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Resumen

En este trabgo se estudiaron las propiedades fotofisicas del derivado de fenalenona
2-(benzo[d]oxazol-2-il)-1H-fenalen-1-ona en medio homogéneo y en medio
microheterogéneo para establecer su potencia uso como fotosensibilizador. Para esto, se
evaluaron las propiedades de absorcion y emision del derivado de fenalenona por
espectroscopia UV-Vis y fluorescencia en solventes homogeéneos, sistemas micelares y en
vesiculas. Para evaluar €l rendimiento cuantico de fluorescencia (®f) se utilizé6 € método
comparativo usando sulfato de quinina. Ademas, se evalud e rendimiento cuéntico de
generacion de oxigeno molecular singulete (®,) del derivado de fenalenona en los entornos
previamente mencionados y con el compuesto adsorbido sobre nanoparticulas de silice (NP).
Basadndose en el método Stéber se sintetizaron nanoparticulas compactas y mesoporosas,
ademés de amino-funcionalizarlas con APTES. La caracterizacion de las NP, asi como la
evaluacion del grado de absorcidon del compuesto sobre NP, se llevaron a cabo mediante las
técnicas de dispersion de luz dinamica (DLS), espectroscopia infrarroja (FT-IR) y
cromatografialiquida de alta eficacia (HPLC). Paraevaluar ®, del derivado de fenalenona se
utiliz6 e método comparativo de actinometria usando fenalenona como referencia. La
molécula en estudio presentd una banda ancha de absorcién arededor de 415 nm, lo que
implica un corrimiento batocromico del orden de 50 nm en comparacién con la fenalenona
sin sustituir, exhibiendo emision de fluorescencia alrededor de 550 nm con un ®r cercano a
0,05. En medio homogéneo se evaluaron @, elevados, cercanos a la unidad y en igual
magnitud gue lafenalenona. En entorno microheterogéneo se evaluaron @, del orden del 70%
y del 50% en sistemas micelares y en vesiculas, mientras que cuando e compuesto se
encuentra adsorbido en NP, varia entre el 75% y e 100% con respecto a la capacidad de
generacion de oxigeno molecular singulete de la fenalenona en las mismas condiciones. Los
resultados  obtenidos  en esta memoria  permiten proponer a la
2-(benzo[d]oxazol-2-il)-1H-fenalen-1-ona como un efectivo agente fotosensibilizador con
propiedades interesantes, asi como la utilizacion de agentes surfactantes y vesiculas para su

solubilizacién en agua.



Summary

In this work The photophysical properties of the phenalenone derivate
2-(benzo[d]oxazol-2-yl)-1H-phenalen-1-one were studied in homogeneous media and
microheterogeneous media to establish its potential use as photosensitizer. For this, the
absorption and emission properties of the phenalenone derivative were evaluated by UV -Vis
and fluorescence spectroscopy in homogeneous solvents, micellar systems and in liposomal
vesicles. To evauate the fluorescence quantum vyield (®r) the comparative method using
qguinine sulfate was used. In addition, the quantum yield of singlet molecular oxygen
generation (®,) of the phenalenone derivative was evaluated in the previously mentioned
environments and with the compound adsorbed on silica nanoparticles (NP). Based on the
Stober method, compact and mesoporous nanoparticles were synthesized, aso amino-
functionalized with APTES. The characterization of the NPs, as well as the evaluation of the
degree of absorption of the compound on NPs, were carried out using dynamic light scattering
(DLS), infrared spectroscopy (FT-IR) and high-performance liquid chromatography (HPLC)
techniques. To evaluate ®,, the comparative method of actinometry was used using
phenalenone as a reference. The molecule under study presented a broad absorption band
around 415 nm, which implies a bathochromic shift about 50 nm compared to unsubstituted
phenalenone, exhibiting fluorescence emission around 550 nm with ®¢ close to 0,05. In
homogeneous medium, high ®, were evaluated, close to unity and in the same magnitude as
phenalenone. In microheterogeneous environment, ®, of the order about 70% and 50% were
evaluated in micellar systems and vesicles, while when the compound is adsorbed in NP, it
varies between 75% and 100% with respect to the generation capacity of singlet molecular
oxygen of phenalenone under the same conditions. The results obtained in this study allow us
to propose 2-(benzo[ d] oxazol-2-yl)-1H-phenal en-1-one as an effective photosensiti zing agent
with interesting properties, as well as the use of surfactant agents and liposomal vesicles for

its solubilization in water.
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1. Introduccion

1.1.  Oxigeno molecular singulete

El oxigeno molecular es un compuesto diatdbmico, cuyas propiedades fisico-quimicas
(Sengupta, Chattopadhyay, & Grossart, 2013) derivan de su configuracion electronica. La
configuracion electronica del estado basal de la molécula del oxigeno corresponde a la
siguiente: (Fresnadillo D. G., 2010) (Dickerson, Gray, Darensbourg, & Darensbourg, 1992):

Oz: K (028)*(0"23)* (0,2p)* (m.2p)* (10, 2p)* (3 2p) " (3 2p) "

La molécula en su estado basal posee dos eectrones desapareados de espines paral€elos,
localizados en orbitales pi antienlazantes (i), por lo que se trata de un estado electrénico de
multiplicidad triplete, denominado 3Y4 segiin notacion espectroscopica. Esta distribucion
electronicale confiere, por ggemplo, propiedades dirradicalarias y paramagnéticas.

El primer estado excitado del oxigeno molecular se encuentraa 22 kcal/mol por sobre el estado
basal, estando sus electrones apareados, correspondiendo un estado con multiplicidad
singulete degenerado. Este estado se denomina 1Aq segiin notacion espectroscopica. Un
segundo estado excitado se encuentra a 37 kcal/mol por sobre € estado basal, donde los
electrones se encuentran desapareados con spines antiparalelos, € cual se denota como 1.
Sin embargo, este estado excitado decae répidamente hacia A4 a través de una conversion
interna permitida.

El oxigeno en su estado singulete (*Ag) exhibe un carécter diamagnético y su reactividad es
diferente ala que posee en su estado basal, debido ala presencia de el ectrones apareados. Esta
caracteristica posibilita reacciones quimicas en condiciones en que e oxigeno en su estado
fundamental no participaria porque, a diferencia del estado triplete, no se presentan
restricciones cuanticas relacionadas con la conservacion de espin a interaccionar con
mol éculas organicas que, en general, presentan un estado singulete en su estado basal

(EpeB. , 1991).

L a generacion de esta especi e reactiva de oxigeno (ERO) puederealizarse através de diversos
procedimientos, los cuales se pueden dividir en métodos fisicos y métodos quimicos.

Entre los métodos quimicos, se pueden mencionar la descomposicion de perdxido de
hidrégeno en presencia de hipoclorito (Greer, 2006) (Arnold, Browne, & Ogryzlo, 1965), la



descomposicion térmica de ozonidos, (Murray & Kaplan, 1969) de dioxetanos y de
endoperoxidos (H. Wasserman, 1972) (Pierlot, Aubry, Briviba, Sies, & Mascio, 2000).

Entre los métodos de caracter fisico, destacan |a descarga eléctrica sobre una corriente de
oxigeno, la descarga de microondas sobre oxigeno en fase gas y diversos procedimientos
fotoquimicos, entre los que se encuentran la fotdlisis de ozono (J. Pitts, 1968), la excitacion
directa del oxigeno (I. Matheson, 1972), que es un proceso muy poco eficiente (Matheson,
Lee, Yamanashi, & Wolbarsht, 1974) y lafotosensibilizacion. Este Ultimo procedimiento seré
el utilizado en e presente trabagjo, por 0 que se describira de forma més detallada en €l

apartado siguiente.

El tiempo de vida de una entidad molecular que decae siguiendo un proceso de primer
orden es e tiempo necesario para que la concentracion de dicha entidad disminuya
hasta 1/e de su valor inicial. Estadisticamente representa la esperanza de vida de la
entidad. Es igual a inverso de la suma de las constantes de velocidad
(pseudo)unimoleculares de todos |os procesos que causan su desaparicion. Se define,
aveces, un tiempo de vida para procesos que no son de primer orden. En tales casos,
el tiempo de vida depende de la concentracion inicial de la entidad, o de un
desactivador, por o que solo puede definirse un tiempo de vidainicial o promedio. En
estos casos debe llamarse tiempo de vida “aparente” (IUPAC recommendations)
(Verhoeven J. W., 1996).

L a desactivacion de Ox(*Ag) por cualquier molécula presente en € medio, estara fuertemente
influenciada por su tiempo de vida, independientemente de su constante de velocidad de
reaccion. Es por ello que e O2(1%g), a pesar de ser altamente reactivo, no se considera
participante de las reacciones del oxigeno excitado (Schweitzer y col., 2003). En fase no
condensada, se estima que la vida media radiativa de las moléculas de oxigeno singulete
aisladas es de 45 min., con dependencia de la presion en velocidad de decaimiento (R. M.
Badger, 1965). Los tiempos de vida del oxigeno singulete en solucion son mucho més cortos,
tipicamente entre 10 y 100 us dependiendo del solvente. Por jemplo: en benceno, acetonay
acetonitrilo y los tiempos de vidarondan 30, 50 y 70 us respectivamente, en cambio en agua
y etanol los tiempos de vida del oxigeno singulete se encuentran alrededor delos 10y 4 us

respectivamente (Wilkinson, 1995). En solventes deuterados, € tiempo de vida del Oz(*Ag)



aumenta notablemente, debido a cambios en |la energia de los modos vibracionales del
solvente (Hurst & Schuster).

