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Me gustaria creer que cuando muera seguiré viviendo, que alguna parte de mi
continuard pensando, sintiendo y recordando. Sin embargo, a pesar de lo mucho que
quisiera creerlo y de las antiguas tradiciones culturales de todo el mundo que afirman
la existencia de otra vida, nada me indica que tal aseveracion pueda ser algo mds que
un anhelo.

[...] Tal vez esta perspectiva me haya proporcionado una pequeiia motivacion adicional
para seguir con vida. El mundo es tan exquisito, posee lanto amor y tal hondura moral,
que no hay motivo para engafiarnos con bellas historias respaldadas con escasas
evidencias. Me parece mucho mejor mirar cara a cara a la Muerte en nuestra
vulnerabilidad y agradecer cada dia las oportunidades breves y magnificas que brinda
la vida.

-Carl Sagan
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RESUMEN

La amplificacién de fluorescencia provocada por metales se refiere al uso de coloides
metalicos o a nanoparticulas metélicas en sistemas fluorescentes. Ofrece la oportunidad
de modificar las propiedades de fluorescencia de los fluoréforos, ya sea en el campo
cercano o lejano. Dentro de los beneficios que posee la amplificacion de fluorescencia
provocada por metales respecto a la técnica tradicional se pueden destacar: el aumento en
la eficiencia de la emision fluorescente, el aumento de la sensibilidad en la deteccién, la
proteccion del fluoréforo contra el fotoblanqueo, aplicabilidad a casi cualquier moléeula,

incluyendo croméforos intrinsecos y extrinsecos.

En esta tesis se investigd la amplificacién de fluorescencia en estado sélido, utilizando
nanoparticulas de plata sobre vidrio medificado, de tres moléculas orgdnicas: rodamina
B, tioflavina T y azul Nilo. Para separar a las moléculas de la superficie modificada con
nanoparticulas, se utilizaron cuatro matrices supramoleculares: p-ciclodextrina,
cucurbit[7]urilo, y dos derivados de calabadion, con diferente tamafio de la cadena lateral
(motor 1 y motor 2). Los compuestos de inclusién de las matrices con los fluoréforos en
estudio fueron caracterizados mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
de protones ('H-RMN) y acoplamiento molecular (docking). Posterior a esta
caracterizacion, se estudiaron las constantes de asociacién entre los fluoréforos y las

matrices, asi como también, los cambios en las sefiales de absorcién y emision de las
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moléculas incluidas. Para esto, se llevaron a cabo andlisis de espectroscopia UV-Vis y de

fluorescencia.

Para realizar los estudios de amplificacion de fluorescencia en estado sélido se
meodificaron vidrios con polimero policationico MADQUAT, sobre los cuales se
depositaron nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos quimicos. La superficie fue
caracterizada mediante espectroscopia UV-Vis y microscopfa de fuerza atomica.
Finalmente, los compuestos de inclusién fueron depositados sobre la superficie
modificada con nanopartfculas y se estudiaron sus propiedades luminiscentes mediante
espectroscopia de fluorescencia en estado sélido. Para rodamina B se observaron dos
fen6menos independientes de amplificacion de fluorescencia: uno debido a la presencia
de la superficie nanoparticulada y otro debido a la inclusion de la molécula en las
cavidades de las matrices supramoleculares. Al combinar estos dos efectos, se obtuvieron
valores de amplificacién de fluorescencia para la molécula incluida en las cuatro matrices
diferentes del orden entre 30-60. Para tioflavina T, se obtuvieron amplificaciones de
fluorescencia con las matrices aciclicas, sin embargo, se deben llevar a cabo estudios
posteriores para determinar el fenémeno. A pesar de esto, el uso de matrices
supramoleculares como separadores entre la superficie modificada con nanoparticulas de
plata y los fluoréforos se presenta como un método eficiente para mejorar las propiedades

luminiscentes de colorantes organicos.
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ABSTRACT

Metal-enhanced fluorescence refers to the use of metal colloids and nanoscale metallic
particles in fluorescence systems. It offers the opportunity to modify the basic properties
of fluorophores in both near- and far-field fluorescence formats. Benefits of metal-
enhanced fluorescence compared to traditional fluorescence include: increased efficiency
of fluorescence emission, increased detection sensitivity, protection against fluorophore
photobleaching, applicability to almost any molecule, including both intrinsic and

extrinsic chromophores.

In this work, we studied the fluorescence enhancement in the solid state, using silver
nanoparticles deposited onto the surface of modified glass, of three organic molecules:
rhodamine B, thioflavin T and Nile biue. To separate the molecules from the surface we
tested four supramolecules: B-cyclodextrin, cucurbit[7]uril, and two calabadion
derivatives with different lateral chain length (motor 1 and motor 2}. Inclusion complexes
of the fluorophores with the supramolecules were characterized by nuclear magnetic
resonance (\H-RMN) and molecular docking. Then, we determined the association
constants of the complexes and studied the changes in the absorption and fluorescence

signals of the guests. To do so, UV-Vis and fluorescence analysis were performed.
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Glass surface was modified with a cationic polymer (MADQUAT). Then, we proceeded
to deposit silver nanoparticles over this modified surface to perform solid state
fluorescence analysis. The surface was characterized by UV-Vis spectroscopy and atomic
force microscopy. Finally, inclusion complexes were deposited over the silver
nanoparticles modified surface and their luminescent properties were studied by solid state
fluorescence spectroscopy. For rhodamine B we observed two independent behaviors of
fluorescence enhancement: the first due to the presence of silver nanoparticles surface and
the second due to the inclusion of the fluorophore inside the supramolecules’ cavity. These
two effects were combined to obtain enhancements with a factor of 30-60. For thioflavin
T, we observed enhancements with the acyclic matrixes, however, more studies are
needed to explain this behavior. Despite this, the approach of using supramolecular
matrixes as separators between the surface and the fluorophore is presented as an efficient

method to improve fluorescence properties of fluorescent probes.
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1

Introduceion

1.1  Cucurbitfn]urilo

Cucurbit[6]urilo (CB[6]) es un compuesto hexamérico macropoliciclico sintetizado
mediante fa condensacion, catalizada por écido, de glicoluril y formaldehido. Su nombre
se debe a su parecido a una calabaza que pertenece a la familia Cucurbitaceae, y a un
“cucurbit” que corresponde un recipiente conectado a la parte inferior de un alambique,

sistema utilizado por los alquimistas para destilar.

Su sintesis fue reportada por primera vez en el afio 19052, pero su naturaleza quimica y
su estructura fueron desconocidas hasta el afio 1981 en que Mock et al.! publicaron su
completa caracterizacion. Probablemente, otros andlogos de CB[n]s deben haber sido
formados junto con CB[6] en las condiciones reportadas por Mock?, pero hubo que esperar
hasta el afio 2000 para el aislamiento y la caracterizacién estructural mediante difraccion
de rayos X de los tres nuevos miembros de la familia CB[n] por Kim et al’., (CB[5],
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CB[7], CB[8]). Aproximadamente dos afios después Day ef a identificaron y

cristalizaron el complejo CB[5]=CB[10].
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Figura 1.1: Estructuras cristalinas de rayos X de los CB[n]s (n =3 -10)°

1.1.1 Preparacion y caracterizacion

Se han descrito varios procedimientos para la preparacion de mezclas de CB[n]s, todos
basados, en general, en los protocolos desarrollados por Day’, Kim* e Isaacs’.
Generalmente, una mezcla de glicoluril, formaldehido acuoso o paraformaldehido, y acido
clorhidrico o sulfirico (concentrado, o diluido hasta aproximadamente 5 M) se calienta
entre 80°-100°C durante 10-100 h. La evaporacion y consecutivas precipitaciones en agua
y metanol proporcionan la mezcla de CB[n]s (n= 5 =8, siendo CB[6] el componente
mayoritario), asi como trazas de CB[5]cCB[10]. La separacién de cada componente esta
basada en sus diferentes solubilidades en agua, agua/metanol y 4cido clorhidrico diluido.
Una variacion util, es la propuesta por Day?, y repetida por Halterman® y Leventis’, en la
cual los autores utilizan una solucion caliente de glicerol acuoso al 20% para extraer CB[7]
de la mezcla de CB[n]s con buena selectividad. Recientemente, Scherman'” reportd una

separacion alternativa de CB[5] y CB[7], amigable con el medio ambiente: CB[7] puede




precipitarse selectivamente bajo complejacion con bromuros de 1-alquil-3-metilimidazol
e intercambio aniénico con hexafluorofosfato de amonio. CB[5] fue recristalizado de la
fase acuosa. En un estudio posterior, Scherman'' report6 la separacion de los componentes
poco solubles de los CB[n]s. CB[8] puede complejarse selectivamente con bromuro de
naftil metil imidazol, aumentando su solubilidad en agua de manera dramatica. CB[6]
permanece insoluble en la mezcla acuosa y es posible separarlos. El CB[6] que permanece
insoluble. es disuelto en un solucion acuosa de bromuro de etil metil imidazol, y luego
desacomplejado mediante metatesis en estado sélido. Los métodos de purificacion se

resumen en los siguientes esquemas:

[Npmim]Br in water (C,mim]Br in water

CBI5}+CB{[7}-[C,mim]Br (aq.)

CB6] (s) +  CBIBJ{[Npmim]Br),(aq.)
. NH,PF
[C,mim]Br 4.
lin ivater lN H,PF,
. CB[5]with 4+  CB[7}{C,mim]PF,(s)
B[6]-[C,mim]Br (aq.) CB[8]-([Npmim]PF,), (s) impurity (aqg.) . .
. 2‘ (C,mim]Br in water
concentrate [Npmim]Br in water concentrate (80C)
and precipitate (80 °C) then extract and precipitate
' by MeOH with DCM by MeOH CB[7}-{C,mim]Br (aq.)
CBI6]-[C,mim]Br (s) CB[8]-([Npmim]Br), (aq.) crude CB[5) (s) concentrate
and precipitate
o e and precipitate  Recrysalisaion by MeOH.
reflux in DCM by MeOH in water
CB7}C,mim]Br (s)
- CBI(8]-(INpmim]Br), (s)
NH,PF, and
NH,PF, and reflux in DCM
reflux in DCM

Figura 1.2: Métodos de purificacion de CB[n]s amigables con el medio ambiente,

utilizando sales de alquil-, aril- imidazol"'




Ademds del analisis elemental, Ia pureza de los macrociclos puede determinarse mediante
C!3.RMN, debido a que los corrimientos quimicos de los carbonos se desplazan a campo
bajo a medida que aumenta el ndmero de monémeros que componen el macrociclo, a lo

largo de la serie de CB[n]s*’

1.1.2 Propiedades fundamentales de CB[n]s

Los CBI[n]s poseen dos anillos de grupos carbonilos y una cavidad hidrofébica. La
profundidad total de los macrociclos es de 9,1 A, si se incluye el radio de van der Waals
de los 4tomos de oxigeno. El ancho de la cavidad de CB[5]-CB[8] varia entre 4,4 y 8,8
A. El diametro del portal de los CB[n]s es aproximadamente 2 A mas estrecha que la
cavidad del macrociclo lo cual resulta en una unidn constrictiva que produce barreras

estéricas significativas a la asociacién y disociacién del huésped'®.

Una de las potenciales limitaciones de la familia CB[n] es su relativamente baja
solubilidad en agua: CB[6] y CB[8] son practicamente insolubles (<50 pM), mientras
CBJ[5] v CBJ[7] presentan modesta solubilidad (3 - 4 mM). Como en la urea, sin embargo,
los carbonilos que rodean los portales de entrada de los CB[n]s se comportan como bases
débiles. Debido a esto, la solubilidad de CB[5]-CB[8] aumenta dramaticamente en

soluciones acuosas concentradas de acido!!413,

Una de las caracteristicas sobresalientes de CB[5]-CBJ[8] es su alta estabilidad térmica:




analisis termo-gravimétricos muestran que exceden la temperatura de 370°C en todos los

Casos.

1.1.3 Cucurbit]7]urilo

CB[7] es un macrociclo atractivo para el estudio de las propiedades fluorescentes de
colorantes organicos, CB[7] exhibe una amplia cantidad de efectos deseables en las
propiedades fluorescentes de colorantes organicos en agua, dentro de la que se destaca el
aumento de la estabilidad térmica y fotoquimica de los fluoréforos, las cuales son
acompaiiadas, dependiendo de la especie, por un aumento del brillo. Estas propiedades
estan relacionadas a la naturaleza de la cavidad de CB[7], en particular a su baja
reactividad quimica y a su baja polarizabilidad. Ademsés, las constantes de asociacién
determinadas por titulaciones espectrofotométricas y de fluorescencia son altas (10*-10°
M! para la formacién de complejos 1:1), lo que permite el uso de concentraciones bajas

de CBJ[7], asegurando una formacién del complejo virtuaimente cuantitativa (>90%)'°.

Se han estudiado ciclodextrinas!™® (CDs) y calixarenos solubles en agua!® como
macrociclos para mejorar las propiedades fluorescentes de los colorantes en agua. Se han
observado mejoras, principalmente afectando la desagregacién de los fluoréforos? en la
solucién, sin embargo, la adicién de CDs no presenta una aproximacién general y
frecuentemente provoca efectos no deseados, particularmente en la reduccion del brillo,
por ejemplo, para colorantes xantenos, los cuales presentan rendimientos cudnticos muy

altos en ausencia de aditivos®!. Ademds, las constantes de asociacién que exhiben las CDs




con los colorantes orgdnicos son generalmente pequefias (10%-10° M™)?2! 1o que
requeriria concentraciones excesivas de la matriz para asegurar una formacion del
complejo virtualmente cuantitativa. Por tanto, las matrices supramoleculares de
cucurbiturilos se proponen como un método novedoso y eficaz para la amplificacion de

fluorescencia de colorantes orgédnicos.

1.1.4 Cueurbiturilos aciclicos

Una de las limitaciones de las matrices de cucurbit[n]urilos, comparados con otras
matrices como por ejemplo ciclodextrinas y calixarenos, es la dificultad para su
funcionalizacién. Dos métodos han sido utilizados a la fecha 1) la utilizacion de
subunidades de glicoluril funcionalizadas y 2) la oxidacion del macrociclo de CB[n] para
generar derivados perhidroxilados, haciendo reaccionar los grupos hidroxilos para generar
los sustituyentes deseados®’. En el curso de detalladas investigaciones acerca del
mecanismo de la formacion de los CB[n]s, Isaacs?>** ha preparado otros tipos de CBJ[n],
tales como nor-seco-CB[n] (con uno o mas enlaces metileno faltantes) y oligémeros de
cucurbiturilos aciclicos. La dificultad en Ia funcionalizacién de los CB[n]s ciclicos puede
ser disminuida trabajando con versiones aciclicas de los CB[n]s®, de tal forma que los
grupos de glicoluril terminales pueden ser funcionalizados con sustituyentes apropiados?®.
Dentro de este grupo de receptores se encuentran los compuestos denominados calabadion
1y 2 (figura 1.3), en los cuales los tetrdmeros de glicoluril son terminados con grupos
fenilos o naftilos disustituidos, Las matrices aciclicas de tetrameros de glicoluril pueden

ser sintetizadas utilizando materiales de partida economicos, mediante tres pasos




partiendo desde glicoluril, el derivado biséter de glicoluril, y los anillos arométicos
disustituidos terminales. Al igual que las matrices de CB[n]s, estos receptores aciclicos
con forma de C tienen una endocavidad hidrofébica, que le permite unir porciones
hidrofébicas de ciertos huéspedes, y un par de grupos carbonilos por subunidad de
glicoluril que facilitan interacciones ion-dipolo con porciones catidnicas presentes en el
huésped. Los tetrameros aciclicos de glicoluril estdn terminados con anillos arométicos
fenilo o naftilo, favoreciendo interacciones @ — 7 con huéspedes aromaticos. Ademas, los
calabadiones contienen grupos sulfonato en las porciones arométicas de la molécula que
aumentan su solubilidad en agua y proveen interacciones ion — ion adicionales con los
huéspedes. Estos receptores flexibles han mostrado, a través de la formacion de complejos

huésped — matriz, aumentar la solubilidad en agua de huéspedes poco solubles /%%,

S0;Na S0;Na
0 0 0 o]
QA NE NN PN
oyt i3t
o T e e Y o
0 o]
SO;Na Calabadion 1 504Na
S05Na S0;Na
0 0 o]
0 /\ )j\
SRR
S G i T 0
¢] (o} (e
S03Na Calabadion 2 504Na

Figura 1.3: Estructuras quimicas de calabadién 1 y calabadién 2




Los derivados aciclicos que presentan grupos sulfonato en su estructura son més soiubles
en agua (346 mM para el calabadién 1, 18 mM para el calabadion 2) que los CB[n]s
ciclicos (20 mM para el CB{7]) y exhiben cinéticas de intercambio de las moléculas
huéspedes mas rapidas que los derivados ciclicos. Los calabadiones tienen baja tendencia
a autoasociarse, a pesar de la presencia de anillos aromaticos en su estructura®’. La
naturaleza aciclica de estos derivados les permite variar el tamafio de sus cavidades para
adaptarse al tamafio del huésped y asf maximizar el efecto hidrofobico®. La adicion de
cuatro cadenas laterales alquilicas, terminadas con grupos carboxilato o sulfonato
anidnicos, resulta en interacciones electroestaticas favorables con centros de amonio

cuaternario, ademéas de aumentar su solubilidad en agua®.

