilidad, es por esto que son mantenidas a
temperatura constante (usualmente a 4°C) y aislados de estimulos externos. Ademas de lo
anterior, las nanoparticulas se agregan entre si con el paso del tiempo, aumentando su
tamafio, perdiendo sus propiedades y transformandose en materiales indtiles. La
generacion de un sistema estable debe considerar que este pueda ser almacenado y
posteriormente ser utilizado sin problemas, ademas, la resistencia ante condiciones no
favorables representa una cualidad que permite reducir los riesgos a la hora de la

aplicacion y tener certeza de que no se produciran efectos no deseados.

Entonces, se realiza la metodologia descrita en la secciéon 2.4.5., y la comparacion de
distintas mediciones (ver Anexos: Figuras 6.10, 6.11 y 6.12) resultante de analizar la
distribucion de tamafios entregada por el Analisis de Rastreo de Nanoparticulas (NTA)
entre una sintesis de AuNPs reciente (Figura 3.21) y las muestras que poseen mas de un
afio de antigtiedad (387 dias) indica que, independientemente de si estas se conservan bajo
condiciones dptimas o no, las nanoparticulas estabilizadas en el sistema ternario siguen
teniendo una menor polidispercidad (Figura 3.22), incluso en el caso de las que no se
encontraban refrigeradas (Figura 3.23) ain mantienen una alta concentracion de ellas en
estado 6ptimo de tamafio para ser utilizadas en sistemas bioldgicos. De acuerdo a lo
anterior, se puede decir que la generaciéon de un sistema ternario con los componentes
utilizados es estable y su dinamica de interacciones le permite conservar esa estabilidad

en el tiempo, incluso a condiciones desfavorables.
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Figura 3.21: Distribucion de tamafios de AuNPs entregada por NTA.
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Figura 3.22: NTA para Sistema ternario antiguo mantenido en refrigeracion a 4°C.
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Figura 3.23: NTA para Sistema ternario mantenido a temperatura ambiente.

Relacionando los resultados vistos para la irradiacion laser y la estabilidad del sistema
ternario, se entiende que la adicién de PEG ha sido capaz de otorgarle la estabilidad
suficiente para concluir que el sistema si tiene el potencial para proporcionar al sistema
ternario un alto periodo de circulacion en sangre (que es lo que se busca adicionando este
tipo de polimeros). Sin embargo, esto se contrapone frente a la liberacion del farmaco, ya
que al otorgarle tanta estabilidad no permite una liberacién mayor de DB. El efecto de la
molécula PEG es importante, teniendo en consideracion la baja constante de estabilidad
que posee el Cl anclado a las AuNPs por lo que debe buscarse la concentracion minima

de PEG que permita maximizar la estabilidad y al mismo tiempo la liberacion de farmaco.



4. CONCLUSIONES

Se obtuvo manera de exitosa el CI entre el farmaco DB y BCD, demostrando dicha
obtencion y su estequiometria mediante difraccién de Rayos X y Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrogeno. EI complejo se encuentra en el limite inferior de la escala de
estabilidad, de acuerdo a un valor de su constante de 79,842 M™ y con la realizacion de

una modelacion teorica.

Se obtuvieron AuNPs estables mediante sintesis coloidal, que las hacen adecuadas para
emplearse en sistemas biologicos. Posteriormente se les intercambié la molécula
estabilizante (anion citrato) de manera efectiva por la union de estabilizantes CI-PEG,
dando como resultado un sistema ternario estable en el tiempo, con alta capacidad de carga

y resistente frente a condiciones ambientales no favorables.

Los ensayos de irradiacion laser demostraron que el sistema ternario es capaz de liberar
farmaco de manera controlada mediante la excitacion provocada por una onda
electromagnética incidente, confirmando la generacion del efecto de resonancia de
plasmoén superficial, teniendo una cantidad méaxima de liberacion promedio
correspondiente al 10,73 % respecto de la masa de farmaco que contiene el sistema. Se
considera que la presencia de PEG afecta negativamente el proceso de irradiacion,
apantallando el efecto de excitacidn producido por el laser, impidiendo una liberacién méas

rapida y cuantiosa del farmaco DB.