El oxigeno molecular singul ete en solucién tiene tiempos de vida suficientemente largos para
participar en reacciones bimoleculares, no tan sdlo de interés bioldgico, sino también de
interés quimico. El oxigeno excitado es una especie eectrofilica capaz de reaccionar con
moléculas ricas en electrones, como alquenos, anillos aromaticos, 0 compuestos sulfurados,
dando lugar a oxidaciones, a cicloadiciones [2+2] 6 [2+4], a reacciones tipo “ene” con
formacion de hidroperéxidos, por dar algunos jemplos (Zamadar y col. 2009). Ademas, las
reacciones en las que participa el O2(*Ag), con algunas excepciones, son procesos sin control
difusional y la extension de la reaccion depende tanto de la concentracién estacionaria de
O2(*Ag) en e sitio de reaccion como de la constante de velocidad de la reaccidn bimolecular
(Lissi y cal., 1993). Debido alo anterior, laproduccion y participacion de esta especie reactiva
del oxigeno puede ser aplicadaen campos tan diversos como lasintesis quimicaen el contexto
de la Quimica Verde, en métodos de descontaminacion mediocambiental como |os procesos
avanzados de oxidacidn, o en nuevos tratamientos médicos como las terapias fotodindmicas

contra microorgani Smos resi stentes a antibi6ticos o contra a gunos tipos de cancer.

1.2. Fotosensibilizacion

L a fotosensibilizacion corresponde a la generacion de oxigeno molecular singulete (02(*Ag))
por transferencia de energia desde una especi e el ectronicamente excitada al oxigeno en estado
basal (Verhoeven J., 1996). Como consecuencia de esta transferencia de energia, € oxigeno
pasa a su primer estado electrénicamente excitado, 1A,

El proceso de fotosensibilizacion se inicia cuando un cromaforo, [lamado fotosensibilizador
(FS) (o smplemente sensibilizador), absorbe luz a una longitud de onda adecuada,
promoviendo la generacion de su primer estado el ectronicamente excitado. Dependiendo de
su estructura molecular y su entorno, € sensibilizador puede perder su energia por diversos
procesos electrénicos o fisicos, volviendo asi a estado fundamental, o puede sufrir una
transicion al estado triplete excitado (Wainwright, 1998). En esta etapa, |a molécula excitada
puede transferir su energia al oxigeno molecular basal, formandose e oxigeno molecular
singulete (*Oz). Si bien el mecanismo de la fotosensibilizacion se produce tipicamente desde
el primer estado excitado triplete del sensibilizador, € proceso puede también ocurrir desde
el estado singulete.



El proceso de transferencia de energia ocurre con la aproximacion de las moléculas

involucradas durante € tiempo de vida del estado excitado del sensibilizador, tras lo cua se
recuperael sensibilizador en estado fundamental (Wilkinson, 1993) (Tanielian, 2000). Debido

a lo anterior, e proceso de fotosensibilizacion puede considerarse como un proceso

fotocatalitico, sin embargo, latransferencia continua de energiaal FSy las especies reactivas

de oxigeno (EROs) formadas, pueden promover la descomposicion total o parcial de este FS

ocasionando su pérdidaen un proceso denominado fotoblanqueamiento (Verhoeven J. , 1996).

Entre los requisitos que debe poseer todo sensibilizador, paraque el proceso de generacion de

oxigeno molecular singul ete suceda de forma eficiente, se encuentran |os siguientes:

Absorcion de luz UV-Vis con coeficientes de absorcion molar (Em) elevados,
preferentemente superioresa10*M 1 cm™,

Rendimiento cuantico de cruceintersistemas (Pisc) alto, para poblar eficientemente el
estado triplete (T1), que debe tener una energia superior a la del oxigeno molecular
singulete.

Tiempos de vida del estado excitado T1 largos, en el orden de los s 0 superior.
Altos rendimientos cuanticos de produccion de oxigeno molecular singulete (®a).

Estabilidad térmicay fotoquimica.

L os inconvenientes mas importantes en la produccién de oxigeno molecular singulete (*Oz)

por fotosensibilizadores corresponden a:

Cambios en las propiedades fotofisicas producidas por cambios en €l entorno del FS,
como pueden ser las variaciones de pH o lainmovilizacion del FS en un soporte. Los
cambios en las bandas de absorcion y en del tiempo de vida del estado T1 pueden
disminuir la eficiencia de produccion de oxigeno molecular singulete.

Desactivacion del oxigeno molecular singulete por e fotosensibilizador,
especia mente cuando la concentracion de fotosensibilizador es ata.

Agotamiento del oxigeno. Si e 'O, fotogenerado reacciona con un sustrato, la
concentracion de oxigeno podria disminuir notablemente, o hasta su completa
eliminacion, particularmente en experimentos prolongados en sistemas de reaccion

cerrados.



1.3. Rendimiento cuantico

Para que puedaocurrir cual quier fendmeno desde un estado excitado (luminiscencia, reaccion,
etc.) es necesaria la absorcién previa de radiacion a una longitud de onda (M) adecuada,
provocando la transicion de electrones desde €l estado basal a estados electronicos (y
vibracionales) excitados. El proceso de absorcion ocurre en escal as de tiempo del orden delos
femtosegundos, luego el sistema decaera a un nivel de menor energia (tipicamente € estado
basal) perdiendo € exceso de energia por vias radiativas 0 no radiativas.

Entre de las vias no radiativas -es decir, sin la emision de radiacion- la desactivacion por
conversion interna (IC) supone la transferencia de poblacion entre estados electronicos de
igual multiplicidad. También es posible € cruce entre sistemas (1SC) que ocurre debido a
solapamiento entre nivel es el ectroni cos de diferente multiplicidad de espin, favorecido por €
acoplamiento espin-6rbita. Se pueden dar también procesos bimoleculares que incluyen
choques o interacciones con pérdida de energia electronica, en que la molécula excitada
transfiere energia a solvente u otra especie en el medio.

Entre las vias radiativas -es decir, con emision de radiacion- se puede incluir lafluorescencia
y lafosforescencia. EI fendmeno de fluorescenciaimplicalaemision desde un estado excitado
aun estado inferior de igual multiplicidad de espin, en cambio, la fosforescencia ocurre entre
estados de diferente multiplicidad de espin. Segun lasreglas de seleccién, € primer fendmeno
espermitido y & segundo es prohibido, lo que repercute enladuracién del proceso. Laemision
fluorescente es rgpida y ocurre habitualmente en € rango de picosegundos a nanosegundos,
mientras que la emision fosforescente es notablemente més lenta, llegando a la escala de
milisegundos y superior.

En este punto esvalido aclarar que la generacion fotosensibilizada de oxigeno singul ete ocurre
por la transferencia de energia desde una molécula en estado excitado triplete, considerando
que en genera las moléculas organicas tienen como primer estado excitado multiplicidad
singulete, la eficiencia de generacion de 1O, tendra una estrecha relacion con la eficiencia del
proceso de cruce entre sistemas del sensibilizador para generar estados triplete a partir del

singulete.



Para evaluar la eficiencia de un proceso dado, se define e rendimiento cuantico, ®, como:

Eq. 1
.[p_Nﬁm d m d m éc q e Poou e d
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Eq. 2
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1.3.1. Rendimiento cuantico de fluorescencia y de fosforescencia.

El rendimiento cuantico de fluorescencia es la relacion entre e nimero de moléculas que

emiten fluorescenciarespecto al nimero total de moléculas excitadas.

Eqg. 3
Nam  d f e p f
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Otra de las vias radiativas del decaimiento de una molécula excitada es la fosforescencia
Aunque, como ya se menciond, la diferencia entre ellas radica en la multiplicidad del orbital
desde donde ocurre la emision, en la préctica se distinguen usuamente por € tiempo que
transcurre entre laemision y la absorcion.

Similar a rendimiento cuantico de fluorescencia, e rendimiento cuantico de
fosforescencia (®pn) corresponde € cociente entre la velocidad con que las moléculas
fosforecen y la velocidad de absorcién de fotones

A nivel general, existen dos metodologias para la determinacion de ®r, el método absoluto y
el método indirecto.

El primero de ellos permite determinar @ tanto para especies en solucién como en fase solida,
aunque carece de popularidad debido, principamente, al uso de metodologias e
instrumentacion con requerimientos tecnol 6gicos elevados.

El segundo método es solo aplicable a especies en solucion y es el méas empleado, basado en
el uso de sustancias patrén con rendimientos cuanticos previamente establecidos,
ampliamente estudiados y que cumplen con caracteristicas para ser empleados como

referencia.



1.3.2. Rendimiento cuantico de generacién de O(*Ag) en solucién, Oa

El rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singulete (®,) es una medida de la
eficiencia de generacion de esta especie por cantidad de fotones absorbidos por €
sensibilizador.
Eq. 4
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~ Nam d | e}

D,

Wilkinson (1981, 1996) propuso un esquema cinético genera que considera todos los
procesos elementales involucrados en la generacion fotosensibilizada del oxigeno molecular
singulete en solucién, incluyendo los procesos que conducen al consumo o desaparicion de
éste: desactivacion por el solvente, por e mismo sensibilizador o por un sustrato reactivo.
La generacion del oxigeno excitado involucra, o puede llegar ainvolucrar, a los dos estados
el ectronicamente excitados de menor energia del sensibilizador, €l primer estado singulete
excitado y e primer estado triplete. Como consecuencia, € rendimiento cuéntico total de
generacion de oxigeno molecular singulete ®,, para un sensibilizador dado, correspondera a
la suma de | as contribuciones de ambos estados excitados.