1.2 Interaccion macrociclo-flnoroforo

La excitacién al estado excitado singulete genera diferentes caminos de desactivacién,
incluyendo decaimiento radiativo (k;), transferencia de energia resonante de Forster
(krrer), formacion de fotoproducto (kp), conversion interna (kic), entrecruce de sistemas
(kisc), apagamiento inducido por solvente, y apagamiento debido a aditivos o al oxigeno.
Los efectos observados de fluorescencia luego de la complejacion hiiesped/matriz, ya sea
apagamiento o aumento, puede rastrearse, en la mayorfa de los casos, por efectos
predominantes en la constante de velocidad de un solo proceso. En la mayoria de los casos,
los efectos de la complejacion por inclusién son entendidos satisfactoriamente en términos
de los efectos en kic, relacionados con i) la re locacion del fluoréforo dentro de un
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ambiente méas hidrofobico en la cavidad de la matriz”* - o ii) el confinamiento geométrico




del croméforo dentro de la matriz, el cual restringe grados de libertad rotacional y
vibracional!5335 desfavoreciendo caminos de decaimiento no radiativo. Adicionalmente,
bajo complejacién, el fluoréforo podria estar también “mecénicamente™ protegido de
apagadores externos (intermoleculares), incluyendo al solvente y al oxigeno, por las
paredes del macrociclo’®*’. El solvente puede interactuar con un fluoréforo excitado, entre

384y puede promover

otras formas, por reacciones de transferencia de hidrogeno
procesos de ionizaci6n simples o multi foténicos* ™, todos los cuales pueden causar un
apagamiento permanente del cromoéforo mediante reacciones quimicas irreversibles a
menos que los estados fundamentales sean recuperados eficientemente por “interseccion
conica a lo largo del camino de reaccion™ 38414344, Lo iltimo es frecuentemente el caso

de los procesos de abstraccion de hidrogeno®®4

y los procesos que involucran
formacién de eximeros*. Como resultado de la encapsulacion, la agregacion de fluoréforo
puede verse impedida, causando cambios notables en las propiedades fotofisicas de la
solucién que contiene al fluor6foro™>%*# En otros casos, la formacién de dimeros
puedes ser promovida por matrices con grandes cavidades (CB[8])*’. De manera
interesante, interacciones periféricas (asociacion sobre inclusién) entre la matriz y la

molécula de fluoréforo pueden causar cambios en Ia fluorescencia mediante agregaciones

mediadas por la matriz cerca de los portales del macrociclo®.

Ademaés de los efectos fotofisicos en los fluoréforos causados por los cambios en el
microentorno, confinamiento, y apagamiento difusional; cambios en el equilibrio
qufmico, particularmente en el equilibrio de protonacién, pueden causar variaciones

pronunciadas en las propiedades dpticas. Por ejemplo, los CB[n]s pueden causar cambios




significativos en el pKa de las moléculas huéspedes en el estado fundamental®>* asi como

en el estado excitado®®3%,

k on?

[ ky = f(n)

F.

apagamiento
externo

Sin desactivacion ‘

por solvente

ki Kisc

Figura 1.4: Caminos de decaimiento fotofisicos para el estado excitado de fluoréforos

incluidos en el macrociclo®.

1.3 Nanoestructuras metalicas

Las nanoparticulas metalicas (MNPs) han ganado mucho interés en ciencia y tecnologia
debido a sus propiedades especificas dependientes del tamaiio las que pueden ser
utilizadas en tecnologias futuras como aplicaciones en sensores®™®2 diagndstico

médico®?, catalisis®®® o en nanoelectronica®®®’, entre otras. Las MNPs exhiben una buena
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estabilidad quimica v pueden ser funcionalizadas con cualquier molécula donadora de
electrones. Hasta ahora, se han desarrollado muchos protocolos para obtener MNPs en
una, dos o tres dimensiones®. Diferentes conceptos han sido desarrollados para el disefio
de materiales nuevos con propiedades altamente especificas, basados en las propiedades
tinicas de las MNPs, ya sea de una de ellas o en un conglomerado, a causa de sus

acoplamientos dipolar, magnético o electrénico%%7.

Existen dos técnicas diferentes para preparar MNPs: métodos quimicos y fisicos. Los
métodos quimicos tfpicamente, involucran la descomposicién o precipitacion de un
precursor que contenga el metal en su estructura. Estos métodos son los mas ampliamente
utilizados debido a la disponibilidad de los reactivos y el bajo costo a escala de laboratorio.
Los métodos fisicos, tipicamente, involucran la produccién de dtomos o cliisters del metal
en fase gaseosa® . Otro método de preparacion, puede describirse brevemente como el
bombardeo, con un plasma de argon, de una lamina metalica de alta pureza, seguido de
una deposicién de los atomos o clusters de oro sobre un sustrato elegido, para crear una
dispersion uniforme de MNPs’!. Esta técnica presenta ciertas ventajas sobre los métodos
ya descritos. Por ejemplo, no presenta contaminacién por solvente o de los precursores en
la superficie de deposicion. El procedimiento es econémico y amigable con el medio
ambiente, debido a que el exceso de oro es recuperado de la cdmara y no hay residuos

liquidos™.
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1.4  Amplificacién de fluorescencia por superficies metilicas

Los primeros reportes experimentales y tedricos sobre fluorescencia amplificada por

metales (SEF, por surface enhanced fluorescence) datan de los afios 70s y 80s™78

, pero
tales aumentos eran opacados po} aquéllos mucho mayores (del orden de 10°-10'%)
observados en SERS™®!, Sin embargo, pocos afios atrds, se ha notado que grandes
amplificaciones de la fluorescencia (acompafiadas por la eliminacion de la
fotodegradacién debida al acortamiento de los tiempos de vida del estado excitado)
deberfan ser posibles para fluordforos depositados cerca de particulas metdlicas bajo
condiciones cuidadosamente optimizadas. Ademas, la fluorescencta es tan ampliamente
utilizada en dispositivos 6pticos, imagenes de microscopio, biologia, investigacion
médica, y en diagnéstico que mejorar la sensibilidad al limite de la deteccién de una sola
molécula representa un gran desaffo. Para su uso en aplicaciones meédicas y
biotecnolégicas, tales como diagndstico o dispositivos microfluidicos, seria til obtener
SEF en los lugares deseados donde mediré el dispositivo. En vista de esto, la posibilidad
de utilizar coloides de metales y particulas anisétropas, ha sido ampliamente

investigada®-%7,

La localizacion de la luz juega un rol importante en SEF. Estudios han mostrado como el
campo electromagnético (EM) puede ser aumentado significativamente cerca de objetos
y superficies metdlicas cuando el tamafio de éstos es mucho menor que la longitud de onda
utilizada y/o detectada. Cuando los objetos metdlicos son mucho mas pequefios que la

longitud de onda, los campos magnéticos y eléctricos pueden ser localizados, dando origen
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a heterogeneidades en la distribucién de campo EM® que pueden ser utilizadas para

producir un aumento EM local.

Estas heterogeneidades pueden utilizarse para excitar especificamente a un fluoréforo
dado. Ellas son vnas de las principales fuentes de amplificacion. Cualquier localizacion
de intensidad EM cerca de nanoestructuras metalicas que se acoplen a los modos de
propagacién puede aumentar la fluorescencia en varios érdenes de magnitud. Estas

intensidades EM altas, se aplican a potenciar varios efectos no lineales tales como

9-5 03,94

generacién de arménicos secundarios®® 2 o al scattering Raman™,
Las notables propiedades de los sistemas metalicos surgen debido al fuerte acoplamiento
entre el fluoréforo y la surperficie plasmén-resonante de los metales®. Dependiendo de la

frecuencia de emisién del fluréforo w, la distancia d entre el fluoréforo y el metal®

,yen
el tamaiio de la nanoestructura metalica, existen diferentes interacciones con efectos

draméticamente distintos:

» Para regimenes de baja frecuencia, w<wsp de donde wsp es la frecuencia del
plasmén de superficie, y cuando la distancia d es del orden de 1 nm, el fenémeno
dominante es el amortiguamiento de Landau®’, un amortiguamiento eficiente de la
fluorescencia.

o Para w~wsp, la exitacion coherente del plasmén de superficie tiene lugar cuando

d >1 nm y cuando el metal es nanoestructurado. El metal puede actuar como una
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1.5

nanoantena potenciando la fuerza del oscilador del dipolo y, por tanto, se espera
que la fluorescencia sea potenciada. Es importante mencionar que esta
amplificacién puede ser provocada en diversos fenémenos épticos donde la sefial,
usualmente, es muy baja. Algunos ejemplos son: scattering Raman amplificado

por superficies (SERS)*»%, efectos no lineales fuertemente aumentados®™ como

100-104 105

fotoluminiscencia y control coherente'””, y la amplificacion por plasmoén de
superficie de emision de radiacién estimulada (SPACER), predicho por Bergman
and Stockman'®,

Para w~wsp , d >1 nm para un metal de extension macroscopica, pero no para
nanoestructuras, los modos de propagacion de los polaritrones de plasmén de
superficie (SPPs) son los excitados. En este caso, el sistema metalico juega un rol
de antena dptica que propaga la excitacién del fluoréforo en el campo lejano®>%7.

Esto produce un aumento en la eficiencia y en la intensidad de la fluorescencia y

un acortamiento del tiempo de ésta.

Hipotesis de trabajo

Moléculas organicas fluorescentes incluidas en matrices supramoleculares, depositadas

sobre vidrio modificado con nanoparticulas de plata, presentaran una amplificacion de su

fluorescencia, adicional al producido por el fenémeno de inclusién; esto es, una

amplificacion promovida por la presencia cercana de una superficie metélica

nanoparticulada.
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1.6  Objetivos

1.6.1 Objetivo General

Contribuir al conocimiento de la influencia de los procesos de inclusién y de las
superficies metalicas nanoparticuladas a los procesos de amplificacién de fluorescencia,
mediante el disefio, sintesis y formacion de arquitecturas supramoleculares conjugadas

con nanoestruturas metalicas,

1.6.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar, purificar y caracterizar cucurbit[7]urilo

- Sintetizar y caracterizar dos derivados aciclicos de glicoluril M1C4 y M2C4

- Estudiar la autoasociacion de M2C4 en agua

- Estudiar la formacién de compuestos de inclusién de [-ciclodextrina,
cucurbit[7jurilo y de los derivados aciclicos con tres moléculas orgénicas
fluorescentes (rodamina B, azul nilo y tioflavina T)

- Determinar las constantes de asociacion y los tiempos de vida de fluorescencia de
los compuestos de inclusién formados con las moléculas organicas fluorescentes

- Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata utilizando métodos quimicos
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Modificar vidrio con nanoparticulas de plata sintetizadas mediante métodos
quimicos

Depositar sobre vidrio modificado compuestos de inclusién de los tres fluoréforos
estudiados con las cuatro matrices supramoleculares

Estudiar la amplificacion de fluorescencia de los fluoréforos en estado solido
mediante espectroscopia de fluorescencia.

Estudiar y proponer modelos explicativos que correlacionen la estructura con los

cambios en las propiedades fotofisicas de los colorantes en estudio.
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2

Parte Experimental

2.1  Materiales

Todos los reactivos fueron adquiridos comercialmente y utilizados sin ningtin proceso de
purificacién adicional, a excepcitn de la B-ciclodextrina la cual fue secada al vacio previo
a su utilizacion.

2.2  Sintesis de compuestos

2.2.1 Glicoluril (tetrahidroimidazo[4,5-d]imidazol-2,5(1H,3H)-diona)’

=0

HN™ NH

L

HN,_ NH

0=

Figura 2.1: Glicoluril

Se mezclan 30 g (0,5 mol) de urea, 22 ml (0,15 mol) de solucién de glioxal al 40% en 150

ml de agua a temperatura ambiente. Se agregan, gota a gota, 4 ml de 4cido clorhidrico
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concentrado. La solucién se agita por 72 horas a temperatura ambiente. El precipitado
obtenido es filtrado, lavado tres veces con 20 ml de agua y dos veces con 20 ml de etanol.
Se seca al vacio y finalmente se recristaliza desde agua. (15,94 g, 45%) 'H NMR (400

MHz, DMSO) & 7.14 (s, 4H), 5.23 (s, 2H).

2.2.2 CB[7]

=
ey
Iy
)
>
L

Figura 2.2: Cucurbit[7]urilo

En un vaso de precipitados de 300 ml se agregan glicoluril (20 g, 140.7 mmol),
paraformaldehido (8.45 g, 281.5 mmol) y HCI 5M (150 mL). La mezcla se calienta a 80°C
durante 8 dias. Durante este periodo se continua la adicion de HCI 5M para mantener el
volumen constante. La mezcla de reaccion se enfria a temperatura ambiente y se filtra. Al
filtrado, se agregan 400 mL de metanol y se deja decantar por un dia. La mezcla se filtra
y el sélido se lava con metanol (2 x 100 mL). Luego, el solido seco se vacia sobre una
solucién de glicerol acuoso al 20% v/v (500 mL). La mezcla es calentada a 80°C durante
3 h, luego se filtra. Al filtrado se agrega metanol (400 mL) y la mezcla se deja reposar por
una noche. Finalmente el sélido obtenido se filtra y se lava con metanol (3 x 100 mL) para
obtener CB[7] como un sélido blanco (5.24 g, 23%) 'HNMR (400 MHz, D20) § 5.72 (d,

J=15.5 Hz, 14H), 5.53 (s, 14H), 4.23 (d, J = 15.5 Hz, 14H).
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2.2.3 Espectrometria de masas

Se prepard una muestra de concentracién 1 mg/mL de CB[7] en agua. Se tom¢ una
alicuota de 1 pL de esta solucién y se mezclé con 1 pL de la matriz acido a-ciano-4-
hidroxicinimico (CHCA; preparada a una concentracion de 10 mg/mL en acetonitrilo
50% v/v y acido formico 0,1 %) en una placa porta muestra micro scout (Bruker Daltonics

Inc., MA-USA).

La adquisicion del espectro de masa se realizo en un equipo MALDI-TOF Microflex
(Bruker Daltonics Inc., MA-USA) en modo de i6n positivo mediante deteccién por
reflexion. Previo a la obtencion de los espectros, se realiz6 una calibracién del equipo con
un estandar externo correspondiente a una mezcla de péptidos de masas 700 — 1800 Da.
Para el control del espectrémetro se utiliz6 el programa flexControl 3.0 (Bruker Daltonik

GmbH, Alemania).

El espectro final corresponde a la suma de 10 barridos de 30 impactos de laser (300
impactos de lser en total) aplicados en diferentes puntos tomados al azar de la mezcla

depositada en la placa porta muestra.

Para el analisis de los espectros se utilizé el programa mMass version 5.5.0°, Para la
deteccion de las sefiales m/z monoisotopicas de los espectros adquiridos se utilizo el
algoritmo MALDI-TOF Peptides utilizando los parametros por defecto (razén sefial/ruido

de 3,5 y un limite de intensidad relativa de 0,5%). El analisis de los aductos se realizé por
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medio de la herramienta MS Adduct Calculator?.

En la figura A3 (ver Anexos) se muesira el espectro de masas para CB[7] con
concentracion 1 mg/mL. En base a las sefiales m/z observadas en el espectro se estimo
una masa monoisotépica de 1162,3569 g/mol a partir de la cual se explicarian las sefiales
m/z 1163, m/z 1185, m/z 1201 y m/z 2325 que corresponderian a la forma protonada
(especie [M+H]"), al aducto sédico (especie [M+NaJ"), al aducto potésico (especie

[M+K]" v a la forma dimérica protonada (especie [2M+H]"), respectivamente.

2.2.4 Dimetil glicoluril®

Figura 2.3: Dimetil glicoluril

Una solucién de urea (30 g, 0.5 mol) en HC10,3 M (74 mL) es tratada con 2,3-butanodiona
(13.15g, 0.15 mol). La solucién es agitada a temperatura ambiente durante 12 horas. La
mezcla de reaccion es filtrada y el solido es lavado con agua (2 x 50 mL) y fuego con
etanol (50 mL) para obtener el producto como un sélido blanco (19.7 g, 76%) 'H NMR

(400 MHz, DMSO) § 7.07 (s, 4H), 1.32 (s, 6H).
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2.2.5 Diéter tetraciclico de dimetil glicoluril®

1
NN
O~—}+O
N N

{

Figura 2.4: Diéter tetraciclico de dimetil glicoluril

Una suspensién de 3,91 g de dimetilglicoluril (23 mmol), 8§ ml de solucién de

formaldehido al 37%, 5 ml de agua y 16 ml de acido clorhidrico concentrado se agita por

24 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se agregan 70 ml de agua a la mezcla

de reaccion y se agita por 12 h mas. El precipitado formado se filtra, se lava tres veces con

50 ml de agua y dos veces con 20 ml de etanol. El producto se recristaliza desde metanol

y se obtienen cristales transparentes. (3,2 g, 53%) "HNMR (400 MHz, DMSO) 5520,

J=11.4 Hz, 4H), 4.9 (d, T = 11.4 Hz, 4H), 1.80 (s, 6H).

2.2.6 Dimero de glicoluril®

H

B
Loy
Raee

Figura 2.6: Dimero de glicoluril
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Una mezela de glicoluril (50 g, 0.351 mol) y paraformaldehido (10.5 g, 0.351 mol) en HC1
8M (70 mL) se calienta a 50 °C durante 48 horas. Transcurrido el tiempo la mezcla de
reaccién de enfria y se filtra. El sélido obtenido es lavado con agua (50 mL) v luego
recristalizado desde TFA (150 mL) para obtener el producto como un sélido blanco (33
g, 61%) 'H NMR (400 MHz, DMSO) 8 7.65 (s, 4H), 5.59 (d, J = 14.4 Hz, 2H), 5.35(d, J

= 8.5 Hz, 2H), 5.23 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 4.03 (d, ] = 14.5 Hz, 2H).

2.2.7 Metil tetrimero®

0 0 0 0
/—NJ\NANJ\NANJ\NANJLN—\
L
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DG G G ¢
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Figura 2.7: Metil tetrametro

A una mezcla de 8,4 g de dimero de glicoluril en 62 mL de dcido metanosulfénico se
afiaden 30,4 g de diéter tetraciclico de dimetilglicoluril. La mezcla se calienta a 50 °C
durante 3 horas. Transcurrido el tiempo, la mezcla se vierte en 700 mL de acetona y se
obtiene un precipitado, el cual se filtra al vacio. El sélido se lava 2 veces mas con 700 mL
de acetona y luego dos veces con 700 mL de agua. Finalmente, el sélido es lavado dos
veces con 700 mL de una solucién 5 mM de 1,6-hexanodiamina diclorhidrato. El solido
es filtrado y secado al vacio. (12.20 g, 60%) 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 5.68 (d, ] =

14.5 Hz, 2H), 5.58 — 5.50 (m, 6H), 5.42 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 5.16 (d, T = 10.8 Hz, 4H),
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4.83 (d, J = 10.9 Hz, 4H), 4.29 — 4.17 (m, 6H), 1.80 (s, 6H), 1.62 (s, 6H).