De acuerdo a lo anterior, se entiende que el sistema ternario generado posee el potencial

para ser probado en sistemas biologicos como alternativa de mejoramiento a los
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tratamientos de cancer actuales, de manera que compatibilice el cuidado de las personas
con el cuidado del medio ambiente a través de la entrega del farmaco de manera controlada
y especifica en el sitio de accion, evitando que el fa&rmaco sea depuesto en las aguas

servidas de las ciudades.
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6. ANEXOS

6.1 Caracterizaciones para estudio de ClI
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Figura 6.1: Integracion de sefiales de H:-RMN del CI: (a) zona de amida y proton del

anillo imidazol y (b) protén H; de BCD.
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Tabla 6.1: Parametros de ensayos realizados para la determinacion del coeficiente de

extincion molar de DB en solucion acuosa, pH igual a 7 'y 25°C.

N° Vol.DC Vol.H,O [ ]=mM Abs Mé&xima 237nm
(nL) (nL) (u.)
1 180 520 0.1214 1.3633
2 160 540 0.1080 1.1227
3 130 570 0.0880 0.8877
4 120 580 0.0810 0.8517
5 100 600 0.0674 0.7453
6 80 620 0.0540 0.6612
7 60 640 0.0404 0.5348
8 40 660 0.0270 0.3974
----- 0.1214 M
fffff 0.1080 M
0.0880 M
a4 e 0.0810 M
0.0674 M
fffff 0.0540 M
129 0.0404 M
~ 1 s T e 0.0270 M
g 1.0
o
% 0.8 4
© 0.6 4
<
0.4 A -
o2d e
190 I 2(I)0 I 210 I 250 I 2;’»0 I 2:10 I 2;30 I ZéO I 2;0 I ZEISO
Longitud de onda (nm)

Figura 6.2: Bandas de absorbancia de DB a 235 nm en solucion acuosa detectadas en los
ensayos de determinacion del coeficiente de extincion molar con DB a distintas

concentraciones.
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Figura 6.3: Regresion lineal de datos de la absorbancia a 235 nm en funcién de la

concentracion molar de DB.

Tabla 6.2: Valores de coeficientes obtenidos para parametros de ajuste matematico en la
determinacion de coeficiente de extincién molar (¢) de DB en solucién acuosa, donde la

pendiente corresponde al valor de &€ (mM™ecm™).

Pendiente 0.97089

Valor Error estandar
Intercepto 0.12513 0.04917
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Figura 6.4: Ensayos realizados para determinacion de constante de asociacion por método

de fases, mediante la mezcla de DB y BCD.



6.2 Caracterizaciones para estudio de AuNPs

—Ensayo 1
—— Ensayo 2
—— Ensayo 3
— Ensayo 4

Absorbancia (nm)

400 ' 500 ' 600
Longitud de Onda (nm)
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Figura 6.5: Espectroscopia UV-vis para ensayos de preparacion de AuNPs estabilizadas

con citrato.
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Figura 6.6: Microscopia TEM de AuNPs estabilizadas con citrato.
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6.3 Caracterizaciones para Sistema Ternario
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Tabla 6.3: Ejemplo de tanda de ensayos realizada para medicion de DLS y Potencial Z.

Nimero

O 00 NO UV A WN R

W W W W INININNNDNNNNNRRRR R B B B B 9
W NPFR O OUOOWNOUUPAWNROUOOOLONOWVPA,WNERDO

Tipo de
medicidn

Size
Size
Size
Zeta
Zeta
Zeta
Size
Size
Size
Zeta
Zeta
Zeta
Size
Size
Size
Zeta
Zeta
Zeta
Size
Size
Size
Zeta
Zeta
Zeta
Size
Size
Size
Size
Size
Size
Zeta
Zeta
Zeta

Muestra

Au-f011
Au-f 01 2
Au-f013
Au-f011
Au-f01 2
Au-f013
Au-c011
Au-c01 2
Au-c013
Au-c011
Au-c012
Au-c 01 3
Au-F021
Au-F 02 2
Au-F 023
Au-F02 1
Au-F 022
Au-F023
Au-F031
Au-F 03 2
Au-F033
Au-F031
Au-F 03 2
Au-F033
Au-C021
Au-C02 2
Au-C023
Au-C031
Au-C032
Au-C033
Au-C031
Au-C03 2
Au-C033