Eq.5

Py =Pu(5) + @4(1H)

donde € primer término de la suma corresponde a niimero de moles de Oz(*Aq) generados
desde e primer estado singulete excitado, por mol de fotones absorbidos, y € segundo ala
proporcion originada por el estado triplete. De acuerdo con la expresion anterior, @ podria
llegar a alcanzar valores iguales a 2,0 cuando de la interaccion entre el estado singulete
excitado del sensibilizador y & oxigeno fundamental resulta sensibilizador en estado triplete
y una molécula de oxigeno singulete. Inmediatamente, todos los estados triplete del
sensibilizador, serian desactivados nuevamente por moléculas de oxigeno fundamental,
produciendo sensibilizador en su estado basal y una segunda molécula de oxigeno excitado.
La situacion descrita, claramente corresponde a un caso limite que no se observa
experimentalmente.
En la literatura hay una variedad de procedimientos reportados para la determinacién de
rendimientos cuanticos de generacion de oxigeno molecular singulete en solucién. Se puede
mencionar, por gemplo: medidas de fotooxidacién empleando condiciones de irradiacion
estacionaria (Schmidt, Tanielian, Dunsbach, & Wolff, 1994) y de irradiacion pulsada.

(Wilkinson, Helman, & Ross, 1993). Un tercer procedimiento empleado en forma habitual
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involucra mediciones de laintensidad de la luminiscencia del O2(*Ag), extrapoladas a tiempo
cero (Schmidt, Tanielian, Dunsbach, & Wolff, 1994).

En & presente trabgjo, solo se empled la Ultima técnica mencionada para determinar
rendimientos cuénticos de generacion de Oa(*Ag), la medida de la intensidad de la
luminiscenciainfrarrojadel Oz(*Ag).

Lafenalenona o perinaftenona (PNF) es una molécula de estructura aromatica con una cetona
ciclica conjugada (Figura 1.) que presenta rendimientos de cruce entre sistemas cercanos ala
unidad, produce importantes cantidades de oxigeno molecular singulete, tanto en solventes
polares como no polares, no dependiendo de su concentracion ni de la longitud de onda de
excitacion (entre 337 nm y 436 nm). La fenalenona es fotoestable (Schmidt, y col., 1994) y
no reaccionacon € oxigeno molecular singulete. Asi, este compuesto se considera un estandar
universal para la determinacion de los rendimientos cuanticos de generacion de oxigeno
molecular singulete por otros compuestos.

Debido a lo anteriormente descrito, fluoréforos con estructuras derivadas de fenalenona son
particularmente interesantes debido a que podrian mantener |as propiedades rel acionadas con
altos rendimientos cuanticos de produccién de oxigeno molecular singulete, pero con
corrimientos de su absorcion al rojo inducidos por sustitucion en el nacleo de fenalenona. El
fotosensibilizador propuesto, que en este trabgjo se abreviarda FNOXA, corresponde a la
2-(benzo[d]oxazol-2-il)-1H-fenalen-1-ona (Figura 2.), un derivado de fenalenona con un
grupo benzoxazolil en la posicion 2 respecto del grupo ceténico, unido a nudcleo de
fenolanena. Sin embargo, la ata hidrofobicidad del compuesto hace necesaria su
incorporacion en sistemas que faciliten su solubilidad en solventes méas polares. De este
compuesto se ha reportado que posee maximos de absorcién entre 400 y 430, y emite en €
rango de 511 nm a 554 nm con € rango de desplazamiento de Stokes de 100 a 136 nm. El
compuesto muestra rendimientos de emision de fluorescencia variables desde ®©F = 0,166 en
cloroformo hasta a valores entre 0,038 a 0,085 en otros solventes. Posee estabilidad térmica
por sobre 300°C (Phatangare y col., 2014).



Figura 1. Estructura quimica de fenalen-1-ona.

Figura 2. Estructura quimica de 2-(benzo[ d] oxazol-2-il)-1H-fenalen-1-ona.

1.4. Sistemas micro-heterogéneos

La incorporaciéon de fotosensibilizadores en nanoparticulas es una opcion
prometedora -particularmente en e area de la medicina- debido a la aparicion de cepas
patogenas resistentes a uno 0 mas antibidticos terapéuticamente Utiles (Sengupta y col.,
2013), lo que incrementa las pérdidas econdmicas y humanas (Kollef y col., 2001).

En este ambito, la fotoinactivacion bacteriana (PDI en inglés) es una propuesta interesante
que harecibido especial atencion en las Ultimas décadas como posible solucion a problema
planteado (Hu y col., 2018) (Xiaoqing y col., 2018) (Hamblin y col., 2015) debido a que
permitiria combatir infecciones sin generar nuevas resistencias en los microorganismos
(Lauroy cal., 2002). LaPDI utilizaun agente FS que induce laformacion de EROs altamente
téxicas, como & oxigeno molecular singulete, sobre células blanco causando necrosis celular
(Huangy coal., 2010). Otra aplicacion interesante del uso de fotosensibilizadores corresponde
al tratamiento de aguas, permitiendo la oxidacion de variadas especies organicas reduciendo

la demanda bioguimicay quimica de oxigeno (Garcia-Fresnadillo, 2018).



Sin embargo, € uso directo de los FS en tratamientos en sistemas bioldgicos presenta
diferentes problemas, principalmente, debido alas caracteristicas de polaridad de los FS que
dificultan su administracion y limitan su eficiencia. Frente a esto, e desarrollo de
nanosistemas es una herramienta de gran relevancia, ya que se puede mejorar la solubilidad
y lograr el control espacio-temporal de lallegada del FS a células blanco, dado que no solo
dependera de la propia estructuradel FS ni sus caracteristicas fisicoquimicas, sino de las del
nanosi stema (Skurko, 2020).

1.4.1. Sistemas micelares

Los surfactantes o tensoactivos corresponden a moléculas que tienen caracteristicas duales
de hidrofilicidad e hidrofobicidad y que presentan actividad superficial, tendiendo a
adsorberse en las interfaces. El carécter anfipético viene dado por una porcion apolar,
hidrofébica, generalmente formada por cadenas hidrocarbonadas;, y por una porcion
hidrofilica, que muestra una fuerte afinidad o atraccion hacia los disolventes polares (D.
Nikunj, 2017). El grupo polar puede ser anionico, cationico, anfétero o no idnico,
caracteristica que se suele utilizar para agrupar y clasificar alos surfactantes.

La presenciade este tipo de moléculas en solucién implicala existencia de interacciones con
el solvente, atractivas para un segmento y repulsivas para € otro, lo que se traduce en la
formacion espontanea de agregados de tamafio coloidal, |lamados micelas, por sobre la
concentracion micelar critica (CMC). En medio acuoso, las moléculas se orientan de modo
ta que las cadenas hidrocarbonadas tengan € menor contacto posible con e solvente,
quedando |as cabezas polares en contacto directo con éste (D. Nikunj, 2017).

La concentracion a la que comienzan a formarse las micelas se denomina concentracion
micelar critica (CMC), caracteristica fisicoquimica importante, ya que las moléculas de
surfactante se comportan de manera diferente dependiendo de si estén presentes en micelas
0 como mondmeros libres. De hecho, la evaluaciéon experimental de laCMC se basaen €
cambio de alguna propiedad fisicoquimicacon el aumento de la concentraci on de surfactante.
La CMC no es un valor preciso, Sino que corresponde a un rango de concentracion, y su
magnitud experimental depende de la metodologia empleada para evaluarlo (D. Nikunj,
2017).

La existencia y naturaleza de este tipo de estructuras (micelas) proporciona a sistema un
caracter bifésico, por lo que estos agregados pueden influir en la solubilidad de un soluto y

modificar sus propiedades fisicoguimicas.
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1.4.2. Nanosistemas rigidos y flexibles

La nanotecnologia es un campo interdisciplinario prometedor en diferentes ambitos, en
particular en la obtencién de nanoparticulas (NP) debido a sus propiedades opticas,
magnéticas y estructurales. Es por esto que, en este trabajo se propone € uso de NP como
vehiculos de transporte y su acoplamiento, por adsorcion o mediante union covalente al FS,
para optimizar su potencial utilizacion (Abrahamse, 2017).

Entre la variedad de vehiculos existente para € transporte de compuestos bioactivos, € uso
de vesiculas como transportadores supone muchas ventgjas, entre las que se pueden destacar:
mejora en la solubilidad, proteccion a la degradacion, liberacion sostenida y -en los casos
que corresponda- modificarian las caracteristicas farmacocinéticas y biodisponibilidad
(Allen, 1998).

Las vesiculas son estructuras de bicapa cerrada -en principio, de forma esférica- que se
pueden formar a partir de lipidos o surfactantes de topologia cilindrica. En particular, se
denominan liposomas a aquellas vesicul as constituidas por fosfolipidos. Las propiedades de
las vesiculas dependen de la composicidn de los lipidos, |a carga superficial, € tamafio y €
método de preparacion. El tamafio de estas estructuras puede variar desde vesiculas muy
pequeiias (0,025 um) a grandes (2,5 pm). Se pueden clasificar en: vesiculas multilaminares
(MLV) y vesiculas unilaminares.

Las vesiculas unilaminares también se pueden clasificar en dos categorias. vesiculas
unilaminares grandes (LUV) y vesiculas unilaminares pequefias (SUV). En los vesiculas
unilaminares, la vesicula tiene una nica esfera de bicapa de lipidos que encierrala solucion
acuosa. En las vesiculas multilaminares consisten en varias vesicul as unilaminares, unaen e
interior de la otra, formando una estructura multilaminar de esferas fosfolipidicas
conceéntricas separadas por capas de agua (Akbarzadeh, y otros, 2013).