2.2.8 Hidroquinona C4 wall

OR
R=(CH2)4803NB
OR

Figura 2.8: Hidroquinona C4-wall

8.162 g (0.0742 mol) de hidroquinona en una solucién acuosa de NaOH 2,5 M (114 mL)

es tratada con una solucion de 1,4-butanosultona (25 g, 0.183 mol) disuelta en 1,4-dioxano

(147 mL). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 12 horas y luego es filtrada.

El sélido obtenido se lava con acetona (2 x 160 mL) y luego es secado para obtener el

producto como un sélido blanco (24.04 g, 76%) 'H NMR (400 MHz, D20) d 6.99 (s, 4H),

4.07 (¢, J = 5.8 Uz, 4H), 2.97 (t, T = 7.6 Hz, 4H), 1.91 — 1.87 (m, 8H).

2.2.9 Motor1l

0O
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O

Figura 2.9: Motor 1 (M1C4)
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Una solucién de metil tetrimero (1 g, 1.27 mmol) en TFA (9.2 mL) es tratada con
hidroquinona C4 wall (2,17 g, 5.09 mmol). La mezcla es agitada y calentada a 70 °C
durante 3 horas. Transcurrido el tiempo, la mezcla es enfriada a temperatura ambiente y
se le agrega acetona hasta precipitacién completa de un sélido blanco. El sélido es filtrado
y secado al vacio. Luego es lavado con una mezcla de acetona/agua (2:1, 20 mL). El solido
lavado y secado se redisuelve en agua y el pH es ajustado a 7 mediante la adicién de una
solucién de NaOH 1M. Finalmente se agrega acetona para hacer precipitar el compuesto,
el cual se lava con acetona y se seca al vacio para obtener el contendor 1 como un sélido
blanco (150 mg) 'H NMR (400 MHz, D20) & 6.9 (s, 411), 5.60 (d, ] = 15.3 Hz, 2H),
5.49 (d, J=15.7 Hz, 4H), 5.39 (d, T = 9.0 Hz, 2H), 5.35 — 5.28 (m, 6H), 4.24 (d,J=15.7
Hz, 4H), 4.17 (d, I = 16.1 Hz, 4H), 4.04 (d, J = 15.4 Hz, 2H), 3.89 — 3.72 (m, 8H), 2.85 —

2.53 (m, 8H), 1.85 — 1.41 (m, 28H).

2.2.10 1,4-dihidroxinaftaleno

OH

L)

OH

Figura 2.10: 1,4-dihidroxinaftaleno

1,4-naftoquinona (20 g, 126.5 mmol) se suspende en tolueno (100 mL). Se afiade una
solucidn de ditionito de sodio (30 g, 172.3 mmol) en agna (100 mL) y la temperatura de
la mezcla aumenta a 45 °C. La mezcla se agita toda la noche a temperatura ambiente. El

precipitado es filtrado al vacio, resuspendido en hexano, se filtra nuevamente y se seca a
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alto vacio (20 g, 99.1 %) "H NMR (400 MHz, DMSO) § 9.31 (s, 2H), 8.03 (d, J = 2.6 Hz,

2H), 7.41 (d, ] = 2.6 Hz, 2H), 6.66 (s, 2H).

2.2.11 Naftoquinona C4 wall

CR
OO R=(CH2)4803N3
OR

Figura 2.11: Naftoquinona C4-wall

A una soluci6n de 1,4-dihidroxinaftaleno (2.0 g, 12.5 mmol) en NaOH acuoso (10 wt%,
16 mL), se agrega una solucién de of 1,4-butanosultona (4.2 g, 31.2 mmol) en 1,4-dioxano
(24 mL). Esta solucién se agita a temperatura ambiente por 12 h. Transcurrido el tiempo,
la mezcla se vacia sobre 200 mL de metanol y el sélido que se forma es filtrado. El sélido
seco se disuelve en agua y se precipita agregando etanol a la solucién. El sélido gris es
filtrado y secado a alto vacio (1.53 g, 25.8%) "H NMR (400 MHz, D20) d 8.26 — 8.09 (m,
2H), 7.66 — 7.48 (m, 2H), 6.82 (5, 2H), 4.11 (t, J = 5.6 Hz, 4H), 3.00 (t, J = 7.3 Hz, 4H),

2.07-1.87 (m, SH).
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2.2.12 Motor2
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MeHMeHHH HHHMeHMe OO
OR \lf \ﬂ/ OR

Figura 2.12: Motor 2 (M2C4)

A una solucién de metil tetramero (1.92 g, 2.46 mmol) en TFA/Ac20 (1:1, 16 mL) se
agrega naftoquinona C4 wall (4.69 g, 9.84 mmol). La mezcla se agita y se calienta a 70°C
por 3 hy luego se vierte sobre MeOH (200 mL). El s6lido se filtra y se seca al vacio. Una
vez seco, se disuelve en agua y se ajusta el pH a 7 con una solucién acuosa de NaOH 1
M. Luego, se agrega etanol a la solucién para obtener un precipitado, el cual se filtra al
vacio. Se repite el proceso de recristalizacién una vez mds (si es necesario). Finalmente,
el sdlido es secado a alto vacio. (1.75 g, 42%). 'TH NMR (400 MHz, D20) & 7.87 (dd, J =
6.1, 3.2 Hz, 4H), 7.44 (dd, J = 6.2, 3.0 Hz, 4H), 5.55 - 5.32 (m, 12H), 5.26 (d, ] = 8.9 Hz,
2H), 440 (d, J = 16.2 Hz, 4H), 4.22 (d, ] = 15.7 Hz, 4H), 4.10 — 4.02 (m, 4H), 3.97 (d, J
=15.3 Hz, 2H), 3.85 —3.76 (m, 4H), 2.94 - 2.69 (m, 8H), 1.98 — 1.65 (m, 28H).*C NMR
(126 MHz, D20) & 157.96 (s), 157.20 (s), 149.63 (s), 129.19 (s), 128.66 (s), 127.96 (s),
124.01 (s), 79.96 (s), 78.65 (s), 76.74 (s), 72.91 (s), 72.56 (s), 54.34 (s), 52.26 (s), 49.94

(s), 37.52 (5), 29.83 (s), 22.51 (s), 16.86 (5), 16.34 (s),
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2.3 Autoasociacion de motor 2

2.3.1 Cialculo de la constante de autoasociacion del Motor 2 mediante

espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones "H-RMN

Para estudiar la posible autoasociacion del motor 2 en solucidn acuosa, debido a la
presencia de anillos de naftaleno en su estructura, se llevé a cabo un estudio de
concentracion en 6xido de deuterio por resonancia magnética nuclear de protones. Los
espectros fueron realizados en un espectrometro Bruker Avance 111 HD (400 MHz). Se
prepararon soluciones de concentracién creciente y se evaluaron los corrimientos
quimicos de la sefial en 3,87 ppm. Los datos obtenidos fueron graficados (desplazamiento
quimico en funcién de la concentracién del compuesto) y el grafico fue ajustado utilizando
un modelo de autoasociacion {ecuacién E1) utilizando el software OriginPro 2016. El

modelo matemadtico utilizado se presenta a continuacion.
2.3.2 Modelo de autoasociacién RIMN

Ecuacion de ajuste de los datos

A
§=y=06,+ (86— 08,)* (%) (2.0

Donde y corresponde al corrimiento quimico de la sefial escogida, [A]o corresponde a la
concentracion inicial de la especie en estudio, d, corresponde al corrimiento quimico del

proton de M2C4 no autoasociado y daz corresponde al corrimiento quimicos del protén de
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M2C4 autoasociado.
Ecuacion de autoasociacién At+tAde

Constante de asociacion

[4,]

Kas = a1

(2.2)

Balance de masas

[Al, =x =[A] + [A—ZZ] (2.3)

Reordenando (2.3) y reemplazando en (2.2) obtenemos la concentracién de [Az] en

funcién de la concentracion inicial.

[421\*
[Az] = Kos » (x - @9
Resolviendo para [Az]

K
4 [A2) — (Kasx + D[Az] + Kosx® =

[4,] = (Kagsx+ 1) £ \/(KKa:sx +1)2 — (Kysx)? 2.5)

2
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Finalmente, reemplazando [Az] en la ecuacion (2.1) obtenemos la ecuacion de ajuste de

fos datos E1

1 (Kox + 1) + (Koo + DZ = (Kgo)?
6=y=60+(6a_60)* -z_x*(asx )—\/( as® ) (asx)

Keas (ED)

2

Donde 8,, 5z ¥ K45 son los pardmetros a ajustar.

24 Fotofisica

2.4.1 Espectroscopia UV-Vis

Los espectros de UV-Vis fueron medidos utilizando un espectrofotometro Cary 100 Bio,

acoplado a un termorregulador NesLab RTe-111, Todas las mediciones fueron realizadas

25,0 °C en una celda de cuarzo convencional de dimensiones 10 x 10 x 45 mm®.

2.4.2 FEstudio de absorcion de los compuestos de inclusion

Se prepararon soluciones de la concentracion a utilizar de cada uno de los fluoréforos

utilizando el bafer NaH,PO4/Na;HPOs 100 mM pH = 7 como solvente. Utilizando esta

solucién como solvente, se prepararon soluciones madres de cada una de las matrices

supramoleculares en estudio con el objetivo de mantener la concentracién del huésped

29




constante durante todo el experimento. La solucién que contiene a la matriz fue afiadida

en cantidades crecientes hasta saturar la sefial espectroscopica respectiva.

En una cubeta de cuarzo se agregaron 2,4 mL de la solucién del fluoréforo en bufer, y se
procedié a medir la sefial. Luego se fueron agregando alicuotas de la solucion fluoréforo-
matriz, se agité la solucién durante 5 min, y se procedid a realizar la medida
correspondiente. El procedimiento se repitic hasta obtener saturacién de Ia sefial

espectroscopica.

2.4.3 Determinacién de las constantes de asociacion de los compuestos de inclusién

Las constantes de asociacién (Kas) fueron determinadas graficando los cambios en la
absorcion (a una longitud de onda determinada) en funcién de la concentracion de la
matriz. En todos los casos la concentracion del huésped se mantuvo constante (se
especifica la concentracion en cada analisis. Se realizé un ajuste no lineal de los datos para
obtener el valor de la constante y su desviacién estandar, utilizando el software OriginPro
2016. Los modelos utilizados suponen una estequiometria del complejo huésped-
fluoréforo 1:1, en la mayoria de los casos, pero se utilizé también un modelo que asume
la estequiometria huésped-fluoréforo 2:1°. En cada andlisis se especificara el modelo

utilizado. Los modelos matemaéticos utilizados se presentan a continuacion.
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2.4.3.1 Modelo de asociacion 1:1

Este modelo supone que la concentracion del huésped ([G]) es constante y la

conceniracion de la matriz ([H]) varia,

Ecuacion de ajuste de los datos

[HG]
S=y="5;+(Suc —Sc) * (m) (2.6)

Donde y corresponde a la sefial espectroscopica medida (absorcion o fluorescencia),
[HG]corresponde a la concentracién de complejo, [Gr] corresponde a la concentracion de
la molécula huésped, Sg corresponde a la sefial espectroscopica del huésped libre y Sug

corresponde a la sefial espectroscopica del huésped formando parte del complejo.
H+ G« HG

Constante de asociacion

K, =61 g
=1~ *7

Balance de masas

[Gr] = [6] + [HG] (2.8)
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[Hr] = x = [H] + [HG] (2.9)

Reordenando (2.8) y (2.9) y reemplazando en (2.7)

[6] = [Gr] — [HG]
[H] = x — [HG]

_ [HG]
= = [HGD * (671 — [HGD)

Ko (2.10)

Reordenando y resolviendo para [HG]

Ky [HG)? — (Kgex + KpsGyp + D[HG] + KgexGr =0

(Kpsx + KoygGr + 1) J (Kpsx + KosGr + 1)% — 4K, " xGr

2.
2K (211)

[HG] =

Finalmente, reemplazando [HG] en la ecuacion de ajuste de los datos (2.6) se obtiene la

ecuacion E2

\

(Kpsx+KasGr+1)+ ﬁKasx+Ka36r+1)2—4Ka52x67-) €2

S=y =258+ (Suc—S¢) * 2Ky
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Donde Kas, Sg, Sua v Gt son pardmetros a ajustar.

2.4.3.2 Modelo de autoasociacién 1:1/2:1 matriz:huésped

Este modelo asume que la concentracion del huésped ([G]) es constante y la concentracion

de'la matriz ([H]) varia.

Ecuacion de ajuste de los datos

S =y = Sc[G] + Sy[H] + Suc[HG] + Sy26[H2G] (2.12)

Considerando que la contribucién de la matriz supramolecular a la sefial espectroscdpica
es nula, eliminamos el componente de la ecuaci6n anterior, simplificdndola a la siguiente

ecuacién que utilizaremos para el ajuste de los datos en el modelo

S =y = S;[G] + Sug[HG] + Spac[H2G] (2.13)

Donde y corresponde a la sefial espectroscépica medida (absorcion o fluorescencia), [G]
corresponde a la concentracién de la molécula huésped, [HG] corresponde a la
concentracion del complejo de estequiometrfa 1:1, [H2G] corresponde a la concentracién
del complejo de estequiometria 2:1, Sg corresponde a la sefial espectroscopica del huésped

libre, Sug corresponde a la sefial espectroscdpica del huésped formando parte del complejo
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de estequiometria 1:1 y Spzg corresponde a la sefial espectroscdpica del huésped formando

parte del complejo de estequiometria 2:1.

H+G o HG
H+ HG © H,G
Constantes de asociacion
[HG]
feor =iy &%
_[H6]
Koz = fatme &

Balance de masas
H,=H+HG+2H,G (2.16)

G,=G+HG+H,6 (2.17)

Combinando las cuatro ecuaciones, obtenemos las siguientes relaciones para el valor de

las concentraciones de las especies en el equilibrio

(o

G = 2.1

17 Koy 7B T K 7 K r 12 210
Go * Ky * H

HG = .

1+ Kasl * H + Kasl * Kasz * Hz (2 19)
G, * Koy % Kgop * H?

HZG = 0 asil asz (2.20)

1+Ka51*H+Ka31*Ka£2*H2
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Finalmente, reemplazando en la ecuacion 2.13, obtenemos la ecuacion E3

_SG+SHG*Kasl*H+SH2G*Kasl*Kasz*H2

T Kppy Bt Ry K v 1200 (B9)

S=y

2.44 Determinacién de la estequiometria de asociacion de los compuestos de

inclusion

La determinacién de la estequiometria de la asociacion entre las matrices y los fiuoréforos
se llevé a cabo mediante el método de Job o de las variaciones continuas. Se llevaron a
cabo estudios de absorcién donde se variaron las concentraciones de la matriz y del
fluoréforo en formas opuestas (se aumentaba la concentracién de macrociclo a medida
que se disminuia la concentracién del fluoréforo, manteniendo fa suma total de moles
constante). Los datos obtenidos fueron graficados (absorcién del complejo en funcion de
la fraccion molar del fluoréforo). El maximo de la curva nos indica la estequiometria para

el sistema.

El procedimiento utilizado fue el siguiente. Se prepararon soluciones madre de las
matrices y de los fluordforos en bufer fosfato 100 mM. Se tomaron alicuotas de estas
soluciones para preparar soluciones mixtas (fluoréforo-matriz) manteniendo la suma total
de moles constante, Las soluciones se dejaron agitando a 25 °C toda la noche y se procedid

a medir los espectros de absorcién UV-Vis. La suma total de moles para los distintos
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fluoréforos estudiados fueron: Rodamina B (9 uM), Tioflavina T (30 pM) y Azul Nilo (20

uM).

2.4.5 Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia fueron medidos utilizando un espectrofluorimetro Hitachi
F-4500 acoplado a un termorregulador Brinkmann MGW LAUDA RMS6. Todas las
mediciones fueron realizadas a 25,0 °C en una celda de cuarzo convencional de
dimensiones 10 x 10 x 45 mm?®. La longitud de onda de excitacion utilizada para cada

fluoréforo se especifica en cada analisis posterior.

2.4.5.1 Estudios de emisién de los compuestos de inclusion

Se prepararon soluciones con las concentraciones requeridas de cada uno de los
fluoréforos utilizando el bifer NaH2PO4/Na,HPO4 100 mM pH = 7 como solvente. Estas
soluciones de fluoréforo fueron utilizadas para disolver la matriz supramolecular a utilizar
en la titulacion, y de esta forma, desarrollar la titulacién aumentando la concentracion de
la matriz. De esta manera, la concentracién del fluoréforo se mantuvo constante durante
todo el experimento y la concentracion de la matriz fue aumentando hasta la saturacién de

la sefial espectroscopica respectiva.

En una cubeta de cuarzo se agregaron 2,4 mL de la solucién del fluoréforo en bufer, y se

procedié a medir Ia sefial. Luego se fueron agregando alicuotas de la solucién fluoréforo-
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matriz, se agité la solucién durante 5 min, y se procedié a realizar la medida
correspondiente. El procedimiento se repitio hasta obtener saturacién en el cambio de la

sefial espectroscopica.

2.4.5.2 Determinacién de las constantes de asociacion de los compuestos de inclusién

Las constantes de asociacién fueron determinadas graficando los cambios en [a intensidad
de fluorescencia (a una longitud de onda determinada) en funcién de la concentracion de
la matriz. En todos los casos la concentracion del huésped se mantuvo constante
(especificando la concentracién en cada anlisis). Se realizé un ajuste no lincal de los
datos para obtener el valor de la constante (ecuaciones E2 y E3) y su desviacién estandar,

utilizando el software OriginPro 2016.

2.4.5.3 Célculos de amplificacién de fluorescencia en solucion

Para calcular el factor de amplificacién o decaimiento de la fluorescencia en solucion se

consideré el maximo valor de emisién del fluoréforo y se calculd el cociente, a la misma

longitud de onda, con el maximo de emisién del compuesto de inclusién formado a una

cierta concentracién de matriz supramolecular afiadida.
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2.4.6 Determinacién del tiempo de vida de fluorescencia de los compuestos de

inclusion

Las medidas del tiempo de vida de fluorescencia fueron realizadas en un fluorimetro K2
(multifrequency cross-correlation phase and modulation) ISS, el cual se encuentra
acoplado a un termorregulador Quantum North West TC 425. Todas las mediciones
fueron realizadas a 25,0 °C en una celda de cuarzo de 0,5 mL, con el polarizador a 0° y
con angulo magico. La longitud de onda de excitacion utilizada para cada fluoroforo, asi

como la referencia y el filtro utilizados se detallan en cada uno de los andlisis posteriores.