T

°C
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

Z-Ave

d.nm
30.67
30.17
31.09

37.97
40.37
39.51

290.64
30.03
30.12

35.33
37.03
38.28

41.77
40.58
50.13
43.46

43.1
43.18

ZP

mV

-36.9
-39.6
-39.2

-18.1
-18.7
-25

-30.7
-25.5
-33.1

-31.8
-34.2
-35.3

-20.5
-16.5
-19
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Tabla 6.4: Asignacion de sefiales para Dacarbazina en espectro Raman (En base a:

Gunasekaran y col. 2008).

Freg/cm
312
414
568
602
799
800
912
955
1074
1100
1152
1233
1260
1328
1348

1387
1429
1452
1498
1525
1526
1587
1607
1740

Observed = Assignment

330
436
558
638
802

908

964

1074
1117
1137
1222
1267
1302
1341

1372
1402
1411
1444
1489
1508
1545
1585
1650

N-C-C and N-N-C scissoring modes

N-C-O scissoring

N-N-N scissoring and amide bond in-plane bending
N-C-O scissoring and C-N(azide) in-plane bending
C-N-C stretching and ring in-plane deformation
C-N-C stretching and ring in-plane deformation
Ring deformation and N-CH3 stretching

Ring in-plane deformation

NH2 rocking and ring in-plane deformation

NH2 rocking and CH3 rocking

CH3 twisting

Aromatic C-N stretching and NH2 rocking
Aromatic C-H bending and ring deformation
C-N-C symmetric stretching

Ring in-plane bending, azide N-N stretching, and C-NH2
stretching

Ring in-plane bending and azide N-N stretching
CH3 twisting, azide N-N stretching and ring bending
CH3 scissoring

Azide N-N stretching and CH3 scissoring

Ring stretching and CH3 scissoring

CH3 scissoring

NH2 scissoring

NH2 scissoring and aromatic C-C stretching

C=0 stretching
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Figura 6.7: Espectros IR para DB y Cl.
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Figura 6.8: UV-vis de sobre nadantes (SN) de sistema ternario.

Tabla 6.5: Masas de DB detectadas en sobrenadantes (SN) del sistema ternario luego de

la centrifugacion.

Muestra Masa de DB

(8)
SN1 5.300108
SN2 2.810108
SN3 1.100108
SNA 7.09¢10°8
SNB 7.02010°8

SNC 8.72¢10°8
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Tabla 6.6: Masas de DB liberadas en cada intervalo en ensayos de irradiacion laser.

Tiempode Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Promedio Desviacion

Irradiacion (0) (o) (9) (9) (9) Estandar
(min)
0 2.44¢10°% 3.46¢107 3.20¢10°% 7.18¢107 3.03¢10° 1.32¢10°°
15 2.63¢10°  4.14¢10° | 3.51¢10° 1.01.10° 3.43¢10° 1.2010°
30 3.86¢10° 4.72010° 3.57¢10° 1.24¢10° 4.05¢10° 1.77.10°°
45 3.97¢10° 5.51e10° 3.70010° 7.46¢10° @ 4.40410° 1.72¢10°
60 4.01¢10° 6.71¢10° 3.82¢10° 2.21¢10° 4.90.10° 1.86¢10°°
—— NPsAu-cit
; —— NPsAu-fun01
124 — NPsAu-fun02
—— NPsAu-fun03
104 — SN1

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T T T
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 6.9: UV-vis para AuNPs estabilizadas con citrato (NPsAu-cit), funcionalizacion

con estabilizantes CI-PEG y sobrenadante (SN1) obtenido producto de centrifugacion.
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Figura 6.10: Ensayos de NTA para AuNPs.
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Figura 6.11: Ensayos de NTA para Sistema Ternario guardado a 4°C.
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Figura 6.12: Ensayos de NTA para Sistema ternario guardado a temperatura ambiente.