Otra opcion prometedora es €l uso de nanoparticulas inorganicas como, por g emplo, € uso
de NP de silice amorfa debido a sus propiedades fisicoguimicas, (Frederice y col., 2010)
(Mamaevay col., 2013) dentro de las que destacan su estabilidad quimica, gran capacidad de
cargay versatilidad sintética (obtenci6n control ada en cuanto atamafio, poro 'y forma, ademas
de su carécter hidrofilico y capacidad para la funcionalizacion superficial) (Slowing y col.,
2010) (Stéber y col., 1968).
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En las Ultimas décadas, la aplicacion de nanoparticulas de silice (Si-NP) con fines
farmacéuticos es una disciplina emergente y prometedora, siendo utilizadas en € dmbito del
biomarcaje e imagenologia, y como sistemas de administraciéon de farmacos (Mamaeva y
col., 2013). En la investigacion farmacéutica, diversos estudios han demostrado que los
vehiculos porosos de silice podrian ser utilizados en el desarrollo de formas farmacéuticas
para moléculas de baja solubilidad en agua (Zhang, y col., 2010). La presencia de poros
otorga una gran area superficia, la cua puede ser modificada con relativa facilidad;
posibilitando la adsorcion, conjugacion y encapsulacion de diversas moléculas de interés
farmacologico y € posible control de su liberacion (Manzano y col., 2008).

L as nanoparticul as de silice poseen hidroxilos en su superficie, 10s cuales pueden reaccionar
para formar nuevas funcionalidades. La funcionalizacién orgénica de estos solidos permite
el guste de las propiedades de su superficie (por gemplo, hidrofilicidad, hidrofobicidad,
unién a mol écul as huésped), lamodificacion de lareactividad, 1a proteccion del ataque junto
con la modificacion de las propiedades generales de los materiales y a mismo tiempo la
estabilizacion tempora de los materiaes frente a hidrdlisis (B. Asim, 2013).

En este ambito, las nanoparticulas de silice se han utilizado para incorporar [por oclusion
(Mortera y col., 2009), adsorcion no covaente (Doane y col., 2013) y/o unién covalente
(Ohulchanskyy y col., 2007)] diferentes moléculas, tales como: farmacos (Bhaskara, y otros,
2014), fotosensibilizadores (Kumar y col., 2008), biomoléculas (Chen y col., 2013),
antioxidantes (Zhang y col., 2008) y otros (Sun 'y col., 2011), para su posterior liberacion.

Si bien e término “nanoparticula” se encuentra asociado a particulas de diferente naturaleza
gue por o menos tienen una de sus dimensiones en € rango nanométrico (~100 nm) con
dimensiones menores a 300-500 nm de diametro y unaelevadarelacién entre area superficia
y volumen; en este trabajo & término de nanoparticulas se referira exclusivamente a NP-Si,
para hacer una diferenciacion clara de vesiculas, independiente de que su tamarfio también

puede encontrarse en el rango hanomeétrico.
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2. Hipdtesis

La sustitucion en e nucleo de la fenal enona provocara un desplazamiento batocrémico de la
absorcion sin provocar cambios significativos en la fotofisica de este compuesto,
manteniendo un elevado rendimiento cuantico de generacion de oxigeno molecular singul ete.
Adicionalmente, se espera que este compuesto adsorbido a nanoparticulas de silice o
incorporado en laregion hidrof dbi cade micelas o vesiculas mantendra una el evada capaci dad
de generar oxigeno molecular singulete.

3. Objetivos

3.1. Objetivos generales

Estudiar el comportamiento fotofisico de la molécula 2-(benzo[d]oxazol-2-il)-1H-
fenalen-1-ona, particularmente en la generacién de oxigeno molecular singulete en
medio homogéneo y en micelas, nanoparticulas de silice y vesiculas (como efectivos
soportes moleculares para la adsorcion/incorporacion del compuesto en cuestion),

para establecer su posible uso como efectivo agente fotosensibilizador.

3.2. Objetivos especificos

1. Establecer lamagnitud de la adsorcion del derivado de fenalenona en nanoparticulas
de silice no porosas y mesoporosas, obteniendo la eficiencia de encapsulacion y e
porcentaje de carga del compuesto.

2. Evauar € rendimiento cuantico de fluorescencia de benzo[d]oxazol-2-il)-1H-
fenalen-1-ona en medio homogéneo y microheterogéneo.

3. Evaluar e rendimiento cuantico de generacion de O2(*Aq) del benzo[d]oxazol-2-il)-
1H-fena en-1-ona en medio homogéneo y microheterogéneo.

4. Comparar los resultados obtenidos en este trabgjo, en relacion con los valores
reportados en literatura de la fenalenona sin modificar, analizando € efecto del
sustituyente en € nucleo de la fenalenona y e comportamiento del sistema en los

diferentes microentornos.
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4. Metodologia

4.1. Nanosistemas rigidos

4.1.1. Preparacion de nanoparticulas de silice no porosas

La sintesis de nanoparticulas no porosas se baso en el método Stéber previamente descrito
en laliteratura (Tadanaga, Morita, Mori, & Tatsumisago, 2013).

Brevemente, se agrega una cantidad de tetraetilortosilicato (TEOS) (6 mL) a una mezcla de
agua, etanol e hidroxido de amonio (40, 120y 7 mL), lacua se deja con agitacion constante
por 2 horas. Las nanoparticulas de silice formadas (se observa una suspension de color

blanco) se recuperan mediante centrifugacion y lavados sucesivos con etanol y agua.

4.1.2. Preparacion de nanoparticulas de silice mesoporosas

La sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosas (MNP) se encuentra ampliamente
estudiaday se planted la utilizacion de un método yainformado, con modificaciones (Ugazio
y col., 2016) (Nairi y col., 2018).

Brevemente, se agrega una cantidad de tetraetilortosilicato (TEOS) a una solucion que
contiene cloruro de cetiltrimetilamonio (CTAC), agua desionizada e hidréxido de sodio a
80 °C bgo agitacion constante. Las nanoparticulas obtenidas se recuperan mediante
centrifugacion y lavados con etanol y agua. El tensoactivo se elimina mediante resuspension
con unasolucion etandlicaécidaareflujo. El producto se lava nuevamente con aguay etanol.
Para calcular la cantidad de nanoparticulas producidas, una alicuota de nanoparticulas

resuspendidas en etanol son secadas y pesadas.

4.1.3. Funcionalizacién de nanoparticulas

Las nanoparticulas de silice poseen hidroxilos en su superficie los cuales fueron
funcionalizados para obtener un grupo aminopropil.

Tanto para nanoparticulas de silice no porosas como mesoporosas, se agrega a un balén una
cantidad de nanoparticulas dispersas en etanol absoluto, se aflade gota a gota
(3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) en una proporcion de 500 pL por 300 mg de NPs, la
mezcla se dgja reaccionar toda la noche a 40 °C bajo agitacion El producto se recupera

mediante centrifugacion y lavados con etanol 95% y etanol absoluto.
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4.1.4. Adsorcion de sensibilizador en nanoparticulas de silice

Lafisisorcion del fotosensibilizador se realizo empleando e método tipo batch. Para esto se
ahade una cantidad conocida del fotosensibilizador a una solucion con una concentracion
conocida de adsorbente (nanoparticulas) permitiendo que se alcance e equilibrio. El
producto (nanoparticula y sensibilizador adsorbido) se recupera por centrifugacion. La
técnica de adsorcion se propuso considerando que la presencia de &omos el ectronegativos
en lamol écula sensibilizador puede formar enlaces de hidrogeno con los grupos -OH y NH>
expuestos de la nanoparticula. Ademés, es posible que la ata hidrofobicidad del
fotosensibilizador permita que éste interactte con la superficie de la nanoparticula.

La eficiencia de encapsulacion (%EE) y € porcentge de carga del compuesto (%LC), se

determinaron utilizando |as siguientes ecuaciones (Merck-SigmaAldrich, s.f.):

Eqg. 6
o, —C
Wk = M % 100
C,
Eq. 7
(€, —C)
0 N e e
Yoils 5 5 x 100

Donde C; y C son |as cantidades de compuesto inicialmente agregadas en las nanoparticul as
desarrolladas y |a cantidad de compuesto no encapsulado determinada por el método HPLC,
respectivamente. El peso total es la cantidad total de nanoparticulas y compuesto en la

preparacion final .

4.2.  Nanosistemas flexibles (sistemas coloidales de asociacidn)

4.2.1. Preparacion de micelas y vesiculas

Los estudios en sistemas micelares involucran la formacion de micelas, por lo que los
experimentos se llevaron a cabo con concentraciones de surfactante a 10 y 50 veceslaCMC
paraSDSy CETAB, mientras que lasolubilidad del TX-100 sblo permite trabajar a 10 veces
la concentracion delaCMC.

Para la preparacion de vesiculas se trabgjard con dipamitoilfosfatidilcolina (DPPC) y
DODAC y se le afadio la cantidad adecuada de sensibilizador. El tamafio de vesicula se

puede definir seglin |a metodol ogia empleada para su preparacion, entre |os procedimientos
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mas comunes de en la preparacion de vesiculas se encuentra el método de extrusion y €l de
sonicacion. (Lapinski y col., 2007).