2.5  Estudios de espectroscopifa de resonancia magnética nuclear de protones de

los compuestos de inclusion

2.5.1 Rodamina B

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protones de los compuestos de inclusion
formados con rodamina B fueron realizados de la siguiente manera. Se midi6 el espectro
de resonancia magnética nuclear de protones de la rodamina B (4 mM de rodamina B en
biifer NaH;PO4/NazHPOs 100 mM en D20, pD=7). Luego se midié el espectro del
fluoréforo en presencia de 1 y 2 equivalentes (4 mM y 8 mM, respectivamente) de la

matriz en el mismo solvente.
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2.5.2 Tioflavina T

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protones de los compuestos de inclusién
formados con tioflavina T fueron registrados en las siguientes condiciones. Para el
espectro de tioflavina T se utilizé una solucién 4 mM en bifer Nal2PO4/NazHPOs 100
mM en D20, pD=7). Ademis, el espectro del fluoréforo fue registrado en una solucion

que contenia 1y 2 equivalentes (4 mM y 8 mM, respectivamente) de la matriz.

2.6  Acoplamiento molecular

Las moléculas de los fluoréforos fueron creadas utilizando el software SpartanlQ
(WaveFunction, Inc.) y se optimizaron geométricamente usando el Método de Hartree-
Fock con las funciones basicas de polarizacién 6-31G* Se utilizaron las estructuras
cristalinas de los dos macrociclos en estudio (CB[7] y B-ciclodextrina) y se optimizaron
de la misma forma anteriormente mencionada. Las matrices aciclicas fueron creadas

utilizando Spartan10 y optimizadas bajo el mismo método.

El acoplamiento molecular se realizé utilizando el software Autodock Vina’ enire una
molécula de fluoréforo y la matriz supramolecular correspondiente. En tedos los casos, se

presenta el compuesto de inclusién obtenido de menor energia.
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2.7  Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas de plata se llevé a cabo utilizando el siguiente método
reportado en la literatura’. 10 mL de solucion de AgNO;s en agua mili-Q de concentracion
1x102 M, se agregan ripidamente a una solucién mixta que contiene NaOH 3,33 x 10
M y NH3;0HCI 1,67 x 10 M, en agua mili-Q. La solucién cambia de color al instante,

indicando la formacion del coloide de plata.

2.7.1 Espectroscopia de UV-Vis

Las nanoparticulas de plata sintetizadas fueron caracterizadas mediante espectroscopia

UV-Vis en un espectrofotémetro Shimadzu UV-2450 en una celda de cuarzo

convencional de dimensiones 10 x 10 x 45 mm?°.

2.7.2 Dispersion dinAmica de luz

Fl tamafio de las nanoparticulas en solucién acuosa fue determinado mediante dispersion

dindmica de luz y fue medido en triplicado en un equipo 90 Plus Particle Size Analyzer

(Brookhaven Instrument Corporation).
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2.8  Estudios de amplificacion de fluorescencia en estado sélido

2.8.1 Deposicién de los compuestos de inclusién sobre vidrio modificado

Portaobjetos de vidrio marca Corning (grosor 0,96 — 1,06 mm) fueron sometidos al
siguiente procedimiento de limpieza y modificacién de su superficie para las mediciones
posteriores. El vidrio es sumergido durante 24 horas en agua regia (HCl : HNO3 =3 : 1)
para limpiar la superficie de éste, Inego es lavado tres veces por inmersion en agua para
eliminar los residuos acidos, Posteriormente, el vidrio es sumergido durante 1 hora en una
solucién 1 M de NaOH en agua, para cargar negativamente la superficie del vidrio, y luego
es lavado nuevamente tres veces por inmersion en agua. Luego, el vidrio es sumergido
durante 15 min en una solucién del polielectrolito cationico MADQUAT (Figura 2.13),
para adherirlo a la superficie, seguido de dos lavados con agua. Finaimente, el vidrio se
sumerge en el coloide de nanoparticulas de plata durante 24 horas en ausencia de luz.
Finalizado esto, se seca al aire y se almacena en una desecadora al vacfo para evitar la
descomposicién de las nanoparticulas. Las nanoparticulas depositadas fueron
caracterizadas mediante espectroscopia de UV-Vis sobre el vidrio, utilizando un

espectrofotometro Shimadzu UV-2450.
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Figura 2.13: MADQUAT (cloruro de poli(2-metacriloxietiltrimetilamonio))
2.8.2 Microscopia de fuerza atomica

La morfologia de las nanoparticulas depositadas sobre vidrio modificado fue estudiada
mediante microscopia de fuerza atdmica, utilizando un microscopio NT-MDT Ntegra
Aura®, La superficie de la muestra de vidrio funcionalizada con nanoparticulas fue
modificada mediante spin coating utilizando una solucién 0,1 M del polimero cloruro de

poli(dialildimetilamonio) en metanol a 2000 rpm.

2.8.3 Fluorescencia de los compuestos en estado solido y célculos de amplificacion

de fluorescencia

En todos los casos estudiados, se llevaron a cabo dos procesos para depositar el complejo
fluoroforo-matriz supramolecular sobre el vidrio modificado con nanoparticulas, esto se
llevé a cabo para estudiar cuél de los dos métodos producia los mejores resultados. En el
primero de los casos se procedid a agregar una gota de la solucién preparada del

compuesto de inclusién respectivo sobre el vidrio modificado y se procedid a secar al aire
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durante la noche. En el segundo de los casos, un vidrio modificado fue sumergido durante
24 horas en la solucién del compuesto de inclusién, Tuego fue secado a temperatura

ambiente para su posterior medicion.

Las medias de fluorescencia en estado sélido fueron realizadas en un espectrofotometro
1SS PC1 Photon Counting Spectrofluorimeter. Las muestras de vidrio fueron soportadas
en un portamuestras acoplado a un goniémetro y las medidas fueron realizadas a 35°

respecto del haz incidente.
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3
Caracterizacion de los compuestos de inclusion mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones y

acoplamiento molecular.

3.1  Compuestos de inclusién de rodamina B

Para dar indicios sobre la estructura de los compuestos formados se procedi a realizar un
estudio de resonancia magnética nuclear de protones de los compuestos de inclusion. Se
analizaron los corrimientos quimicos de las sefiales de los protones de la rodamina B
debido a la presencia de 1 o 2 equivalentes de la matriz supramolecular en cuestion. Los
corrimientos quimicos fueron tabulados para, junto con los estudios de acoplamiento
molecular, proponer una estructura de estos compuestos. En la figura 3.2 se presentan los
espectros de resonancia magnética nuclear de protones de la rodamina B en bifer, de la
rodamina B en presencia de uno y dos equivalentes de p-ciclodexirina. Ademds, se
presenta la tabla con los corrimientos quimicos obtenidos para las scfiales de los protones
del fluoréforo, asi como también, la estructura de menor energfa del compuesto de
inclusion obtenida mediante acoplamiento molecular. La asignacién de hidrogenos
utilizada para calcular los desplazamientos quimicos se presenta en la figura 3.1. Se

observa que todas Ias sefiales de los hidrégenos de la rodamina B se ven afectadas debido
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a la presencia del macrociclo, indicando la inclusion de la molécula dentro de la cavidad
de p-ciclodextrina. En general, todas las sefiales se encuentran desplazadas a campo bajo
debido al desapantallamiento de los protones provocado por el ingreso a la cavidad
migrando desde el solvente acuoso. Las sefiales que presentan mayor corrimiento quimico
corresponden a las de los hidrégenos que forman parte de los grupos dietilamino y al
hidrégeno en posicién orfo respecto al grupo funcional carboxilico. Contrastando esta
evidencia con el modelo obtenido para el compuesto mediante acoplamiento molecular,
se observa que la estructura mds probable corresponde al ingreso de la molécula de
rodamina B por el sector que contiene un grupo dietilamino, siendo consecuente con el
corrimiento quimico de estas sefiales en el espectro. Ademas, considerando esta estructura,
los grupos hidroxilo secundarios del macrociclo interaccionan con el grupo carboxilato de
la molécula de rodamina B mediante puentes de hidrageno, lo cual explica el corrimiento
hacia campo bajo del prot6n en posicién orfo respecto a este grupo funcional (cambio en

su entorno quimico debido a la presencia de los hidroxilos de la matriz).

Figura 3.1: Esquema de la asignacién de hidrégenos de la rodamina B
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RhoB-RCD 1:2
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RhoB-BCD 1:1 J\
I l ; i ‘l il
) LG S (WO ¢ S— | —
RhoB

mJ_l l :L_}L L

RhoB@p-ciclodextrina
RhoB 1:1 AS 1:2 Ad
-CH3 1,126 | 1,238 | 0,112 | 1,297 | 0,171
-CH2 3,447 - - - -
H4,H5 | 6,542 | 6,611 | 0,069 | 6,634 | 0,092
H2,H7 | 6,761 | 6,804 | 0,043 | 6,820 | 0,059
H1,H8 | 7,092 | 7,095 | 0,003 | 7,093 | 0,002
H6' 7,364 | 7,271 | -0,092 | 7,226 | -0,137
H4', H5' | 7,665 | 7,696 | 0,031 | 7,718 | 0,053
H3' 7,803 | 7,944 | 0,142 | 8,023 | 0,221

Figura 3.2: Espectros de resonancia magnética nuclear de protones de rodamina B,
rodamina B y B-ciclodextrina en relaciones molares 1:1 y 1:2. Corrimientos quimicos de
las sefiales de los protones de la rodamina B debidos a la inclusion de la molécula dentro
de la cavidad de P-ciclodextrina. Estructura de menor energia obtenida mediante

acoplamiento molecular del compuesto formado entre rodamina B y B-ciclodextrina.

La figura 3.3 muestra los espectros de resonancia magnética nuclear de protones de la
rodamina B en bufer, de la rodamina B en presencia de uno y dos equivalentes de CB[7].

Al igual que en el caso estudiado anteriormente, se observa un desplazamiento de las
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sefiales de los protones de la porcién aromética de la rodamina B hacia campo bajo, lo
cual indica la entrada de Ia molécula dentro de la cavidad de CB[7]. El corrimiento hacia
campo alto de los protones de los grupos dietilamino seria indicativo de una posible
interaccion de estos con el portal de grupos carbonilos del anillo de CB[7], explicando el
aumento de Ia densidad electronica. A diferencia de la B-ciclodextrina, el CB[7]
corresponde a una matriz rigida, por lo cual se espera que la entrada de la molécula de
rodamina B se vea dificultada por los anillos de carbonilo del macrociclo. Los andlisis de
acoplamiento molecular confirman los corrimientos de los protones de la molécula de
rodamina B debido a la formacion del compuesto de inclusién, indicando que la porcién
de la molécula que ingresa corresponde a la porcion aromética de la rodamina B por donde

se encuentran los grupos funcionales dietilamino.
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Ll
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RhoB@CB[7]
RhoB 1:1 Ad 1:2 [iY3)

-CH3 1,126 0,623 | -0,503 | 0,561 | -0,565
-CH2 3,447 2,895 | -0,552 | 2,883 | -0,564
H4, H5 | 6,542 6,794 0,252 6,827 0,285
H2,H7 | 6,761 7,170 0,409 7,214 0,454
H1,H8 | 7,092 7,422 0,330 7,486 0,395
He' 7,364 7,560 0,197 7,593 0,230
H4', H5' | 7,665 7,649 | -0,015 | 7,649 | -0,016
H3' 7,803 7,826 0,023 7,843 0,040

Figura 3.3: Espectros de resonancia magnética nuclear de protones de rodamina B,
rodamina B y CB[7] en relaciones molares 1:1y 1:2. Corrimientos quimicos de las sefiales
de los protones de la rodamina B debidos a la inclusion de la molécula dentro de la cavidad
de CB[7]. Estructura de menor energia obtenida mediante acoplamiento molecular del

compuesto formado entre rodamina B y CB[7].

A diferencia de los macrociclos anteriores, las matrices aciclicas no presentan un tamafio
de cavidad fijo, lo cual podria permitir un mejor acomodo de la molécula de rodamina B
dentro de la cavidad. La figura 3.4 presenta los espectros de resonancia magnética nuclear

de protones de la rodamina B en bifer, de la rodamina B en presencia de uno y dos
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equivalentes de M1C4. Se observa que, al igual que en los casos anteriores, gran parte de
las sefiales de los protones del fluoréforo se ven afectados, en este caso hacia campo alto,
indicando una interaccion con el portal de carbonilos que presenta la molécula (sitio de
alta densidad electrénica). La estructura obtenida mediante acomplamiento molecular
confirma estos corrimientos y muestra un acomodo virtualmente completo de la molécula

de rodamina B dentro de la “cavidad™ de M1C4.

RhoB-M1C4 1:2 [ ‘

VS M‘ LJ\_

i_

%
[z~=_

-
-
.
( .

RhoB
(it | ,u_J\ L
RhoB@M1C4
RhoB 1:1 Y 1:2 A&

-CH3 1,126 0,852 | -0,275 | 0,771 | -0,355
-CH2 3,447 3,222 | -0,226 | 3,142 | -0,306
H4,H5 | 6,542 6,529 | -0,014 | 6,577 0,035
H2,H7 | 6,761 6,631 | -0,129 | 6,576 | -0,185
H1,H8 | 7,092 7,161 0,069 7,183 0,091
H6' 7,364 7,094 | -0,270 | 7,103 | -0,261
H4',H5' | 7,665 7,680 0,015 7,695 0,030
H3' 7,803 7,894 0,091 7,906 0,103

Figura 3.4: Espectros de resonancia magnética nuclear de protones de rodamina B,
rodamina B y M1C4 en relaciones molares 1:1 y 1:2. Corrimientos quimicos de las sefiales

de los protones de la rodamina B debidos a la inclusién de la molécula dentro de la cavidad
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de M1C4. Estructura de menor energia obtenida mediante acoplamiento molecular del

compuesto formado entre rodamina B y M1C4.

El Gltimo caso de estudio corresponde a la molécula de M2C4 (Figura 3.5). A diferencia
del resto, no fue posible realizar un estudio de los corrimientos quimicos de los protones
de la rodamina B debido a que las sefiales de éstos desaparecen en presencia de M2C4 en
la solucion. La desaparicién de las sefiales indica una velocidad de intercambio de la
entrada v salida de la rodamina B superior a la que puede ser detectada utilizando
espectroscopia de resonancia magnética de protones, por lo cual no fue posible llevar a
cabo el andlisis. El acoplamiento molecular, sin embargo, indica un ingreso de la porcion
aromatica dentro de la cavidad de M2C4. A pesar de esto, no es posible asegurar con
certeza esta estructura debido a que la simulacién considera una cavidad cerrada de la

matriz, lo cual no representa la estructura del M2C4 en solucién acuosa.
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Figura 3.5: Espectros de resonancia magnética nuclear de protones de rodamina B,

rodamina B y M2C4 en relaciones molares 1:1y 1:2. Estructura de menor energia obtenida

mediante acoplamiento molecular del compuesto formado entre rodamina B y M2C4.
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3.2  Compuestos de inclusién de tioflavina T

Se analizaron los corrimientos quimicos de las sefiales de los protones de la tioflavina T
debido a la presencia de 1 0 2 equivalentes de [a matriz supramolecular en cuestion. Los
corrimientos quimicos fueron tabulados para, junto con los estudios de acoplamiento

molecular, proponer una estructura de estos compuestos.

La figura 3.6 se muestra un esquema de la asignacion de hidrégenos de la tioflavina T
utilizado en los célculos de los corrimientos quimicos. La figura 3.7 presenta los espectros
de resonancia magnética nuclear de protones de la tioflavina T en bufer, de la tioflavina T
en presencia de uno y dos equivalentes de B-ciclodextrina. Ademas, se presenta la tabla
con los corrimientos quimicos obtenidos para las sefiales de los protones del fluoréforo,
asi como también, la estructura de menor energfa del compuesto de inclusién obtenida
mediante acoplamiento molecular. Las sefiales de los protones de la tioflavina T presentan
corrimientos quimicos hacia campo bajo, indicando la entrada virtualmente completa de
la molécula dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina. La simulacién computacional
confirma estos resultados. Considerando, ademas, la formacién de compuestos de
inclusién de diferente estequiometria reportados para la tioflavina T con B-ciclodextrina’,
se obtuvo un modelo computacional para el compuesto de estequiometria 2:1 (-CD:ThT),
en el cual se observa la entrada completa de la molécula de tioflavina T dentro de las

cavidades de dos moléculas de ciclodextrina.
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Figura 3.6: Esquema de la asignacién de hidrogenos de la tioflavina T
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ThT@p-ciclodextrina

ThT 141 AS 1:2 AS
-CH3 2,478 | 2,515 | 0,037 | 2,515 | 0,037
-N(CH3)2| 2,864 | 2,992 | 0,128 | 3,035 0,171
-N*-cH3 | 4,075 | 4,179 | 0,104 | 4,211 | 0,136
H1,H1' | 6,670 | 6,764 | 0,094 | 6,784 | 0,114
H3,H3' | 7,577 | 7,664 | 0,087 | 7,717 | 0,141
H4 7,619 | 7,641 | 0,022 | 7,659 | 0,040
H2,H2' | 7,778 | 7,862 | 0,084 | 7,878 | 0,100

Figura 3.7: Espectros de resonancia magnética nuclear de protones de tioflavina T,
tioflavina T y B-ciclodextrina en relaciones molares 1:1 y 1:2. Corrimientos quimicos de
las sefiales de los protones de la tioflavina T debidos a la inclusion de la molécula dentro
de la cavidad de P-ciclodextrina. Estructura de menor energia obtenida mediante

acoplamiento molecular del compuesto formado entre tioflavina T y B-ciclodextrina.
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La figura 3.8 muestra los espectros de resonancia magnética nuclear de protones de
tioflavina T en bufer, y de tioflavina T en presencia de uno y dos equivalentes de CB[7].
Se observan corrimientos de las sefiales de los protones a campo bajo, lo cual indica la
inclusion de la molécula de tioflavina T dentro de la cavidad de CB[7]. Mediante
acoplamiento molecular se obtuvo la estructura del complejo de menor energia, la cual
confirma los resultados obtenidos mediante resonancia magnética nuclear de protones, y

que sitta a la molécula del fluoréforo dentro de la cavidad del macrociclo.

| | i|
\ -
ThT-CB[7] 1:2 Ii | ||
[ N | LEP.VAN i
A .. \...-J v I
d ]
ThT-CB[7] 1:1 ] | |
I ‘
11 |
o) VI _ll v r-«---~-~—k-----' | e
ThT |
Ll
wid - J LAV T PN
ThT@CB[7)
_ThT 11 | Ab 1:2 A

CH3 | 2,478 | 2,464  -0,014 | 2,363 | -0,115
.N(CH3)2| 2,864 | 2,853  -0,011 | 2,791 | -0,073
-N'-CH3 | 4,075 | 3,954 -0,122 - -
H1,H1' | 6,670 | 6,474  -0,196 | 6,400 | -0,270
H3,H3' | 7,577 | 7,282  -0,295 F B

Ha 7,619 | 7,459 | -0,160 -
H2 7,778 | 7,572 | 0206 | - -

H2' 7,778 7,746 | -0,032 - -

Figura 3.8: Espectros de resonancia magnética nuclear de protones de tioflavina T,
tioflavina T y CB[7] en relaciones molares 1:1 y 1:2. Corrimientos quimicos de las sefiales

de los protones de la tioflavina T debidos a la inclusién de la molécula dentro de la cavidad
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de CB[7]. Estructura de menor energia obtenida mediante acoplamiento molecular del

compuesto formado entre tioflavina T y CB[7].