L a ultrasoni cacion de suspensiones acuosas de | ipidos o tensioactivos (puros o mezclados en
las proporciones requeridas) permite obtener Vesiculas Unilamelares Pequerias (SUV's en
inglés) (Allen, 1998).

Se obtuvieron vesiculas unilaminares (SUV) mediante ultrasonicacion de lipido en
suspension acuosa, utilizando un homogeneizador ultrasonico Cole Parmer, en una cabina
acustica (Dawe tipo 7532-1A) durante 15 min. (5x3min.) a temperatura ambiente (Ortan,

Céampeanu, Dinu, Pirvu, & Popescu, 2009)

4.3. Caracterizacion

4.3.1. Mediciones espectroscopicas en estado estacionario

Las propiedades fisicoquimicas de la sonda se caracterizaron mediante e estudio y
comparacion de su comportamiento fotofisico en distintos sistemas. Esto incluydé la
absorbancialemision de radiacion UV-Vis del sensibilizador, con metodologias en estado
estacionario y resueltas en el tiempo, asi como la medicion directa de la fosforescencia del
oxigeno singulete en €l infrarrojo cercano (1270 nm).

Los espectros de absorcién ultravioleta-visible se obtuvieron en un espectrofotémetro
UV-Visible ATI-Unicam UV4 y controlado por €l software Vision.

L os espectros de emision se obtuvieron en un Fluorimetro PC1 ISS provisto de polarizadores
y controlado por el programa VINCI.

Espectrosinfrarrojos de transformada de Fourier (FT-IR) se registraron en un equipo Nicol et
iS5 (Thermo Scientific, EE. UU.) Con unaresolucion de 4 cm™, entre 4000y 500 cm™, y €

espectro final corresponde aun promedio de 16 barridos.

43.1.1. Evaluacién de rendimientos cuanticos de fluorescencia

El método més confiable para registrar rendimientos cuanticos de fluorescencia (®r) es el
método comparativo de Williams et al. (1983) que consiste en € uso de estandares con
valores bien conocidos de ®r denominados actinOmetros. Se asume como principio basico
que soluciones del estandar y de lamuestraaigual absorbancia, alamismalongitud de onda

de excitacion y en las mismas condiciones absorben el mismo nimero de fotones, luego, una
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relacion ssimple entre el areabgjo la curvadel espectro de emision de las dos soluciones sera
equivalente alarelacion entre los valores de ®r.

Se grafica € érea bajo la curva ddl espectro corregido de fluorescencia en funcion de las
absorbancias, en un rango lineal de absorbancias con un méximo de 0,1 unidades, tanto para
el estandar como para las muestras. Luego se utilizara la razon de la pendiente de estos
graficos para calcular el valor de ®r de la muestra, aplicando un factor de correccién por
indice de refraccion en caso de ser necesario. Lo anterior es expuesto en la siguiente
expresion:

Eq. 4

Gy -Ti;Et'
l‘.p = (IJ ( A —
g *\G s / (Ti:f
Donde los subindices ST y X denotan al estéandar y a la muestra respectivamente, ® es el
rendimiento cuantico de fluorescencia, Grad es la pendiente del gréfico entre la intensidad

de fluorescencia integrada en funcién de la absorbancia 'y n es € indice de refraccién del

solvente.

4.3.2. Mediciones con resolucion temporal

Las mediciones tiempo de vida de la luminiscencia se llevaron a cabo con la técnica de
recuento de fotones individuales correlacionados en e tiempo (TCSPC) utilizando un
espectrometro de vida Gtil de fluorescencia con un escalador multicanal con una resolucion
de 30 ps (corresponde a un sistema PicoQuant Fluotime 200). Las fuentes de excitacién se
seleccionaron segun la absorbancia del fluoréforo. La evolucion temporal del oxigeno
molecular singulete, Oz (*Ag), con tiempos de vida en € rango de microsegundos se
adquirieron con un fotomultiplicador NIR y seleccionando lalongitud de onda con un filtro
de interferencia. Los rendimientos cuanticos de oxigeno molecular singulete (®a) se
determinaron comparando laintensidad de la sefia a 1270 nm, extrapolado atiempo cero, de

soluciones de fenalenona u otro actindmetro (método comparativo).
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4.3.2.1.  Evaluacién de rendimientos cuanticos de generacién de oxigeno singulete

En este caso, se observalaevolucién temporal delaintensidad de laluminiscenciainfrarroja
del oxigeno molecular singulete, propiedad directamente proporcional a la cantidad de
O2(*Ag) presente en el medio y se mide el rendimiento cuantico de fosforescenciadel Ox(*Ay).
Laintensidad de laluminiscencia extrapolada a tiempo cero es proporciona alacantidad de
O2(*Ag) generada por € sensibilizador inmediatamente tras el pulso del l&ser. Si se compara
laintensidad de laemision atiempo cero para el sensibilizador en estudio (S) con laobtenida
en las mismas condiciones experimental es para un sensibilizador de rendimiento cuantico de
generacion de Oz(*Ag) conocido (S), se obtendra ®, para e sensibilizador (S), relativo al

sensibilizador de referencia (S’).

Eqg. 5
P4 _ La(S)ie
Py(5")  La(S)e=c

4.4. Caracterizacién de nanoparticulas

El potencial Zeta (¢) y € diametro hidrodindmico de las nanoparticulas se obtuvieron
utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, UK) con un angulo de
deteccion de 173 °C y un tiempo de equilibrio de 120 s. Para la determinacion de los

potenciales Zeta, las nanoparticul as se suspendieron en agua desionizada.

5. Resultados y discusion

5.1. Sintesis de nanoparticulas y adsorcion

La sintesis de las nanoparticulas fue realizada por batch segin los procedimientos ya
descritos (ver seccion metodologia). En la Tabla 1 se muestran los rendimientos obtenidos

considerando todas las sintesis realizadas.

Tabla 1. Rendimiento promedio para las diferentes NP sintetizadas.

Tipo NP Rendimiento promedio
OHc 313 m /m T
OH wm 397 m /m T
NH:c 06g NH./g O
NH2 1,08N NH./g O
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Para la adsorcién del fotosensibilizador en las estructuras de silice, se dgjé en contacto €l
compuesto FNOXA con una cantidad de nanoparticulas en un volumen de solvente durante
16 horas. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas y las nanoparticulas separadas
se guardaron, y luego se cuantifico la cantidad de FNOXA en € sobrenadante mediante
HPLC.

La columna utilizada es C-18 de 35 cm, utilizando como fase mévil ACN (80%) y
(TFA 0,1%) con un flujo de 1,5 L/min. El tiempo de retencion del solvente se obtuvo alos 2
min. y € tiempo de retencion del compuesto a los 3,75 min. De iniciada la corrida
cromatogréfica. Para esta determinacion se utilizo un detector DAD, midiendo aunalongitud
de onda de 420 nm.

La curva de calibracion abarc un rango lineal de concentracion entre 10° M y 7x10° M.
Considerando €l area bajo la curva, se obtuvo como curva de calibracion una recta con un
coeficiente de correl acién de Pearson de 0,9994, una pendiente con un valor de 5x10° &rea/lM

y un intercepto con un valor de 1266,4 area.

Curva de calibracion

400000

y = 5E+09x - 1266,4
R?=0,9994 .

300000

200000

Area

100000

o @
0,00E+00 2,50E-05 5,00E-05 7,50E-05

Concentracion [M]

Figura 3. Curva de calibracion en HPLC de FNOXA con detector DAD a 420 nm.

La determinacién de la fraccién no adsorbida del compuesto por HPLC (correspondiente al
sobrenadante separado por centrifugacion de la mezcla nanoparticula-sensibilizador)
permitio calcular parametros como la eficiencia de encapsulacion (%EE) que da cuenta del
porcentaje de sustrato que queda atrapado o adsorbido con éxito en la nanoparticula y la
eficienciade carga (%L C) que muestralarazon del sustrato incorporado por unidad de peso

de nanoparticula.
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Enla Tabla 2, seinforman los resultados de poner en contacto 5 mg de FNOXA con 100 mg

de nanoparticulaen 20 mL de etanol como solvente.

Tabla 2. Eficiencias de encapsulacion y de carga de FNOXA en diferentes tipos de NP.

Tipo de nanoparticula %EE %LC
OHc 8,86 £ 0,2 0,0412 + 0,0008
OHwm 10,5+ 0,4 0,053 £ 0,002
NH2c 3,38 + 0,08 0,0168 + 0,0005
NHowm 1,97 £ 0,01 0,0098 + 0,0001

Los resultados muestran que los porcentgjes de eficiencia de encapsulacion y de carga del
compuesto en estudio son mayores en las hanoparticulas con funcion hidroxilo que cuando
la funcionalizacion corresponde a grupo amino. Evidentemente, en este sistema se ven
favorecidas las interacciones con € grupo hidroxilo, donde pueden estar implicados enlaces
de hidrégeno entre & grupo dador de la nanoparticula y alguno de los &omos
electronegativos del sensibilizador, el cua posee un nitrégeno y un oxigeno en la fraccion
del oxazol y otro oxigeno en e nucleo de la fenalenona. Es posible que las diferencias
encontradas en el %L C entre NPOH y NPNH> se deba a las |eves diferencias que presenta el
enlace por puente de hidrogeno (angulo, distanciay energia de enlace) teniendo como dador
al grupo hidroxilo o a grupo amino (Grabowski, 2003), encontrandose maés favorecido este
tipo de interaccidn con e grupo hidroxilo.

Las nanoparticulas mesoporosas tienen mayor area superficial y deberian tener mayor
capacidad para adsorber sensibilizador; sin embargo, este efecto no es apreciable siendo €l
factor dominante & grupo expuesto de la nanoparticula.

Ademas, seevaluo €l efecto en rel aciones diferentes de sustrato-nanoparticulaen laeficiencia
deincorporacién y de carga. Para esto, se sel eccionaron proporciones de 1:200 y 1:4000 con
el fin de dilucidar si €l equilibrio fisicoquimico se ve beneficiado por aumento de la
proporcion de nanoparticul as, encontrandose que el %EE aumento hasta un 13% para el caso
de las OHwm y un 10% para NH2wm. Por otra parte, el %L C disminuy0 notoriamente hasta en
un factor cercano a4 parael NHov y hasta un porcentaje de carga despreciable en el caso de
OHc.

Se obtuvieron valores muy bajos de adsorcion, por o que para estudios posteriores es
razonabl e proponer un sustituyente altamente hidrofébico en la nanoparticula para favorecer

el proceso de adsorcion del sustrato mediante interacciones hidrofébicas por sobre la
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formacion de enlaces de puente de hidrogeno. Adicionalmente, incluyendo modificaciones
en e FS, seria posible optar por mecanismos de quimisorcién mediante enlaces covalentes
entre grupos reactivos del sensibilizador y de la nanoparticula.

Dada la hidrofobicidad del compuesto, y la ausencia de grupos funcionales en su estructura
que permitan la interaccion con superficies polares como las de nanoparticulas de silice sin
modificacion y con funcionalizacion con grupo amino, es que se propone en e futuro
modificar la superficie de estas nanoparticulas con grupo apolares, como grupos metil, que
permitan lainteraccion hidrofdbicaentre el fotosensibilizador y la nanoparticula, obteniendo
asi mejores eficiencias de encapsulacion y de carga, sin embargo, € problema podria

presentarse en la dispersion de estas nanoparticul as en solventes polares.

5.2. Caracterizacion de nanoparticulas de silice

La caracterizacion por tamafio de las nanoparticulas se realiz6 mediante la técnica de
dispersion dinamicade luz (DL S por su siglaeninglés) y € potencial Zetapor Doppler |aser
electroforesis, ambos en el equipo zetasi zer mencionado en la metodol ogia.

L as mediciones de distribuci 6n de tamafio se realizaron utilizando agua mili-Q como solvente
para las nanoparticulas -OH y etanol para las nanoparticulas -NHa, ya que estos solventes
producen menos agregaciones en las respectivas nanoparticulas. En cambio, lamedicién del
potencial Zeta necesariamente se ha de realizar utilizando agua mili-Q como solvente. Para
esto, las nanoparticulas secas en forma de polvo fueron resuspendidas en e solvente
adecuado y luego se procedio a determinar la distribucion de tamafio y potencial Zeta en €
equipo, utilizando cubetas desechabl es.

Los resultados obtenidos de las distribuciones de tamafio de nanoparticulas basado en
intensidad, volumen y nimero son sumariadosen las Tabla3y 4. Ademas, seindicael indice
de polidispersidad y el potencial Z medido ().

La funcién quimica en la superficie de la nanoparticula es indicada por “OH” o “NH>”, la
letra C es para nanoparticulas compactas o no porosas, M para el tipo mesoporosas y ADS
para las nanoparticulas con e sensibilizador adsorbido. Se apargg6 de modo que las
nanoparticulas en blanco y con el sensibilizador adsorbido corresponden ala misma partida

de sintesis.
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Tabla 3. Tamafio de NP-OH evaluados por DLS.

Tamafio medio [nm] de distribucién por:

Tipo PDI Intensidad NUmero Volumen { (mv)
OHC 0,12 £ 0,03 284 +9 244 + 3 309 £15 —-359+ 0,4
OH C ADS 0,41+ 0,5 120 + 3 81+ 4 103 + 2 41+ 1
OH M 0,38 + 0,01 363 + 22 173+ 8 499 + 64 —-23%+1
OH M ADS | 0,45+ 0,02 268 + 30 159,9 £ 55 169 + 19 —-27,1+0,7
Tabla 4. Tamario de NP-NH2 evaluados por DLS.
Tamafio medio [nm] de distribucién por:
Tipo PDI Intensidad NuUmero Volumen { (mV)
NH2C 0,31+ 0,03 349 + 46 294 + 10 342 + 10 31,9+ 0,6
NH2C ADS | 0,23 + 0,04 289 + 17 263 +9 307 £ 24 27,3 10,6
NH2 M 0,41+ 0,01 264 + 29 226 £ 12 287 £ 48 26,9 £ 0,8
NH2M ADS | 0,35+ 0,01 295 £+ 30 217+ 6 310+ 5 244+ 0,6

Se puede observar que e tamafio de las nanoparticulas es similar en todas las sintesis

realizadas y que efectivamente las nanoparticulas se encuentran dentro del rango

nanométrico. Ademas, €l indice de polidispersion (PDI) se encuentra dentro de valores

aceptables (~0,4), aunque no todos los casos acanzan € ideal (< 0,3). El potencial Zeta es

negativo en las NP con grupos OH y positivo en aquellas con funcionalizacion amino, tal y

como era de esperarse, pues € potencial Zeta es un indicativo del valor de la carga el éctrica

de la nanoparticula. Al comparar € valor medido de potencial Zeta entre nanoparticulas

compactas y mesoporosas, de la misma funcionalizacion, se observa que €l potencial de las

nanoparticul as compactas es de mayor magnitud que el de |as nanoparticul as mesoporosas.
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Al comparar e cambio de las nanoparticulas de silice (NP-OH) compactas y mesoporosas
luego de adsorber FNOXA sobre su superficie, se observa que disminuye el valor del tamario
medio de las nanoparticul as seguin todas las distribuciones. Lo anterior va acompafiado de un
incremento de la magnitud del potencial Zeta alrededor de 5mV (), e cual, a ser
proporcional al valor de la carga superficia de la nanoparticula, es un indicativo de la
capacidad de las nanoparticulas pararepelerse y evitar aglomeraciones; esto explica por qué
se observan las mencionadas variaciones respecto a tamafio, la adsorcion del sustrato
disminuye las aglomeraciones de nanoparticulas y, por ende, e tamafio medio observado.
Esta variacion en el tamafio medio de las NP-OH es méas grande y evidente en € caso de las
nanoparticulas compactas, pues la magnitud del potencial Zeta es mayor que en € caso de
las nanoparticulas compactas. Si bien las nanoparticulas mesoporosas tienen mayor area
superficial y, por consiguiente, una mayor cantidad de grupos hidroxilos; parte de estos
grupos se encuentran en €l interior de los porosy no aportan auna disminucion del potencial
Zeta.

En el caso de las nanoparticulas de silice funcionalizadas con APTES (NP-NH>), luego de
adsorber €l sensibilizador sobre su superficie se pueden realizar dos observaciones sobre los
resultados.

Primero, que las nanoparticul as compactas presentan unaleve disminucion del tamafio medio
observado y del potencial Zeta. Si bien disminuye €l potencial Zetaen casi 5 mV, e mismo
sensibilizador -en alguin grado- puede estar evitando mayores aglomeraciones. Debido a que
se encuentra aportando “carga negativa”, aunque la carga neta superficial de la NP sigue
siendo positiva, esta contribucion puede estar produciendo € efecto de disminuir
aglomeraciones entre nanoparticul as con sustrato adsorbido.

Segundo, |as nanoparticul as mesoporosas no presentan unavariacion claradel tamafio medio
entre las nanoparticulas blanco y agquellas cargadas con sensibilizador, pues las diferencias

se encuentran dentro del error estandar asociado alas mediciones.

5.2.1. Espectroscopia infrarroja

Para caracterizar la adsorcién de sensibilizador en |as nanoparticul as se recogieron espectros
FT-IR delaFNOXA vy de las nanoparticulas-OH y amino funcionalizadas, tanto como blanco

y con el compuesto adsorbido.
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Espectro FT-IR FNOXA:

FNOXA
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Figura 4. Espectro FT-IR de molécula FNOXA.

En e espectro FT-IR de la FNOXA (Figura 4) se distinguen las siguientes bandas de
absorcion: a 3054 cm™ (stretching -C-H arométicos), en 1650 cm™ (stretching C=0 de la
cetonaconjugada), en ~1578 cm? (stretching C=C 'y C=N del anillo) en 1247 cm (stretching
C-O-C aromético), 985 cm™ (bending C-H en € plano), 862, 790 y 743 cm* (bending C-H
fueradel plano).

En e espectro FT-IR de las nanoparticulas OH (Figura 5) se puede distinguir una banda
ancha de absorcion entre 3050 cmty 3550 cmrl, caracteristica de latension OH delos grupos
Si-OH aislados. Es posible observar unabanda de absorcion en 1072 cm! debido alos grupos
Si-O-Si y un hombro hacia 1220 cm™ asociado a largo y ramificacion de las cadenas de
siloxano, por ello es més notorio en |as nanoparticulas compactas. Las sefiales a 968 cm™ y
a800 cm! corresponden alavibracion asimétrica de Si-OH y lavibracion simétrica de Si-O.
En e caso de las nanoparticulas mesoporosas en 880 cm™ se observa una banda adicional
(que cobra relevancia a estar el compuesto adsorbido) que se puede asociar a la

superposicion de peaks de SiO, entre 800 cmt y 1260 cm™.,
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Espectros FT-IR NP-OH:
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Figura 5. Espectro FT-IR de NP-OH, con sustrato adsorbido y no adsorbido.