Para las matrices aciclicas M1C4 y M2C4, se observan corrimientos quimicos de las
seiales de los hidrogenos de la tioflavina T, sin embargo, no fue posible llevar a cabo el
analisis debido al ensanchamiento y superposicion de las sefiales de la matriz y el
fluoréforo. A pesar de esto, se obtuvieron modelos computacionales para la estructura de
ambos compuestos de inclusion (figuras 3.9 y 3.10) los cuales muestran como la molécula

de tioflavina se puede acomodar dentro de la cavidad de estas matrices.

|
|
ThT-M1C4 1:2 I n * ‘ i
A JU‘-“_JL__,' LAt 1.8 ]\
| |
ThT-M1C4 1:1 |
N TS T W -
ThT ‘ { ;
|
SIS | 4\ e -
7 ThT@M1C4
ThT 151 As 1:2 As

-CH3 2,478 | 2,212 | -0,266 - -
-N(CH3)2| 2,864 - - - -
-N"-CH3 | 4,075 - = 5 B
H1,H1' | 6,670 - - - -
H3,H3' | 7,577 7,321 | -0,255 | 7,406 | -0,170
H4 7,619 - - = =
H2,H2' | 7,778 - - - -

Figura 3.9: Espectros de resonancia magnética nuclear de protones de tioflavina T,

tioflavina Ty M1C4 en relaciones molares 1:1 y 1:2. Corrimientos quimicos de las sefiales

55




e

de los protones de la tioflavina T debidos a la inclusion de la molécula dentro de la cavidad
de M1C4. Estructura de menor energia obtenida mediante acoplamiento molecular del

compuesto formado entre tioflavina T y M1C4.

ThT-M2C4 1:2 J\
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Figura 3.10: Espectros de resonancia magnética nuclear de protones de tioflavina T,
tioflavina T y M2C4 en relaciones molares 1:1'y 1:2. Estructura de menor energia obtenida

mediante acoplamiento molecular del compuesto formado entre tioflavina T y M2C4.
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4
Constantes de asociacién de los compuestos de inclusién y
cambios en las propiedades de absorcion y fluorescencia de los

colorantes

4.1 Constante de autoasociaciéon de M2C4

La presencia de aniilos de naftaleno en la estructura del motor 2, hace posible una
interaccion entre ellos en solucién acuosa, la cual podria llevar a la autoasociacion de la
molécula en agua. La autoasociacion de la molécula en agua induce a errores en la
determinacién de las constantes de asociacion en la formacion de los compuestos de
inclusién con los fluoréforos. Por tanto, se procedi6 a realizar un estudio de dilucion en
6xido de deuterio mediante espectroscopia de resonancia magnética de protones. En la
figura 4.1 se muestran los espectros de resonancia magnetica nuclear de protones del
estudio de dilucién. Para estudiar la autoasociacion, se siguié el corrimiento quimico del
proton a 3,87 ppm a medida que aumentaba la concentracion de la solucion. Se graficéd
este corrimiento quimico en funcién de la concentracién del motor 2 y se llevé a cabo un
ajuste de los datos utilizando un modelo de autoasociacion basado en el desplazamiento
quimico (Ecuacién E1). Los detalles matematicos del modelo utilizado se presentan en la

parte experimental.
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La figura 4.2 muestra el grafico de ajuste de la curvay el valor obtenido para la constante

de autoasociacion en agua. El valor obtenido, 88 + 12 M es bajo comparado con las

constantes de asociacion reportadas para este compuesto con distintas moléculas
orgénicas', indicando que la asociacion en solucion acuosa de esta molécula puede
considerarse despreciable, por lo cual no serd considerada en el calculo de las constantes

de formacion de los compuestos de inclusion con los fluoroforos.
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Figura 4.1: Estudio de dilucién del M2C4 para determinar la constante de autoasociacion

mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones 'H-RMN
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Figura 4.2: Ajuste de la curva, utilizando la ecuacion E1 del modelo de autoasociacion,
mediante resonancia magnética nuclear de protones, siguiendo el proton a 3,87 ppm de

M2C4 en solucion de D20.
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42  Estudios de las constantes de asociacién y de los cambios en las propiedades

de absorcion y fluorescencia de los compuestos de inclusién formados con rodamina

B.

Figura 4.3: Estructura quimica de la Rodamina B.

En la figura 4.3 sc presenta la estructura quimica de larodamina B. Se observa la presencia

de la carga positiva que se deslocaliza a traves de la porcién aromatica de la molécula

dando origen a distintas especies cargadas en solucion. En la figura 4.4, se observan los

espectros normalizados de absorcién 'y emisiéon de la rodamina B en bifer

Na2HPO4/NaH2P04 100 mM a pH =7. El maximo de absorcion se encuentra a 554 nm

y el de emision a 583 nm (hexe = 520 nmy). Estas son las condiciones que se utilizaréan para

todos los espectros realizados en este estudio. Se decidié mantener el pH en 7 para evitar

posibles cambios debidos a los equilibrios de protonacién de los compuestos

fluorescentes.
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Figura 4.4: Espectros de absorcion y fluorescencia normalizados de rodamina B en bufer

fosfato 100 mM pH = 7. Concentracién de rodamina 9 UM para el espectro de absorcion

y 2.5 uM para el de fluorescencia (Aexe = 520 nm)

Se realizaron titulaciones espectrofotométricas mediante espectroscopia UV-Vis y de
fluorescencia para determinar las constantes de asociacion de los compuestos estudiados.
En la tabla 4.1 se resumen los valores de las constantes de asociacion obtenidas. Estas
fueron calculadas mediante el ajuste de los datos obtenidos de absorcion o fluorescencia
utilizando la ecuacion E2, para compuestos de estequiometria 1:1, o la ecuacion E3 para
compuestos de estequiometria 2:1 matriz:huésped. Se observa que para las matrices

supramoleculares ciclicas (B-ciclodextrina y CB[7]) las constantes de asociacion varian
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en el orden de 103-10% M, menores que las obtenidos para los compuestos formados por
las matrices aciclicas cuyos valores son del orden 10°-10° M. El aumento en los valores
de las constantes de asociacién de los compuestos formados por las matrices aciclicas
puede explicarse por la falta de rigidez en sus estructuras tridimensionales, lo cual provoca
una maximizacion de las interacciones entre la matriz supramolecular y la rodamina B.
En general, sc observa una tendencia al aumento en el valor de la constante a medida que

la matriz se vuelve mas flexible.

Qe observa también que el compuesto formado por M1C4 con rodamina B presenta un
cambio de estequiometria dependiente de la concentracion de la matriz supramolecular
agregada en la titulacién. A concentraciones mayores a 2,8 x 10* M, se observo la

formacion de un compuesto de estequiometrfa 2:1 matriz:huésped.

Tabla 4.1: Constantes de asociaciéon y corrimientos de Stokes de los compuestos de

inclusién de rodamina B con las matrices supramoleculares en estudio

Absorcidén Emision Corrimiento
Kas Kas de Stokes
(M*) (M?) (cm™)
RhoB bufer - - 898
RhoB@p- (3,39 % 0,17) x 10° (6,41 +1,41) x 10° 875
ciclodextrina
RhoB@CB[7] (5,61 + 0,30) x 10° (1,00 +0,02) x 10° 921
RhoB@M1C4 (1:1) (3,71 + 0,17) x 10° {5,61 +0,14) x 10° 816
Kas1 = (2,52 % 0,09) x 10¢ Kas1={4,86 0,12} x 104
RhoB@M1C4 {2:1) 816
Kasa = (1,21 % 0,28) x 10% Kasz = {3,04 £ 2,99) x 10?
RhoB@M2C4 (3,68+ 0,35) x 10° {1,19+0,07) x 10° 830
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Los corrimientos de Stokes (tabla 4.1) de los compuestos de inclusién de rodamina B
presentan una disminucién, a excepcion del compuesto formado con CBJ[7], respecto del
corrimiento observado para la rodamina B en biifer. Esta disminucién indica que existe
un cambio menor en la geometria del estado excitado respecto del basal en los compuestos
de inclusién respecto a la rodamina B en bufer, el cual es causado por la inclusién de la
molécula dentro de Ia cavidad de la matriz. Al encontrarse dentro de la cavidad de la
matriz, Ja molécula de rodamina B se ve sometida a un mayor confinamiento. Ademas, la
molécula de rodamina se encuentra en un medio menos polar (cavidad de la matriz) que
el solvente (biifer fosfato). Ambos fenémenos contribuyen a una disminucién en el
corrimiento de Stokes ya que el fluoréforo presentan una menor relajacion geométrica

cuando se encuentra incluido en la cavidad de las matrices en estudio.

1. tabla 4.2 resume los cambios de intensidad en la sefial de fluorescencia de rodamina B
(2,5 M) en los compuestos de inclusion. Para estudiar el cambio de intensidad de emisién
se obtuvo el cociente entre el maximo de las intensidades de emision del compuesto de
inclusi6n y de la rodamina B en biifer a una misma longitud de onda. Los compuestos
formados con las matrices P-ciclodextrina y M1C4 presentan menor intensidad de
fluorescencia respecto a la rodamina B en bafer. En el caso del compuesto formado con
MI1C4, sin embargo, esta disminucién es dependiente de la concentracién. Para
concentraciones de la matriz superiores 2 2,7 X 104 M se observa que la sefial comienza a
aumentar nuevamente con el aumento en la concentracién de M1C4 (Figura 4.5). Este
aumento se debe principalmente a la formacién de un compuesto de inclusion con

estequiometria 2:1 matriz:huésped, el cual provoca el nuevo aumento en la fluorescencia
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del colorante. Este efecto es el mismo que se observa en la titulacion UV-Vis y el cambio
coincide con la concentracién de M1C4 afiadido. Para las otras dos matrices se observa
un aumento en la intensidad de fluorescencia, de orden 2 aproximadamente, respecto de

la rodamina B en bufer.
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Figura 4.5: a) Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de rodamina B (2,5 pM)
con M1C4: b) Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de
rodamina B con M1C4 utilizando un modelo de asociacion 1:1 (Ecuacion E2); ¢) Ajuste
de la curva de titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de rodamina B con M1C4

utilizando un modelo de asociacion 2:1 matriz:huésped (Ecuacion E3).
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Tabla 4.2: Longitud de onda del mdximo de fluorescencia y cocientes entre los maximos

de las intensidades del complejo de inclusion y de rodamina B en bfer.

[Matriz] (M) laif rhos (n?;n)
RhoB bifer - 1 583
g:f:ﬁg;ma 1,050 x 102 0,6 581
RhoB@CB[7) 1,140 x 107 2,2 583
RhoB@M1C4 2,071 x 10 0,5 583
RhoB@M2C4 9,208 x 10° 2,0 580

[RhoB] = 2,5 uM

En la tabla 4.3 se presentan los tiempos de decaimiento de fluorescencia para la rodamina
B en biifer, y para los compuestos formados con las matrices supramoleculares estudiadas.
Se observa que para el compuesto de inclusién de B-ciclodextrina con rodamina B se
produce una disminucion en el tiempo de decaimiento, mientras que, para el resto de los

compuestos estudiados, se observa un aumento de éste.
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Tabla 4.3: Tiempos de vida de fluorescencia para los compuestos de inclusion formados

con rodamina B y las matrices supramoleculares en estudio.

[I\/I(:;‘.]r)lz] 11 (ns) F1l 12 (ns) F2 Tai/Tabos
RhoB buffer - 1,71+£0,03 - - - 1
RhoB@B- 228x10% 1,40+0,03 ; ; - 0,82
ciclodextrina
RhoB@CB[7] 2,28x10* 3,10£0,05 - - - 1,81
RhoB@M1C4 6,22x105 2,0710,04 095£0,01 0001 0,053 1,21
RhoB@M2C4 3,20x10° 3,51+0,08 - - - 2,05

{RhoB] = 0,5 uM
* scattering

La ecuacion de Striker-Berg? relaciona la tasa de decaimiento radiativo con el cuadrado

del indice de refraccién del microambiente donde se encuentra ¢l fluoroforo mediante la

siguiente relacion matematica

k, = 0.668(92,n2f

@.1)

Para el caso de fluoréforos con transiciones permitidas, el valor de la fuerza del oscilador

(f) puede ser considerada constante en distintos ambientes. Ademas, el indice de refraccién

s encuentra relacionado con la polarizabilidad mediante la siguiente relacion

P = (n? — 1)/(n* +2)

(4.2)
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La tabla 4.4 presenta los valores del indice de refraccion y de la polarizabilidad para
distintos ambientes. Se puede observar que el valor de la polarizabilidad para la cavidad
de los cucurbiturilos es cercano al valor de la fase gaseosa. También se observa que el
valor de la polarizabilidad para Ia cavidad de B-ciclodextrina no difiere del valor reportado

para el agua.

Tabla 4.4: indices de refraccién y polarizabilidades de distintos microambientes?

Ambiente Indice de refraccion ()  Polarizabilidad (P)
Fase gaseosa 1.000 0.000
Cucurbit[7]urilo i.19 0.12
Perfluorohexano 1.252 0.159
B-CD 1.33 0.20
Agua 1.333 0.206

El tiempo de vida de fluorescencia se define mediante la siguiente relacion matematica

1
[ =— 43

donde % corresponde a la tasa de decaimiento radiativo y - a los procesos no radiativos.
Suponiendo que el valor de & permanece constante, una disminucién en el valor de k&
provocard un aumento en 7. La baja polarizabilidad de la cavidad de los cucurbiturilos
implica una disminucién de la tasa de decaimiento radiativo, con el concomitante aumento

del tiempo de vida de fluorescencia de la molécula fluorescente incluida.
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Por otro lado, la inclusién de rodamina B en la cavidad de las matrices supramoleculares
estudiadas, supone un confinamiento de Ia molécula, el cual restringe grados de libertad
rotacionales y vibracionales, evitando la desactivacion de la fluorescencia por procesos
no radiativos. Adicionalmente, las paredes de la cavidad de la matriz otorgan proteccion
mecénica a la molécula, evitando de esta forma la desactivacion por solvente o por
especies presenten en la solucion del fluoréforo. Ambos procesos pueden disminuir Ia tasa
de decaimiento no radiativo del fluoroforo dentro de la cavidad, lo cual provoca un

aumento en el tiempo de vida de fluorescencia (ecuacion 4.3).

43  Estudios de las constantes de asociacién y de los cambios en las propiedades

de absorcién y fluorescencia de los compuestos de inclusién formados con azul Nilo.

Figura 4.6 Estructura quimica del azul nilo.
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Figura 4.7: Espectros de absorcion y fluorescencia normalizados de azul nilo en bufer
fosfato 100 mM pH = 7. Concentracion de azul nilo 20 uM para el espectro de absorcion

y 2 uM para el de fluorescencia (hexe = 600 nm)

En la figura 4.6 se presenta la estructura quimica del azul nilo. Se observa la presencia de
la carga positiva que deslocaliza a través de la porcion aromatica de la molécula dando
origen a distintas especies cargadas en solucion. En la figura 4.7, se observan los espectros
normalizados de absorcién y emision de azul nilo en bifer Na2HPO4/NaH2PO4 100 mM
a pH =7. El espectro de absorcion presenta dos bandas: la primera, a 598 nm, corresponde

a la absorcion del dimero de azul nilo, que se forma en solucion a altas concentraciones;
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ia segunda banda de absorcién se encuenira a 633 nm 'y corresponde a la absorcién del
mondmero del azul nilo ([azul nilo] = 20 uM). El maximo de emision de encuentra 2 673

nm (hexe = 600 nm, [azul nilo] = 2 pM)

Se estudiaron las propiedades luminiscentes y de asociacion de los compuestos formados
por el colorante azul nilo con las matrices supramoleculares en estudio. En la tabla 4.5 se
presentan los valores obtenidos para las constantes de asociacion entre el fluoréforo y la
matriz utilizado espectroscopia de UV-Vis y espectroscopia de fluorescencia. Ademas, se
tabulan los corrimientos de Stokes debidos al proceso de inclusién. Se observa que, al
jgual que en el caso anterior (rodamina B), las constantes de asociacién obtenidas
presentan valores mayores para los compuestos formados con las matrices de naturaleza
aciclica, Estas diferencias se pueden explicar debido a las diferencias en los tamafios de
las cavidades de las matrices estudiadas. Los macrociclos en estudio (B-ciclodextrina y
CBI[7]) presentan un tamafio de cavidad discreto que no puede variarse de manera
importante. La B-ciclodextrina es mas flexible debido a la naturaleza de los enlaces que
conforman la macromolécula comparada con el CB[7] donde los enlaces son rigidos.
Debido a esto, se presentan constricciones en los portales de entrada de la cavidad que no
permiten la inclusién completa, disminuyendo el nimero de interacciones posibles con la
molécula huésped lo que se traduce en menores valores para las constantes de asociacion.
En el caso de las matrices aciclicas como el M1C4 y el M2C4, la cavidad es flexible,
permitiendo un acomodo mas eficiente de moléculas de mayor tamaiio dentro de ella y
maximizando, de esta forma, las interacciones de asociacion entre matriz y huésped,

dando como resultado valores més altos para las constantes de asociacién. Ademds, la
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presencia de grupos aromaticos en las estructuras de las matrices aciclicas estudiadas,
permiten interacciones adicionales con moléculas en cuya estructura se encuentran grupos
de tipo aromético, generando nuevas interacciones que contribuyen al aumento de la

fuerza de la interaccion.

Tabla 4.5: Constantes de asociacién y corrimientos de Stokes de los compuestos de

inclusién de azul nilo con las matrices supramoleculares en estudio

Absorcién Kas Emision Kas Corrimiento
(M) (M) de Stokes
{cm™)
NB biifer - - 939
NB@pB-ciclodextrina (8,96 * 0,66) x 10° (1,58 + 0,06} x 103 920
NB@CB[7] (3,73 £ 0,24} x 10* (4,60 + 0,19) x 10* 715
NB@M1C4 {6,18 +0,31) x 10° (1,11 + 0,09} x 10° 317
NB@M2C4 - (9,42 + 0,62) x 10° 340

La tabla 4.5 también resume los corrimientos de Stokes del azul nilo formando parte de
los compuestos de inclusién. Se incluye el corrimiento de Stokes de la molécula sin incluir
a modo de comparacion. Se observa una disminucion en el corrimiento de Stokes del azul
nilo al estar incluido dentro de las matrices, lo cual se debe a) al mayor confinamiento de
la molécula en la cavidad de las matrices; b) a la menor polaridad de Ia cavidad de la
matriz respecto al solvente (bifer fosfato). Ambos procesos provocan una menor
relajacion geométrica y por solvente de la molécula de azul nilo, disminuyendo el

corrimiento de Stokes.
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Se estudiaron los cambios en la intensidad de emisién de los compuestos formados con
azul nilo caleulando el cociente entre los méximos de intensidad de fluorescencia de los
compuestos de inclusién con el azul nilo en bifer. Los resultados son presentados en la
tabla 4.6. Se muestran también las concentraciones de la matriz utilizada y Ia longitud de
onda 2 la cual se realizé el cociente de intensidades. Se observa que, con la excepcion de
M1C4, todas las matrices producen un aumento en la fluorescencia de orden 1,5 a 2,5
respecto del fluoréforo en bufer. Este aumento puede deberse a la desagregacion del
dimero de azul nilo provocada por la interaccion de éste con las matrices
supramoleculares. La desagregacién del fluoréforo en solucién acuosa provoca un
aumento en la intensidad de fluorescencia al haber mas moléculas de la misma especie
libres en solucién posterior a la desagregacién. Esto puede comprobarse al observar las
titulaciones espectrofotométricas UV-Vis de azul nilo con las matrices supramoleculares.
La banda de absorcién del azul nilo en solucién acuosa presenta dos bandas de absorcion:
la primera a 598 nm, corresponde a la absorcion del dimero del azul nilo; la banda
principal a 633 nm corresponde a la absorcién del monomero. Al ir aumentando la
concentracion de las matrices durante la titulacién, se observa (Figura B17, Anexos) una
disminucion de la banda de absorcién del dimero, la cual desaparece luego de cierta

concentracion,
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Tabla 4.6: Longitud de onda del maximo de fluorescencia y cocientes entre los maximos

de las intensidades del complejo de inclusién y de azul nilo en biifer.

[Matriz] /! A
(M) Clf INB {nm)
NB bufer - 1 673
NB@pB-ciclodextrina 1,500x 10° 1,6 673
NB@CB[7] 7,176 x 10¢* 2,6 674
NB@M1C4 3,556 x 10° 0,3 675
NB@M2C4* 7,692 x 10°® 2,7 673

[NB] = 2 uM; (*) 0,2 p1

Se midieron los tiempos de decaimiento de fluorescencia del azul nilo y de los compuestos

formados con las matrices supramoleculares. La tabla 4.7 resume los tiempos de

fluorescencia obtenidos y las concentraciones de las especies utilizadas en la medicién,

El azul Nilo presenta dos mecanismos de desactivacion de la fluorescencia. El grupo

flexible dietilamino es el principal responsable del proceso de decaimiento intramolecular;

su denso sistema de niveles de energia rotacional facilita la transferencia de energia dentro

de la molécula. Intermolecularmente, el mecanismo puede estar conectado con la

transferencia de protones en el estado excitado. Las moléculas en estado excitado pueden

reaccionar con protones en una reaccién de equilibrio produciendo cationes doblemente

cargados los cuales decaen mas répido que los que sélo presentan una carga’.
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Para los compuestos de inclusion estudiados, se observan dos tiempos de decaimiento de
fluorescencia. En todos los casos, los tiempos de decaimiento son mayores que la
molécula de azul nilo en bufer, indicando que la asociacion con las matrices retrasa el
tiempo de decaimiento. Esto puede deberse a que los mecanismos de desactivacion de la
fluorescencia que presenta el azul nilo se ven afectados debido a la presencia de la matriz.
Es sabido que las matrices de cucurbiturilos afectan los equilibrios de protonacién de
ciertas especies, lo cual podria interferir en el mecanismo de desactivacién intermolecular
del azul nilo. As{ también, debido a la inclusién, el grupo dietilamino puede ver
restringidos sus grados de libertad rotacional, lo cual puede interferir con el mecanismo

de desactivacion intramolecular.

Tabla 4.7: Tiempos de vida de fluorescencia para los compuestos de inclusién formados

con azul nilo y las matrices supramoleculares en estudio.

atri 1 2
" i ) 2
NB buffer - 2,00£0,04 052+0,01 0,51+0,02 0,48
NB@p-ciclodextrina 1,50x10°% 2,38+005 03910,01 080+0,01 0,61
NB@CB[7] 1,13x10* 3,84%0,34 0,12+0,01 1,13£0,01 0,88
NB@M1C4 3,56x10° 2,74%+0,16 0,38+0,02 0,56+0,01 0,53
NB@M2C4* 7,70x10% 2,54+0,09 0,63%0,01 0,14+0,02 0,37

{NB] =2 uwvs; (*) 0,2 uM
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4.4  Estudios de las constantes de asociacion y de los cambios en las propiedades

de absorcion y fluorescencia de los compuestos de inclusién formados con tioflavina

T.
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Figura 4.8: Estructura quimica de la tioflavina T
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Figura 4.9 Espectros de absorcion y emision normalizados de la tioflavina T en bufer
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fosfato 100 mM pH = 7. Concentracién de tioflavina T 30 uM para el espectro de

absorcion y 3 pM para el de fluorescencia (hexc = 390 nm)

En la figura 4.8 se presenta la estructura quimica de la tioflavina T. En la figura 4.9, se
observan los espectros normalizados de absorcién y emisién de tioflavina T en bufer
Na2HPO4/NaH2PO4 100 mM a pH =7. El espectro de absorcion presenta un maximo de
absorcidn a 412 nm ([tioflavina T] = 30 uM). El maximo de emision de encuentra a 452

nm (hexc = 390 nm, [tioflavina T] = 3 pM)

En la tabla 4.8 se presentan las constantes de asociacién obtenidas mediante
espectroscopia UV-Vis y espectroscopia de fluorescencia para la formacion de los
compuestos entre las matrices supramoleculares en estudio y la tioflavina T. Se observa
la presencia de dos constantes de asociacion para la mayoria de los compuestos de
inclusién, debido a la formacién de compuestos de inclusion 2:1 matriz:huésped, lo cual

es concordante con lo reportado en la literatura®®.

Al igual que en los casos anteriores, las constantes de asociacién son mayores para los
compuestos de inclusién formados con las matrices aciclicas. Ademas, se observa un
aumento en los corrimientos de Stokes de la molécula de tioflavina debidos a la inclusién
de Ia molécula dentro de las cavidades de las matrices supramoleculares. Este aumento se
debe fundamentalmente, al retardo en el movimiento torsional de la tioflavina dentro de

las matrices supramoleculares provocado por el confinamiento de la cavidad®.
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Tabla 4.8: Constantes de asociacién y corrimientos de Stokes de los compuestos de

inclusién de tioflavina T con las matrices supramoleculares en estudio

Corrimiento de
Stokes
{cm-1)

ThT bifer - - 2148

Kasz = (1,36 + 0,44) x 10°

ThT@B-ciclodextrina (2:1 - -
: 1) Kas2 = (2,25 % 0,86} x 10°

K..1 = (5,06 +0,28) x 10°
ThT@CB[7] (2:1) (4,81£056)x10° ( 2680
Kasz = (1,25 + 0,21) X 102

Kas1 = (1,55 £ 0,18} x 10°
ThT@M1C4 {2:1) - 2377
Kasz = (8,51 £0,28) x 103

ThT@M2C4 - - 2672

Absorcion Kas Emision Kas
(M) (M*)

La fluorescencia de la molécula de tioflavina T depende fuertemente de la viscosidad del
medio en el que se encuentra debido a la presencia del enlace rotable que une los dos
anillos de la molécula. Debido a esto, cualquier variable (gj. viscosidad del solvente) que
restringa el movimiento a través de este enlace generard un aumento o disminucion en la
intensidad de fluorescencia de esta molécula. En la tabla 4.9 se resumen los cambios en la
intensidad de Ia fluorescencia de la tioflavina T posterior a la inclusion de esta dentro de
las cavidades de las matrices estudiadas. Se observa que la intensidad de la fluorescencia
de la tioflavina T aumenta drasticamente debido a la inclusién de la molécula en las
matrices supramoleculares. Este aumento se debe fundamentalmente a la restriccion de
grados de libertad rotacional en el enlace que une los anillos en la molécula, restriccion

que se produce por el reacomodo de la molécula dentro de la cavidad discreta de las
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matrices, Esta restriccidn genera un aumento de la intensidad de fluorescencia de la

molécula. En la tabla se observa que el compuesto formado con M1C4, una de las matrices

aciclicas de este estudio, produce un aumento de la fluorescencia en un factor de 85.

Tabla 4.9: Longitud de onda del méaximo de fluorescencia y cocientes entre los méximos

de las intensidades del complejo de inclusién y de tioflavina T en biifer.

[Matriz] {M) lerf e (n;:n)
ThT bdfer - 1 452
ThT@p-ciclodextrina  3,120x 107 14 450
ThT@CB[7] 8,000 10™ 32 471
ThT@M1C4 7,597 x 10" 35 474
ThT@M2C4 4,329 x 10 27 482
[ThT] =3 uM

La tioflavina T pertenece a la clase de los rotores moleculares, los cuales, en el estado

excitado, sufren un decaimiento no radiativo muy rapido y, por tanto, exhiben

rendimientos cuanticos de fluorescencia inusualmente bajos®. Este fenémeno ha sido

atribuido a los movimientos torsionales altamente eficientes de los anillos de benzotiazol

y dimetilaminobenceno. Los tiempos de decaimiento de fluorescencia de la tioflavina T

son altamente sensibles a la viscosidad del solvente en el que se encuentra. Ya que la

relajacion torsional de la molécula debiese reducirse al formar parte de compuestos de

inclusién, los tiempos de decaimiento fluorescencia deberfan aumentar. En la tabla 4.10

se presentan los tiempos de decaimiento de fluorescencia de la tioflavina T y de sus
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respectivos compuestos de inclusion formados con las matrices en estudio. Se observan
aumentos en los valores comparados con los de la tioflavina T en bufer. Estos aumentos
corresponden a la restriccion de grados de libertad rotacional en la molécula, posteriores
a su acomodo dentro de las cavidades de las matrices supramoleculares en estudio, y que
se relaciona con el aumento de la intensidad de la fluorescencia de la molécula (tabla 3.8).
La aparicién de una segunda exponencial en el ajuste de los datos puede deberse a la
formacién de compuestos con estequiometria 2:1 matriz:huésped, debido a un aumento en
las conformaciones posibles que la molécula puede adoptar. A pesar de esto, en general,
se observa un aumento de la rigidez de Ia molécula de tioflavina T en la interaccién con
las matrices en estudio. Los aumentos en los tiempos de decaimiento pueden
racionalizarse en términos de las modulaciones esperadas en los caminos de desactivacion
radiativos y no-radiativos de la especie que emite debido a su interaccion con las matrices.
Ademas de la reduccién del canal de decaimiento no radiativo debido a la inclusion, el
canal de decaimiento radiativo puede verse favorecido por la reducida polarizabilidad de
la molécula huéped dentro de la cavidad de la matriz, la cual es mucho menos polar que

el solvente, en este caso bufer fosfato®.
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Tabla 4.10: Tiempos de vida de fluorescencia para los compuestos de inclusién formados

con tioflavina T y las matrices supramoleculares en estudio.

{Matriz] ! T2
Fl1 F2
(M) (ns) (ns)

ThT buffer - 1,24z0,01 0,94 +0,01 0,001* 0,06
ThT@p-ciclodextrina 3,12x10° 1,79+0,01 0,96+0,01 0,001* 0,04
ThT@CB[7] 8,00x10°% 2,21+0,04 060+001 0,63+001 0,40
ThT@M1C4 7,60x10° 1,65+0,02 0,83+0,02 0,37+0,05 0,17
ThT@M2C4 4,33x10% 2,32+0,11 0,50+0,02 0,21+0,04 0,50
[ThT] =3 uM
* scattering

4.5  Comentarios finales del capitulo

Se estudiaron las propiedades fotofisicas de los compuestos de inclusion de las cuatro

matrices propuestas en este estudio con tres distintos fluoréforos: rodamina B, tioflavina

T y azul nilo.

Respecto a las constantes de asociacién: Se calcularon las constantes de asociacién en la

formacion de los compuestos de inclusion de los fluoréforos con las cuatro matrices

estudiadas, mediante espectrocopia UV-Vis y espectroscopia de fluorescencia. Se observa

que las matrices aciclicas forman compuestos de inclusién con los fluoréforos con

constantes de asociacién mucho mayores que las obtenidas para los compuestos de

inclusion formados con B-ciclodextrina y CB[7]. Esto debido a la naturaleza aciclica de
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las matrices M1C4 y M2C4, que permiten acomodar a la molécula completa dentro de su
cavidad de mayor tamafio, maximizando asf las interacciones entre matriz y huésped. Los
valores de las constantes de asociacién de las matrices aciclicas con los fluoréforos
determinadas son del orden de 10° - 106 M., dos o tres 6rdenes de magnitud mayores que
las obtenidas con los macrociclos, A pesar de eso, la velocidad de intercambio entre la
formacién del compuesto de inclusién y su desasociacion, es mucho mayor para las
matrices aciclicas debido a que su cavidad no se encuentra cerrada, como se pudo
determinar por los estudios de resonancia magnética nuclear de protones. El
ensanchamiento de las bandas de los protones o incluso su desaparicion del espectro, es
indicativo de que las velocidades de intercambio del fluoréforo dentro y fuera de la

cavidad son mayores que lo que se observa con los macrociclos.

Respecto a las diferencias en las constantes de asociacién obtenidas mediante las dos
técnicas utilizadas en este estudio, cabe mencionar que cuando ocurre el proceso de
asociacion entre el fluordforo y la matriz supramolecular, la unién de ambas especies
puede ser de diferente naturaleza ya sea en el estado excitado o en el basal. Esto puede
explicarse cuando ocurren cambios conformacionales inducidos por la luz, o cuando una
redistribucion de las cargas en el estado excitado provoca cambios en las interacciones

electrnicas en el complejo matriz-huésped’.

Respecto a la estequiometria de asociacion: Se realizé el método de las variaciones
continuas para la formacién de todos los compuestos de inclusién estudiados en esta tesis

para determinar la estequiometria de la inclusién. A pesar de que la mayoria de los graficos
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de Job indicé que la estequiometria predominante era 1:1, se observaron muchas
desviaciones al tratar de ajustar las curvas obtenidas mediante las titulaciones
espectrofotométricas, ya que éstas indicaban la presencia de otras estequiometrias
posibles. Estas desviaciones de la estequiometria 1:1 son dependientes de la concentracion

y del tamafio de la molécula huésped.

Respecto a los cambios en la fluorescencia observados posterior a la inclusion: La
inclusién de un fluoréforo dentro de una cavidad afecta los caminos de decaimiento
radiativo y no radiativo debido a que el fluordforo le entrega proteccion mecénica al
posible apagamiento de la fluorescencia por desactivacion atribuida al medio que lo rodea
(solvente, especies quimicas presentes en la solucién) y al confinamiento del fluoréioro
dentro de la cavidad de la matriz que restringe grados de libertad, rotacionales y
vibracionales, que pueden apagar ia fluorescencia. En este estudio se observo apagamiento

y amplificacion de la fluorescencia.

Rodamina B: En el caso de 1a rodamina B se observé un apagamiento de la fluorescencia
posterior a su inclusién en las cavidades de B-ciclodextrina y M1C4. Sin embargo, se
observé un aumento de la fluorescencia con M1C4 debida a la formacién de un compuesto
de inclusién 1:1/2:1 matriz:huésped. Por tanto, los cambios en la fluorescencia de

rodamina B en presencia de M1C4 son dependientes de la concentracion.

Para CB[7] y M2C4 se observé un aumento de a fluorescencia posterior 2 la inclusion de

rodamina B dentro de las cavidades de estos macrociclos. En ambos casos, el aumento fue
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un poco mayor al doble de la emision inicial, sin embargo, debido a las diferentes

constantes de asociacion, el aumento ocurre a menor conceniracion de M2C4.

Azul Nilo: Para el azul nilo, el inico compuesto de inclusion que present6 un apagamiento
de 1a fluorescencia correspondio al formado con M1C4, el cual se redujo a la mitad. Para
los compuestos de inclusién formados con las otras matrices, se observé un aumento de
la fluorescencia debida, principalmente, a la desagregacién del fluoréforo. El azul nilo
presenta una constante de dimerizacion en agua muy alta, de orden 10° ¥, por lo cual, la
presencia de estos macrociclos logra desarmar los dimeros, aumentando asi la
fluorescencia. Cabe sefialar el valor de la constante de asociacion del azul nilo con ambas
matrices aciclicas la cuales son de orden 10% valor muy grande comparado con las
constantes de asociacion obtenidas para la formacién de los compuestos de inclusion de

azul nilo con los macrociclos estudiados.