En &l caso de OHw Ads, se observa claramente en 2980 cm? y 2879 cm? bandas de tension
-C-H, en 1454, 1419 y 1380 cm™ se pueden observar stretching C=0, C=Cy C=N del anillo
respectivamente.

En e caso de OHc Ads como la cantidad adsorbida de fotosensibilizador es muy baja, sblo
se pueden detectar pequefias variaciones en e espectro, respecto a la nanoparticula sin
adsorbato, que pueden asociarse a sensibilizador adsorbido.

En € espectro FT-IR de las nanoparticulas NH2 (Figura 6) se puede distinguir una
disminucion de la banda ancha de absorcion entre 3050 cm® y 3550 cm?, caracteristicade la
tension OH de los grupos Si-OH aislados; esto se debe existen grupos hidroxilos que no
fueron amino-funcionalizados, o bien, que sufrieron una hidrdlisis posterior.

Al igual que en el espectro anterior, es posible observar bandas de absorcion debido a los
grupos Si-O-Si en 1072 cmt, un hombro hacia 1220 cm'®; asociado al largo y ramificacion
de las cadenas, la vibracion asimétrica Si-OH en 949 cm?, y la vibracion simétrica de Si-O
en 794 cm'?,

En los dos tipos de nanoparticul as, porosas y mesoporosas, con sensibilizador adsorbido se
pueden distinguir ligeras sefia es, respecto alas nanoparticul as en blanco, que dan cuenta de
la adsorcion.
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Espectros FT-IR NP-NH2:

NH, ¢ Ads
NH, ¢

NH, m Ads
— NH, m

100

75

Transmitancia (%)

50 +

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda [cm™]

Figura 6. Espectros FT-IR de NP-NH2, con sustrato adsorbido y no adsorbido.

5.3.  Preparacion y caracterizacion de vesiculas

Se trabajo con DODAC y € fosfolipido DPPC. La caracterizacion por tamafio de las
vesiculas se realizé mediante la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS por su siglaen
inglés) en & equipo zetasizer mencionado en la metodologia

Lasvesiculas preparadas por ultrasoni caci On presentan unapolidispersidad adecuada (~0,4).
Con ambos tipos de surfactante, se obtuvieron vesiculas en € rango nanométrico, la
distribucion por intensidad se ve mayormente af ectada por agregados de mayor tamafio y por
ello tiende atener un valor més elevado que las otras distribuciones. El tamarfio delavesicula
segun ladistribucion por nimero se asemeja aladistribucion por volumen, con ladiferencia
que la distribucion por nimero es més estrecha mientras que la distribucién por volumen

tiende a pesquisar agregados de mayor tamario.
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Tabla 5. Tamarfio de las vesiculas DODAC y DPPC evaluados por DLS.

Tamafio medio [nm] de distribucion
por:
Tipo Adicion de PDI Z-Average || onsidad | nimero | volumen
sensibilizador (nm)
DODAC Blanco 0,56+0,01 | 1514+3 | 1554+49 | 30+ 2 61+ 20
DODAC | FNOXA 211 | 0,52+ 0,03 | 130,2+8 | 178 + 85 33+5 68 + 13
DODAC Blanco 0,27+0,01 | 214 +40 | 124 +12 26+1 28+ 1
DODAC PNF 1:1 0,354+0,03 | 156 +20 | 181 +3 4545 110 £ 50
DPPC Blanco 0,37+ 0,07 94+ 5 197+ 4 31+9 42+ 2
DPPC FNOXA 2:1 | 0,34 + 0,04 92+1 1114+8 | 24848 454+ 3
DPPC Blanco 044+003 | 141+6 | 210+ 21 29+1 50+ 10
DPPC PNF 2:1 0,39+0,08 | 153+6 | 210+16 | 29+1 48 + 2

Se afiadio sensibilizador hasta proporciones de 2:1 en moles, donde se puede apreciar que
parael sensibilizador FNOXA, en ambos lipidos no se presentan variaciones en el tamario de
la vesicula con respecto a blanco realizado. En € caso de la PNF se aprecia esta misma
situacion con DPPC, mientras que con DODAC empiezan a encontrarse diferencias en €l
tamano a partir de unarelacion 1:1 de sensibilizador y lipido en moles, una proporcién mas
elevada (2:1) se asocia a tamarios de 230 nm para distribuciones por intensidad y volumen y
de 100 nm segun la distribucién por nimero. Lo anterior es un indicativo de que lamolécula

FNOXA y PNF no se ubican en e mismo lugar dentro de lavesicula

5.4.  Caracterizacién fotofisica del (fenilbenzoxazol-2-il) fenolanenona en
medio homogéneo y microheterogéneo
5.4.1. Espectrofotometria de absorciéon UV-VIS

Se recogieron datos de absorbancia del compuesto en cuestion, en distintos solventes.

Se calcul6 € valor de la absortividad molar del compuesto (em) a la longitud de onda de
maxima absorcion, en algunos solventes: H>O, Hexano, entre otros, valores reportados en la
Tabla6.
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Tabla 6. Absortividad molar de FNOXA vealuada en los solventes indicados.

Solvente Amax Absorcién [nm] elec “tMY
Agua 425 11540 £ 270
M eoH 414 14 650 + 380
EtOH 415 14 140 + 540

Acetona 408 15 680 + 690

Hexano 405 15720 £ 420

El coeficiente de extincion molar se mantiene relativamente constante con la variacion del
solvente, a excepcion del agua, donde vale afiadir que su solubilidad permite trabagjar solo a
concentraciones bajas (alrededor de 8x10°® M) sin que se presenten desviaciones
considerables alaley de Lambert-Beer debido a interacciones intermolecul ares.

Se tiene como referencia el trabajo de Phantangare y Lanke (2014), en € cual informan €l
valor de absortividad molar de este compuesto en MeOH con un valor de 15 948,9 Mt cm?,
lo cual se encuentra en acuerdo con este trabajo con una diferencia menor a 10%.

En general, descontando el agua como solvente, FNOXA presenta absortividades molares
alrededor de 15 000 Mt cm®, con un méximo de absorcion que rondalos 415 nm'y con una
banda ancha de absorciéon del oxazol conjugado a nucleo de fenalenona (Phatangare &
Lanke, 2014). FNOXA presenta un notorio corrimiento a rojo y un leve aumento de la
absortividad molar en comparacién con la perinaftenona, pues esta Ultima presenta maximos
de absorcion arededor de 360 y 380 nm con poca dependencia del solvente y absortividades
molares alrededor de 10 000 unidades siendo de menor intensidad €l segundo pico de
absorcion (Oliveros, Suardi-Murasecco, Aminian-Saghafi, & Braun, 1991). Evidentemente,
el desplazamiento batocrémico observado es producido por la presencia en e nicleo de
fenalenona de un grupo sustituyente benzoxazol.
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Seobservaenla
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—— THF Dioxano = H20 Formamida PropCarb
Benceno Et20

Figura 8 gue existe un desplazamiento del maximo de absorcion del sensibilizador FNOXA
de hasta 20 nm dependiendo del solvente. Para describir este fendmeno, se estudié € efecto
solvatocromico del compuesto en a menos 17 solventes que poseen diferentes
caracteristicas, se analiz0 la dependencia del corrimiento en funcién de parametros
solvatocromicos a, B, m, (m + A) y los pardmetros de acidez Erzo) y basicidad DN,
encontrandose una correlacion significativa con los parametros de acidez o y de polaridad
(m+4). Este estudio se realizd mediante un gjuste multiparamétrico (ref. Figura 9, Tabla7'y
8) entre e maximo de absorcidon (en nm) de la sonda en una variedad de solventes y los
parametros asociados a esos solventes recogidos de literatura (Kamlet, Abboud, & Taft,
1977) (Krygowski & Fawcett, 1975).
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Figura 7. Linealidad de absorbancia FNOXA en funcién de la concentracion.
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Figura 8. Espectro de absorcion UV-Vis normalizado en medio homogéneo.
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Tabla 7. Amax[cnT?] observado y parametros solvatocrdmicos, extraidos de literatura, para diferentes solventes.

Solvente Amax [cmY] a B T A | (m+A) | Eto | DN
Hexano 24691,36 0 0 -0,04 0 -0,04 31 -
Et20 24630,54 0 0 0,27 0 0,27 | 34,6 20
Acetona 24509,80 008 | 043 | 0,71 0 0,71 | 42,2 17
AcOEt 24449 88 0 045 | 055 0 0,55 | 38,1 17,1
THF 24390,24 0 0,55 | 0,58 0 058 | 374 20
Dioxano 24330,90 0 0,37 | 0,55 0 0,55 36 -
ACN 24330,90 019 | 031 @ 0,75 0 0,75 46 141
DMF 24213,08 0 0,69 | 0,88 0 0,88 | 438 @ 26,6
MeOH 24154, 59 0,98 | 0,66 0,6 0 0,6 554 | 257
Benceno 24154,59 0 0,1 0,59 1 159 | 34,3 04
EtOH 24096,39 086 | 0,75 | 0,54 0 054 | 519 | 315
i-propOH 24096,39 0,76 | 0,84 | 048 0 048 | 484 -
DCM 24096,39 0,13 0,1 0,82 0,5 1,32 | 40,7 -
PropCarb 24096,39 0 0,4 0,83 0 0,83 | 46,6 | 151
CHCI3s 23809,52 0,2 0,1 0,58 0,5 1,08 | 39,1 -
Formamida 23584,91 0,71 | 048 | 0,97 0 0,97 56,6 @ 24,7
H20 23529,41 1,17 | 0,18 | 1,09 0 1,09 | 63,1 33
24800
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Figura 9. Correlacion del ajuste con parametros de acidez a y de polaridad (m+A) en un gréfico de valor observado en
funcion del valor predicho por € ajuste multiparamétrico.
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Tabla 8. Sumario del ajuste multiparamétrico para describir la relacion entre Amax [cnT!] y las variables oy (T+A).