Tioflavina T: La tioflavina presenta un caso especial en este estudio debido a que su
emisién depende fuertemente de la viscosidad del medio. Esto se debe a la presencia del
enlace simple que une el anillo de benzotiazol y al anillo de benceno, el cual tiene libertad
de rotacion entre 37° y 90°. Mediante estudios computacionales® se ha demostrado que en
presencia de solventes con baja viscosidad (agua) Ia transicién desde el estado basal al
excitado implica una rotacién a través del enlace mencionado anteriormente, el cual
cambia desde 37° a 90°, lo que produce que la fuerza del oscilador se vuelva cero,
produciendo un apagamiento de la fluorescencia. En medios con mayor viscosidad, esta

rotacion se ve impedida, por lo cual no se observa este apagamiento.
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Se observé, en todos los compuestos de inclusién estudiados, un aumento de la
fluorescencia de la tioflavina T en agua. Esto se debe a que confinamiento de [a molécula
dentro de las cavidades de las matrices estudiadas restringe grados de libertad rotacional
(evitando asi la rotacion a través enlace observado en medios de baja viscosidad). A pesar
de que en todos Jos casos s¢ observé un aumento de la fluorescencia respecto al compuesto
sin incluir, cabe destacar el gran aumento en la fluorescencia de la tioflavina T posterior
a la inclusi6n de ésta en la cavidad de M1C4. En base a los resultados de Ia titulacion por
fluorescencia, se obtuvo que la tioflavina T puede formar un compuesto de inclusion de
estequimetria 2:1 matriz:huésped el cual produce un aumento significativo de la

fluorescencia del fluordforo.
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5

Fluorescencia en estado solido

5.1  Sintesis, caracterizaciéon y depdsito de nanoparticulas de plata sobre vidrio

Se llevé a cabo la modificacion de las superficies de vidrio con nanoparticulas de plata
sobre la cual se procederian a depositar los compuestos de inclusién de los colorantes con
las matrices en estudio. Para esto se realizé la sintesis de las nanoparticulas de plata, en
solucién acuosa, empleando hidroxilamina como agente reductor. La figura 5.1 muestra
el especiro de extincion de las particulas sintetizadas en este estudio. Se observa un
maximo en 410 nm consistente con el plasmén de absorcién de la plata en estado
nanoparticulado de morfologia esférica. Para dar indicios sobre el tamafio de las
nanoparticulas sintetizadas se realizé un analisis de dispersion dindmica de luz. La figura
5.2 muestra el histograma de tamaiios obtenido en triplicado mediante esta técnica de las
particulas sintetizadas. Se observa que la distribucién de tamafios varia desde 2 nm hasta

los 6 nm con una baja dispersién.
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Figura 5.1: Espectro de extincién de las nanoparticulas de plata sintetizadas en este

estudio.
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Figura 5.2: Histograma de distribucion de tamafio hidrodindmico de las nanoparticulas

de plata sintetizadas en este estudio. El analisis se presenta en triplicado.

El vidrio modificado con el polimero fue sometido a un tratamiento con el coloide de las
nanoparticulas para su depdsito sobre la superficie. Para comprobar el depdsito de las
nanoparticulas, se realizd un estudio de espectroscopia UV-Vis de los vidrios
modificados. En la figura 5.3 se observan los espectros de extincién de once vidrios
diferentes modificados con nanoparticulas. Se observa que en todos los casos es posible
evidenciar el plasmon correspondiente a las nanoparticulas de plata. Esto significa que las

nanoparticulas de plata depositadas sobre el vidrio mantienen su entidad, conservando el
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plasmén de absorcion. La aparicién de un ‘hombro’ en la banda de extincién de las
nanoparticulas depositadas en vidrio es caracteristica de la naturaleza del metal y se debe
a que la luz incidente no es homogénea alrededor de la particula, produciendo pérdidas de
energia, las cuales inducen una resonancia de cuadrupolo débil, la que se manifiesta como
el hombro observado en el espectro de extincién'. La banda a que aparece a menor energia,
presenta un corrimiento, respecto del espectro de extincién de las nanoparticulas en agua,
debido al cambio de medio que rodea las particulas (aire). Finalmente, se observa la
aparicion de una banda de absorcién ancha con méximo entre 600-700 nm lo cual podria
indicar un cambio en la morfologia (el alargamiento de una de las dimensiones de las
nanoparticulas debido a la aglomeracion de las particulas en la superficie del vidrio)

generando la aparicién de un plasmon de absorcién longitudinal.
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Figura 5.3: Espectro de extincion de las nanoparticulas de plata depositadas sobre vidrio
modificado. Se presentan los espectros de 11 vidrios diferentes, modificados en un mismo

bafio.

Para estudiar la morfologia de las nanoparticulas depositadas sobre vidrio modificado, se
realizd un andalisis mediante microscopia de fuerza atémica de la superficie. La figura 5.4
muestra una topografia general (10 um x 10 pm) de la superficie del vidrio modificado
con nanoparticulas. Se observa la distribucion de las nanoparticulas de plata en la
superficie del vidrio. Ademas, se presenta un histograma de alturas de las nanoparticulas,
el cual muestra que la distribucion de tamarfios varia entre los 10 a los 60 nm, indicando
aglomeracion de las particulas en la superficie, comparado con el tamafio de particula

obtenido en la suspension coloidal. La aglomeracion de las particulas en la superficie del
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vidrio explica la aparicion del plasmén de absorcién longitudinal en los espectros de
absorcion UV-Vis registrados del vidrio modificado. A pesar de la aglomeracion, se

observa una distribucion homogénea sobre la superficie de vidrio.

Para observar la superficie con mayor detalle se registréd una micrografia a menor tamafio
de drea (2 um x 2 um) (a), Figura 5.5) y su imagen tridimensional. Se observa la
morfologfa tipo esferoide de las particulas en la superficie del vidrio. Ademas, se obtuvo
una ampliacién de la misma imagen (120 nm x 120 nm) para visualizar una sola particula
y su proyeccion tridimensional. Se procedid a medir la particula, obteniendo valores de
alrededor de 30 nm en una de sus dimensiones (Z) y de de 200 nm en la dimension que

ocupa la particula sobre la superficie del vidrio (XY).
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Figura 5.4: Topografia (10 pm x 10 um) e histograma de tamaiio (Z) de las nanoparticulas

de plata depositadas sobre vidrio modificado con polimero catiénico.
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Figura 5.5: a) Topografia de la superficie (2 pm x 2 pum) e imagen tridimensional de las
nanoparticulas de plata depositadas sobre vidrio modificado con polimero; b) Imagen (120
nm x 120 nm, ampliada) de una sola particula, imagen tridimensional de la particula y
medicion del largo/ancho de ésta. La linea verde representa la longitud medida; ¢) Imagen

de fase (20 pm x 20 pm) de la superficie.
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5.2 Fluorescencia en estado sélido

5.2.1 Rodamina B

Una vez modificado el vidrio con las nanoparticulas de plata se procedié a agregar el
fluordforo o el compuesto de inclusién respectivo sobre el vidrio. Para llevar a cabo este
procedimiento, se intentaron dos métodos, deposito por gota (drop coating) y por

inmersién (dip coating), para comparar resultados.

Para el depdsito de rodamina B o sus compuestos de inclusidn se prepararon soluciones
de concentracién 5 x 10 M de rodamina B en agua desionizada. A cada solucién se le
agregd la matriz correspondiente hasta alcanzar la concentracion deseada. Se tomd una
alicuota de 10 uL y se depositd sobre un vidrio modificado con nanoparticulas y uno sin
modificar (el vidrio sin modificar fue lavado con agua regia durante 24 horas para eliminar
posibles impurezas). Los vidrios se dejaron secar al aire durante una noche, previo a las

mediciones.

Los espectros de fluorescencia fueron registrados directamente sobre el vidrio modificado
con el compuesto de inclusidn, en un dngulo de 35°, longitud de onda de excitacién a 520
nm. La figura 5.6 se presenta el espectro de la rodamina B en sélido sobre vidrio sin
modificar, y sobre vidrio modificado con nanoparticulas de plata. Se observa el aumento
de la fluorescencia de la rodamina en presencia de las nanoparticulas, asi como también

el corrimiento del miximo de emision hacia el azul. Para medios viscosos o vitreos, es
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comiin observar un corrimiento del maximo de emision hacia el azul debido a que el
fluoréforo relaja a una escala de tiempo mucho maés rapida que el tiempo que toma en
reorientarse el solvente. Para medios de viscosidad moderada, el espectro de emision
depende del tiempo de vida de fluorescencia de la especie’. Considerando que el tiempo
de vida disminuye en presencia de superficies metalicas nanoparticuladas, es esperable
este corrimiento hacia al azul para fluoroforos que presenten solvatocromismo debido a

esta disminucion en el tiempo de vida.
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Figura 5.6: Espectro de fluorescencia en estado sélido de la rodamina B sobre vidrio

(negro) y sobre vidrio modificado con nanoparticulas de plata (rojo)
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La figura 5.7 presenta los espectros de emision en sélido de la rodamina B y de los
compuestos de inclusin de ésta con las matrices supramoleculares en estudio sobre vidrio
sin modificar (A) y modificado con nanoparticulas de plata (B). Ambos graficos presentan
la misma escala para poder establecer una comparacion entre las intensidades. Es posible
notar que, para todas las especies estudiadas, ya sea el fluoréforo sin incluir o incluido
dentro de las matrices supramoleculares, se observé un aumento de la sefial de
fluorescencia en presencia de la superficie de vidrio modificada con nanoparticulas. Al
igual que en el caso de la rodamina B sobre vidrio, el corrimiento hacia el azul de la sefial
de fluorescencia es provocada por la presencia de las nanoparticulas de plata en la

superficie.
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Figura 5.7: Espectros de fluorescencia en estado sélido de rodamina B y compuestos de
inclusion de ésta sobre A) vidrio sin modificar; B) vidrio modificado con nanoparticulas

de plata
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La tabla 5.1 resume los cambios en el espectro de fluorescencia en estado solido de la
rodamina B depositada sobre vidrio comparada con la misma especie depositada sobre
vidrio modificado. Asf también, se compara el cambio en la emisién de la rodamina B con
la emisién de los compuestos de inclusién depositados sobre vidrio sin y con
modificacion. Se tabulan, asimismo, los corrimientos en el maximo de emision debidos a
la presencia de nanoparticulas en la superficie, asi como el debido al proceso de inclusion

en una matriz supramolecular.

Tabla 5.1: Factores de amplificacién de fluorescencia de los distintos compuestos de
inclusion de rodamina B con las matrices estudiadas, respecto a la emisién de la misma,

en estado sdlido

Areag/Areapes  Almax (NM)

RhoB - RhoB/AgNps 3 -11
RhoB - RhoB@f-ciclodextrina 22 -23
RhoB - RhoB@R-ciclodextrina/AgNps 51 24
RhoB - RhoB@CB[7] 16 -11
RhoB - RhoB@CB[7]/AgNps 63 -9
RhoB - RhoB@M1C4 16 -6
RhoB - RhoB@M1C4/AgNps 33 -7
RhoB - RhoB@M2C4 12 -10
RhoB - RhoB@M2C4/AgNps 62 -11
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Para la amplificacién de la fluorescencia de rodamina B debida a la superficie de
nanoparticulas de plata, se observé un aumento en un factor de 3 de la intensidad de
fluorescencia. Este aumento es provocado por la superficie de nanoparticulas sobre las
que se encuentra depositada la molécula. Las nanoparticulas de plata interactiian con la
Iuz incidente mediante dos procesos: absorcién y dispersion. Cuando la luz interactda con
las particulas de plata dos procesos ocurren simultineamente: a) la absorcion de energia
de la radiacion electromagnética provoca la oscilacion resonante de la nube electronica de
las particulas, generando un plasmén de absorcién, La energfa absorbida de esta manera
es disipada en forma de calor; b) la componente de dispersion representa la habilidad de
la particula para irradiar en el campo lejano. Las oscilaciones electrénicas generadas por

¢l campo eléctrico de la onda incidente actiian como dipolos que pueden irradiar luz.

Lakowicz® plantea que es la componente de dispersién de la particula metalica la
responsable del fendmeno de fiuorescencia amplificada, Ia cual se debe a la induccién de
plasmones en la molécula fluorescente, los cuales pueden irradiar a una tasa mayor de la

que podrian hacerlo en ausencia de la nanoparticula metélica.

Al comparar la intensidad fluorescencia de la rodamina B depositada sobre vidrio sin
modificar con la intensidad de fluorescencia de los compuestos de inclusién de esta
misma, se observé en todos los casos estudiados un aumento de la fluorescencia. Los
factores de aumento obtenidos para los compuestos de inclusién fueron: 22 para el
compuesto formado con B-ciclodextrina, 16 para CB[7], 16 para M1C4 y 12 para M2C4.

Este aumento inesperado de la fluorescencia de la rodamina B al estar incluida dentro de
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la cavidad de las matrices supramoleculares estudiadas puede ser causado por factores
estructurales. El empaquetamiento en estado solido de la rodamina B presenta
mecanismos de desactivacién de la fluorescencia provocados por las interacciones del tipo
7 — T que se generan en ¢l estado solido®. La presencia de las matrices supramoleculares
provoca la desagregacion del ordenamiento en el estado solido, evitando estos caminos de
decaimiento no radiativo de 1a molécula. Mediante este proceso de encapsulamiento fue
posible aumentar la ﬂuore;v,cencia de la molécula en el estado solido en valores que varian

entre 10 a 20, dependiendo de la naturaleza de la matriz supramolecular.

Finalmente, se observa que la amplificacién debida a la presencia de las nanoparticulas de
plata depositadas en el vidrio se produce también en los compuestos de inclusion de
rodamina B con las matrices en estudio. En todos los casos se observa un aumento de la
intensidad de fluorescencia de la rodamina B incluida en la cavidad de las matrices debido
a la presencia de las nanoparticulas. Los factores de amplificacion obtenidos fueron: 51
para el compuesto con B-ciclodextrina, 63 para CB[7], 33 para M1C4 y 62 para M2C4.
Debido a que es necesaria una separacién (entre 8 — 10 nm) entre el fluoréforo y la
nanoparticula para producir la amplificacién de la fluorescencia de este tltimo, la matriz
supramolecular funciona como un separador entre ambas entidades. El fluoréforo ve
impedido el contacto con la superficie de las nanoparticulas, evitando asi el apagamiento
de la fluorescencia. La amplificacién, por tanto, se ve favorecida debido a la proteccién
mecénica que ofrece la matriz supramolecular, la cual evita Ia necesidad de utilizar

separadores adicionales.
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Al comparar los factores de amplificacién provocados por la inclusién de la molécula
dentro de la cavidad de las matrices con el obtenido debido a la presencia de las
nanoparticulas metalicas sobre la superficie, es posible notar que no corresponden a la

suma de las amplificaciones provocadas por ambos procesos individualmente.

52.2 Tioflavina T

Para la deposicion de tioflavina T o sus compuestos de inclusion se prepararon soluciones
de concentracion 5 x 10-° M del fluoréforo en agua desionizada. A cada solucién se le
agregd la matriz correspondiente hasta alcanzar la conceniracién deseada. Se tomo una
alicuota de 70 uL y se depositd sobre un vidrio modifcado con nanoparticulas y uno sin
modificar (el vidrio sin modificar fue lavado con agua regia durante 24 horas para eliminar
posibles impurezas). Los vidrios se dejaron secar al aire durante la noche, previo a las

mediciones.

Se procedi¢ a medir la fluorescencia de la tioflavina T en vidrio sin modificar. La figura
5.8 presenta los espectros de fluorescencia de la tioflavina T sobre sin modificar y
modificado con nanoparticulas de plata. La sefial obtenida para la molécula en estado
sélido es muy baja. Luego, se comparé la emisién de la tioflavina T sobre vidrio
modificado con nanoparticulas de plata. Sin embargo, no se observé un aumento

cuantificable en la sefial de fluorescencia de la molécula.
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Figura 5.8: Espectro de fluorescencia en estado solido de la tioflavina T sobre vidrio

(negro) y sobre vidrio modificado con nanoparticulas de plata (rojo)

Posteriormente se procedio a evaluar la sefial fluorescente de la molécula que forma parte
del compuesto de inclusion con las matrices supramoleculares en estudio. Se observo un
aumento considerable de la fluorescencia de los compuestos formados con las matrices
aciclicas M1C4 y M2C4. Respecto a los compuestos formados con B-ciclodextrina y

CB[7], no se observaron cambios significativos en la sefial de emision de la tioflavina T.
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Luego, los compuestos de inclusion fueron depositados sobre vidrio modificado con
nanoparticulas de plata y se procedi6 a medir la sefial fluorescente de estos. Para las
matrices ciclicas, no se observé un aumento significativo de la fluorescencia debido a las
particulas. Para los compuestos formados con las matrices aciclicas, se observaron dos
fenémenos (Figura 5.9). El compuesto formado con M1C4, a pesar de producir un
aumento significativo de la fluorescencia, presenta una disminucion de la sefial
fluorescente debido a la presencia de nanoparticulas en el vidrio. El compuesto formado
con M2C4, por el contrario, presenta un aumento de la fluorescencia debida a la presencia
de nanoparticulas en ¢l vidrio utilizado como soporte. Sin embargo, no fue posible calcular
un factor de amplificacién debido a que el scattering producido por las nanoparticulas
sobre la superficie del vidrio como también, a que el gran corrimiento en el méximo de la
sefial de emisién dificultd la comparacién de las sefiales de la tioflavina T y de los

compuestos de inclusion.
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Figura 5.9: Espectros de fluorescencia de tioflavina T y de sus compuestos de inclusion
con M1C4 y M2C4 en sélido, sobre vidrio y sobre vidrio modificado con nanoparticulas

de plata.

5.2.3 Azul Nilo

Para la deposicion de azul nilo o sus compuestos de inclusion se prepararon soluciones de
concentracion 5 x 10™ M del fluoréforo en agua desionizada. A cada solucion se le agregod
la matriz correspondiente hasta alcanzar la concentracion deseada. Se tomé una alicuota

de 50 uL y se deposité sobre un vidrio modifcado con nanoparticulas y uno sin modificar
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(el vidrio sin modificar fue lavado con agua regia durante 24 horas para eliminar posibles

impurezas). Los vidrios se dejaron secar al aire durante la noche, previo a las mediciones.

Se procedid a medir la fluorescencia de las muestras preparadas, sin embargo, no fue

posible obtener una sefial de fluorescencia para el azul Nilo en estado sélido.

53  Comentarios finales del capitulo

La modificacion de la superficie de vidrio con nanoparticulas de plata se [levé a cabo
eficientemente. En la figura 5.10 se muestra un esquema representativo del vidrio
modificado con nanoparticulas. La presencia de la carga positiva en la superficie del vidrio
permite el depdsito de las nanoparticulas de plata de manera eficiente, debido a que Ia
carga que rodea la superficie de éstas, es de naturaleza negativa (presencia de una capa de

AgCl protectora, que vuelve mas negativo el potencial de la nanoparticula)®.

Los espectros UV-Vis muestran la aparicion de una banda de extincién a longitudes de
onda mayores, lo cual es indicativo de la agregacion de las nanoparticulas en la superficie
del vidrio. Las topografias obtenidas por AFM de la superficie modificada muestran las
nanoparticulas distribuidas homogéneamente. Se observa que la aparicidn del plasmén
observado en los espectros de UV-Vis se debe a la agregacién de las nanoparticulas,
formando geometrias elipsoidales, las cuales presentan este plasmén longitudinal

asociado a la dimensién mads larga de la particula.

104




Figura 5.10: Esquema del vidrio modificado con nanoparticulas de plata. Se representa
la funcionalizacion del vidrio con polielectrolito cationico MADQUAT vy las

nanoparticulas interactuando con la carga positiva de la molécula orgénica.

Sobre la amplificacion de fluorescencia en estado solido

Rodamina B: 1L.a amplificacion de fluorescencia de la rodamina B debida a la presencia de
nanoparticulas de plata ha sido estudiada previamente. Experimentos con nanoparticulas
de plata depositadas sobre paredes de cubetas de cuarzo produjeron una amplificacion de

la fluorescencia de la rodamina B en solucién de un orden de 23!°). En otros experimentos
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se cred una monocapa de rodamina B cercano a una monocapa de nanoparticulas de plata,
obteniendo una amplificacién de la fluorescencia del fluoréforo de orden 2007, En este
estudio, la amplificacion de la rodamina B debida a la presencia de nanoparticulas de plata

fue de orden 4.

En este trabajo de tesis se midié previamente la fluorescencia del compuesto de inclusién
formado entre la rodamina B y las matrices estudiadas. En todos los casos se observé un
aumento de la fluorescencia del compuesto de inclusién respecto a la fluorescencia de la
rodamina B depositada sobre vidrio, sin la presencia de nanoparticulas de plata. Las
amplificaciones varian dependiendo de la matriz utilizada, y corresponden a un aumento
de 10 a 20 veces. Cabe seiialar, que el compuesto de inclusién que mayor amplificacion

tuvo fue el de B-ciclodextrina con rodamina B.

Luego, se midi6 la fluorescencia de los compuestos de inclusiéon de rodamina B sobre el
vidrio modificado con nanoparticulas de plata. No se observd apagamiento de la
fluorescencia debida a la presencia de la superficie nanoestructurada, observandose un
aumento de fluorescencia, en todos los casos. La presencia de la matriz, la cual funciona
como un separador entre la superficie nanoparticulada y la molécula fluorescente, es la
que evita el apagamiento debido al contacto. La amplificacion varfa en el orden de 30 a
60, valores muy superiores a los reportados en [a literatura, aunque no comparables debido
a que las condiciones experimentales fueron distintas. Se observé entonces amplificacién
de la fluorescencia debido a factores independientes; el efecio de la inclusién del

fluoroforo dentro de la cavidad de una matriz supramolecular, v la presencia de
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nanoparticulas de plata. Estas amplificaciones no son la sumatoria de las amplificaciones

individuales, sino que un proceso sinérgico entre ambas.

Tioflavina T: Estudios acerca de la amplificacion de fluorescencia de tioflavina T en
presencia de nanoparticulas metédlicas son escasos. Destaca un reporte de aumento de

fluorescencia en solucion de agregados de plata ligados a tioflavina T®.

En este trabajo de tesis se estudié la amplificacién de fluorescencia de tioflavina T en
sélido, encontrandose que, tanto la formacién de compuestos de inclusién con las matrices
estudiadas, como la presencia de nanoparticulas de plata, produce un aumento de la
fluorescencia de este fluoréforo. La inclusién de tioflavina T dentro de las matrices
supramoleculares aciclicas M1C4 y M2C4 se presentan como un método sencillo para

mejorar la sefial fluorescente de esta molécula en estado sélido.

Respecto a la sinergia observada en los fenémenos de amplificacién de fluorescencia en
el estado sélido, se puede intuir que se debe a ambos procesos. En primer lugar, la
desagregacién de las moléculas de los colorantes en el estado s6lido produce una
disminucién de los caminos de desactivacion no radiativos, lo que produce un aumento de
la sefial fluorescente en estado sélido, debido a la inclusion del fluoréforo en las cavidades
de las matrices supramoleculares. Por otro lado, la amplificacién de la fluorescencia
debida a la superficie metdlica nanoparticulada obedece a un fenomeno distinto.
Independiente de la estructura cristalina de las moléculas fluorescentes, la amplificacion

ocurre por la generacién de un campo eléctrico concentrado en las nanoparticulas el cual

107




interactfia con la especie fluorescente en el campo lejano, siendo posible obtener una

amplificacién del colorante en estado sélido sin la necesidad de desagregar las moléculas.

Se puede resumir que en este estudio que el proceso amplificacion la fluorescencia se
debié a la contribucidn de dos factores. Un factor es la amplificacién es debido a la
presencia de las nanoparticulas. El otro factor de amplificacién es exclusivo al fenomeno
de inclusién que restringe la movilidad del fluoroforo. EI colorante desagregado forma
parte, como molécula huésped una matriz supramolecular con una estructura cristalina
nueva y corresponde a un nuevo sistema fluorescente, que presenta una sefial mayor que
el que la del sistema inicial. Este ensamble supramolecular es acoplado a nanoparticulas
depositadas sobre el vidrio, que amplificard con una sefial mayor que la primera. La sefial

resultante, finalmente, ser4 mayor que la suma de los procesos individuales.
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6

Conclusion

La sintesis de cucurbiturilos aciciclos, respecto a los derivados ciclicos de cucurbiturilos,
presenta la ventaja de ser un método escalable, de fécil purificacién y que permite la
introduccién de grupos funcionales en las cadenas laterales para modificar sus
propiedades de reconocimiento molecular y su solubilidad en agua. Ademads, debido a que
poseen una cavidad flexible, permiten el ingreso de un rango més amplio de huéspedes,

comparado con matrices supramoleculares que presentan una cavidad definida o rigida.

Los andlisis de resonancia magnética nuclear de protones dieron cuenta de la formacién
de los compuestos de inclusion de las matrices en estudio (B-ciclodextrina, CB[7], M1C4,
M2C4). Utilizando estudios de acoplamiento molecular, fue posible proponer una
estructura para los compuestos de inclusién que fuera concordante con los andlisis
experimentales. A pesar de esto, M1C4 y M2C4 presentaron constantes de asociacion de
2 0 3 6rdenes de magnitud comparadas con p-ciclodextrina o cucurbit[7]urilo, lo que los
hace candidatos mas idéneos en el mejoramiento de las propiedades luminiscentes de

moléculas organicas fluorescentes.

Las matrices supramoleculares estudiadas permiten mejorar las propiedades luminiscentes
en estado solido de los colorantes presentados debido a que permiten la separacion del

colorante de la superficie modificada con nanoparticulas de plata, evitando de esta forma
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el apagamiento de la fluorescencia, y evitando la necesidad de utilizar separadores
adicionales en el disefio del dispositivo. Sumado a esto, la formacion de compuestos de
inclusién provoca la desagregacién de las moléculas del colorante en el estado sélido,
provocando un aumento adicional de la fluorescencia. Finalmente, la amplificacién de
fluorescencia debida a la presencia de las nanoparticulas metalicas en la superficie ocurre
sobre esta nueva entidad (compuesto de inclusién), generando una amplificacién mayor
que la suma de las amplificaciones individuales (una debida al encapsulamiento y la otra

debida al efecto plasmonico).
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ANEXOS

A. Espectros de resonancia magnética de protones, carbono y de masa de los

compuestos sintetizados en este estudio
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Figura A1: Espectro |H-RMN (400 MHz, DMSO-¢°) de glicoluril
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Figura A3: Espectro de masas CB[7], solucion 1 mg/mL
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B. Estudio de constantes de asociacion de los compuestos formados mediante

espectroscopia UV-Vis y espectroscopia de fluorescencia
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Figura B1: Titulacién espectrofotométrica UV-Vis de rodamina B (7 uM) con pB-

ciclodextrina.
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Figura B2: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica UV-Vis de rodamina B

con B-ciclodextrina. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B3: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de rodamina B (2,5 uM) con

[-ciclodextrina.
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Figura B4: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de

rodamina B con B-ciclodextrina. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B6: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica UV-Vis de rodamina B

con CB[7]. Modelo de asociacion 1:1
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rodamina B con CB[7]. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B12: Ajuste de la curva de titulacién espectrofotométrica de fluorescencia de

rodamina B con MI1C4. Superior: Modelo de asociacion 1:1. Inferior: Modelo de

asociacion 1:1 —2:1 matriz:huésped
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Figura B13: Titulacién espectrofotométrica UV-Vis de rodamina B (7 pM) con M2C4
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Figura B14: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica UV-Vis de rodamina B

con M2C4. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B15: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de rodamina B (2,5 uM) con

M2C4

150




. J’r/k‘—ﬁﬁ

650 -

600
4

550
500 -4
450 -

400 -

-

Intensidad de fluorescencia a 580 nm (cuentas)

350 . , : , . , ; ;
0,00000 0,00004 0,00008 0,00012 0,00016

[M2C4] (M)

Figura B16: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de

rodamina B con M2C4. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B17: Titulacion espectrofotométrica UV-Vis de azul nilo (20 pM) con f-

ciclodextrina.
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Figura B18: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica UV-Vis de azul nilo con

B-ciclodextrina. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B19: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de azul nilo (2 M) con B-

ciclodextrina.

154




600
550
500
450 +

400

-

350 -;d

i = L 2 I i I N 1
0,0000 0,0004 0,0008 0,0012 0,0016

[B-CD] (M)

Intensidad de fluorescencia a 650 nm (cuentas)

Figura B20: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de azul

nilo con B-ciclodextrina. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B21: Titulacion espectrofotométrica UV-Vis de azul nilo (20 uM) con CB[7]
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Figura B22: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica UV-Vis de azul nilo con

CBJ[7]. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B23: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de azul nilo (2 pM) con

CBI[7]
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Figura B24: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de azul

nilo con CB[7]. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B25: Titulacién espectrofotométrica UV-Vis de azul nilo (20 uM) con M1C4
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Figura B26: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica UV-Vis de azul nilo con

M1C4. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B27: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de azul nilo (2 uM) con

MI1C4
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Figura B28: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de azul

nilo con M1C4. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B29: Titulacion espectrofotométrica UV-Vis de azul nilo (20 uM) con M2C4
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Figura B30: Variacion del maximo de absorcién a 650 nm en funcion de la concentracion

de M2C4 agregado en la titulacion
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Figura B31: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de azul nilo (0,2 uM) con

M2C4
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Figura B32: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de azul

nilo con M2C4. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B33: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de tioflavina T (3 uM) con

B-ciclodextrina
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Figura B34: Ajuste de la curva de titulacién espectrofotométrica de fluorescencia

tioflavina T con B-ciclodextrina. Modelo de asociacion 1:1 —2:1 matriz:huésped
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Figura B35: Titulacion espectrofotométrica UV-Vis de tioflavina T (30 uM) con CB[7]
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Figura B36: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica UV-Vis de tioflavina T

con CB[7]. Modelo de asociacion 1:1
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Figura B37: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de tioflavina T (3 pM) con

CB[7]
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Figura B38: Ajuste de la curva de titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de

tioflavina T con CB[7]. Modelo de asociacion 1:1 —2:1 matriz:huésped
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Figura B39: Titulacion espectrofotométrica UV-Vis de tioflavina T (30 uM) con M1C4
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Figura B40: Absorcién a 412 nm de tioflavina T en funcidn de la concentracién de M1C4

agregado en la titulacion espectrofotométrica UV-Vis
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Figura B41: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de tioflavina T (3 pM) con

MI1C4
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Figura B42: Ajuste de la curva de titulacién espectrofotométrica de fluorescencia de

tioflavina T con CB[7]. Modelo de asociacion 1:1 —2:1 matriz:huésped
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Figura B43: Titulacién espectrofotométrica UV-Vis de tioflavina T (30 uM) con M2C4

178




0,58 - -
B
-~ u
[
5,056 .
u
= =
n
™ 0,54 -
<t | 3
@ H
‘G 0,62 4 E
S "
= =
? 0,50 - u -
e -} -
<
| |
L- . "
0,48 -
I} T || * I} * 1 ¥ o
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008
iM2C4] (M)

Figura B44: Absorcion a 412 nm de tioflavina T en funcién de la concentracién de M2C4

agregado en la titulacion espectrofotométrica UV-Vis
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Figura B45: Titulacion espectrofotométrica de fluorescencia de tioflavina T (3 pM) con

M2C4

180




C. Método de las variaciones continuas y grificos de Job de los compuestos de

inclusion preparados en este estudio
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Figura C1: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacién del

compuesto de rodamina B@p-ciclodextrina
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Figura C2: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de rodamina B@CB[7]
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Figura C3: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de rodamina B@M1C4
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Figura C4: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de rodamina B@M2C4
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Figura C5: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de azul nilo@p-ciclodextrina

185




0.8 5
0,7 4
0,6 -
0'5._-
041

-

0,34

Absorbancia (u.a.)

0,2 +

0,1

00+
450

27,5 -
25,0
225
20,0
17,5
15,0 -
1251
10,0
754
5,0
25
0,0

Area * [CB(7)/([CB(7)]+[NB))

—4—':-‘_. —— = "t-_ —

=g R T O, 00 . T 0, 1
475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750
Longitud de onda (nm)

L]
~.n

™

\

2,5-
-0,1

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11
[CB(T)/([CB(7)]1+[NB])

Figura C6: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de azul nilo@CBJ[7]
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Figura C7: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de azul nilo@M1C4
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Figura C8: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de azul nilo@M2C4
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Figura C9: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de tioflavina T(@f-ciclodextrina
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Figura C10: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de tioflavina T@CB[7]
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Figura C11: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de tioflavina T@M1C4
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Figura C12: Método de las variaciones continuas y grafico de Job para la formacion del

compuesto de tioflavina T@M2C4
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D. Espectros de fluorescencia en estado sélido de los fluoréforos estudiados y de sus

compuestos de inclusion sobre vidrio y vidrio modificado con nanoparticulas de plata
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Figura D1: Espectros de fluorescencia en estado solido de rodamina B y de los

compuestos inclusién de ésta con las matrices supramoleculares en estudio, sobre vidrio

sin modificar.
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Figura D2: Espectros de fluorescencia en estado solido de rodamina B (negro), del
compuesto de inclusion rodamina B@p-ciclodextrina (azul) sobre vidrio sin modificar.
Ademas, se muestran los espectros de fluorescencia en estado solido de la misma
rodamina B (rojo) y del compuesto de inclusion (rosado) sobre vidrio modificado con

nanoparticulas de plata.
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Figura D3: Espectros de fluorescencia en estado sélido de la rodamina B (negro), del
compuesto de inclusion rodamina B@cucurbit[7]uril (azul) sobre vidrio sin modificar.
Ademas, se muestran los espectros de fluorescencia en estado solido de la misma
rodamina B (rojo) y del compuesto de inclusion (rosado) sobre vidrio modificado con

nanoparticulas de plata.
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Figura D4: Espectros de fluorescencia en estado solido de la rodamina B (negro), del
compuesto de inclusion rodamina B@M1C4 (azul) sobre vidrio sin modificar. Ademas,
se muestran los espectros de fluorescencia en estado solido de la misma rodamina B (rojo)
y del compuesto de inclusion (rosado) sobre vidrio modificado con nanoparticulas de

plata.
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Figura D5: Espectros de fluorescencia en estado soélido de la rodamina B (negro), del
compuesto de inclusion rodamina B@M2C4 (azul) sobre vidrio sin modificar. Ademas,
se muestran los espectros de fluorescencia en estado solido de la misma rodamina B (rojo)
y del compuesto de inclusién (rosado) sobre vidrio modificado con nanoparticulas de

plata.
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Figura D6: Espectros de fluorescencia en estado solido de la tioflavina T y de los
compuestos inclusion de ésta con las matrices supramoleculares en estudio, sobre vidrio

sin modificar.
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Figura D7: Espectros de fluorescencia en estado solido de tioflavina T (negro), del
compuesto de inclusion tioflavina T@p-ciclodextrina (azul) sobre vidrio sin modificar.
Ademads. se muestran los espectros de fluorescencia en estado solido de la misma
tioflavina T (rojo) y del compuesto de inclusién (rosado) sobre vidrio modificado con

nanoparticulas de plata.
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Figura D8: Espectros de fluorescencia en estado sélido de la tioflavina T (negro), del
compuesto de inclusion tioflavina T@cucurbit[7]uril (azul) sobre vidrio sin modificar.
Ademas, se muestran los espectros de fluorescencia en estado solido de la misma
tioflavina T (rojo) y del compuesto de inclusion (rosado) sobre vidrio modificado con

nanoparticulas de plata.
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Figura D9: Espectros de fluorescencia en estado sélido de la tioflavina T (negro), del
compuesto de inclusion tioflavina T@M1C4 (azul) sobre vidrio sin modificar. Ademas,
se muestran los espectros de fluorescencia en estado solido de la misma rodamina B (rojo)
y del compuesto de inclusion (rosado) sobre vidrio modificado con nanoparticulas de

plata.
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Figura D10: Espectros de fluorescencia en estado sélido de la tioflavina T (negro), del
compuesto de inclusion tioflavina T@M2C4 (azul) sobre vidrio sin modificar. Ademas,
se muestran los espectros de fluorescencia en estado solido de la misma tioflavina T (rojo)
y del compuesto de inclusiéon (rosado) sobre vidrio modificado con nanoparticulas de

plata.
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