Parametro Estimado Error estandar | EstadisticoT | P-Value
Constante 24695 93.1978 264.974 0
a -486.39 100.949 -4.8182 0.0003
(r+4) -484.637 107.011 -4.52886 0.0005
R-cuadrado = 76.8893 % ‘ R-cuadrado (ajustado por g.l.) = 73.5878 %
Modelo de ajuste: Ama [cNTY] = 24695 - 486.39 a - 484.637 (T+A) Eeft‘l’;]zfjtj“fgg‘;i'

El sensibilizador derivado de fenalenona es soluble en sistemas micelares de naturaleza
idnica y neutra. Se recogieron datos de absorbancia del compuesto FNOXA surfactantes

anionicos, cationicosy neutros, siendo SDS, CTAB y TX-100 respectivamente.

Tabla 9. Absortividad molar de FNOXA en los surfactantes SDS, CTAB y TX-100.

Surfactactante Amax Absorcién [nm] elc ~tMTY
SDS 430 26810 + 30
CTAB 420 16 600 £ 30
TX-100 420 14760 £ 200

Sistemas micelares

o
00

—_—

Absorbancia
o
a

o
>

/

331 351 371 391 411 431 451 471 491 511
Longitud de onda (nm)

— TX-100 SDS CETAB
Figura 10. Espectro de absorcion UV-Vis normalizado en sistemas micelares.
EnlaTabla9 se aprecia que en el surfactante anidnico latransicion e ectrénica se hace mas
permitida, reflgjado en un valor de absortividad molar més elevado, mientras que en los otros
surfactantes se mantiene en valores un poco mas elevados en comparacion con los

determinados en medio homogéneo.

32



Tanto el sensibilizador PNF como FNOXA se pueden solubilizar e incorporar en vesiculas.
Seregistraron en la Tabla 10 datos de absorbanciadel sensibilizador en vesicul as constituidas
por DPPC y DODAC. Para la incorporaciéon adecuada del derivado de fenadenona a la
vesicula liposomal, las muestras se mantuvieron sobre la temperatura de transicion durante
10 min., a40 °C paraDPPC y 50 °C para DODAC (Kaepu, Kumar, Betha, & Varma, 2013)
(Feitosa, Rosa, Castanheira, & Real, 2009).

Tabla 10. Absortividad molar de FNOXA en las vesiculas evaluadas.

Lipido Amax Absorcién [nm] elc ~tMY
DPPC 420 4560 + 120
DODAC 425 9200 + 420
Vesiculas
1
o 038
5 06
G
304
<
0,2
0
331 381 431 481

Longitud de onda (nm)

—— DPPC DODAC

Figura 11. Espectro de absorcion UV-Vis normalizado en vesiculas.

Se encontro que la absortividad del compuesto FNOXA es notablemente mayor en DODAC
en comparacion a DPPC, la razon recae seguramente en la naturaleza cationica del lipido
DODAC, la cuad hace mas permitida la transicion electrénica en comparacion con €l
ambiente de vesiculas de DPPC (zwitteridn). Los valores de absortividad molar son menores
que agquellos evaluados en medio homogeéneo, sin embargo, es importante destacar que al
igual que e uso de surfactantes, € medio microheterogéneo permite trabajar a
concentraciones mayores gue en agua como medio homogéneo. Por |0 que se establece que
tanto las vesiculas como los surfactantes sirven como agentes que aumentan la solubilidad

de FNOXA en agua.
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Uno de los requisitos para que un fotosensibilizador sea adecuado para su empleo es que sea
fotoestable, por 1o que se redizd un estudio de esta caracteristica. Se estudio la
fotoestabilidad en dos solventes diferentes y un surfactante, evaluando la variacion (A) de la
absorbancia a dos horas de exposicion con un led de 365 nm.

Tabla 11. Evaluacion de la variacion de la absorbancia de la muestra FNOXA, en relacién con la PNF, al ser irradiada
con un LED a 365 nm.

Solvente dr_ x
Ay
MeoH (sin led) 1
MeOH 0,1356
Acetona 0,2066
Hexano 1,169
SDS (100 mM) ~0,002

Con € led apagado la absorbancia de la FNOXA y de |la fenal enona se mantienen constantes
en el tiempo. Con el LED encendido se aprecia que lafotoestabilidad dela FNOXA es mayor
que lafenalenona, pues la variacion de la absorbancia de la PNF es cerca de 7 veces mayor
gue e de la FNOXA. Este comportamiento es similar tanto en MeOH y acetona, mientras
gue en hexano ambos compuestos decaen de forma similar. Esto puede ser explicado
mediante el mecanismo propuesto para la descomposicion de la PNF (Oliveros, y otros,
1999), que corresponde a una fotorreduccion mediante la extraccion de un hidrégeno del
solvente, pues este proceso se ha propuesto tanto en solventes préticos y polares apréticos
(Oliveros, y otros, 1999).

Se propone que la molécula FNOXA es menos propensa a sufrir fotorreacciones con €l
solvente, del tipo fotorreduccidn, pues no se observa el mismo como comportamiento que la
PNF en sistemas que promueven esta reaccion, mientras que en solventes que no promueven
la fotorreaccion del compuesto mantienen un comportamiento similar. Los productos de la
descomposicion de FNOXA no se han determinado en larealizacion de este trabajo.

La disminucion de la absorbancia de FNOXA en hexano con respecto del tiempo se puede
gjustar mediante una reaccion de primer orden con una constante de valor 2,8x10% M1 s,
En medio microheterogéneo la variacion observada se encuentra dentro del margen de error
experimental, evidenciando que en medio micdar la FNOXA no se degrada
fotoquimicamente. Por o anterior, se puede sefidlar que la 2-(benzo[d]oxazol-2-il)-1H-

fenalen-1-ona es fotoestabl e.
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5.4.2. Espectrofotometria de emisién

Se recogieron datos de emision del derivado de fenalenona, observandose una banda ancha
de emisién entre 500 y 560 nm, con un maximo de emision arededor de 540 en todos |os
solventes.

Considerando la situacion experimental de baja emision de fluorescencia de la FNOXA, se
opto por evaluar e rendimiento de fluorescenciaen solo un punto, con valores de absorbancia
iguales entre e actindmetro y la FNOXA en distintos medios a la longitud de onda de
excitacion. Considerando diferencias de absorbancia menores al 5% y registro del espectro
de emision de la muestra y la referencia durante e mismo dia. Se utilizé como referencia
sulfato de quininaen H2SO4 0,1N con un @r tabulado del 54,6%, excitando a 350 nm (Demas
& Crosby, 1971).

L os rendimientos cuanticos de fluorescencia obtenidos en medio homogéneo se encuentran
en e orden del 5%, concordante con lo encontrado en la literatura, el ®r de FNOXA
reportado varia entre 0,038 a 0,085 en solventes homogeéneos (Phatangare & Lanke, 2014).
El compuesto exhibe una leve emision de fluorescencia, casi negligible, pero mayor que €
presentado por la fenalenona sin sustituir, la cual posee rendimientos cuanticos de
fluorescencia no detectables hasta 0,008, considerandose un compuesto no fluorescente
(Oliveros, Suardi-Murasecco, Aminian-Saghafi, & Braun, 1991) (Oliveros, y otros, 1999).
Se midieron los tiempos de vida de la emision de mediante |a técnica de recuento de fotones
individuales correlacionados en el tiempo (TCSPC) en un equipo PicoQuant Fluotime 200,
excitando a una longitud de onda de 405 nm, con una frecuencia de pulso del l&ser de
10 MHz.

En sistemas en equilibrio de oxigeno disuelto en e solvente, los tiempos de vida de
fluorescencia son inapreciables, mientras que purgando € oxigeno disuelto con nitrogeno
(N2) se estimaron tiempos de vida del orden de 10 ns en los solventes metanol (Figura12) y
acetona (Figura 13). Evidenciando que el primer estado excitado de la molécula FNOXA
puede ser desactivado por €l oxigeno molecular en el estado basal. Ademas, se comprobd

gue una longitud de onda de excitacién de 310 nm presenta resultados anal 0gos.
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Figura 12. Ajuste del decaimiento de fosforescencia resuelta en el tiempo de FNOXA en acetona purgada con Na,
excitando a una longitud de onda de 410 nm, midiendo a una longitud de onda de emisién 550 nm. El tiempo de vida de
fosforescencia estimado esde 12,19 ns.
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Figura 13. Ajuste del decaimiento de fosforescencia resuelta en el tiempo de FNOXA en metanol purgado con N2,
excitando a una longitud de onda de 410 nm, midiendo a una longitud de onda de emision 550 nm. El tiempo de vida de
fosforescencia estimado es de 9,6 ns.

Considerando los bajos tiempos de vida de fluorescencia registrados y el bajo rendimiento
cuantico de fluorescencia de FNOXA, se espera que € cruce intersistema desde €l estado
singulete excitado hacia el estado triplete excitado ocurra con un rendimiento cuantico ®sc
cercano a la unidad, de manera similar a lo reportado para la PNF, pues los procesos de
desactivacion térmica (conversion interna) pueden despreci arse en cetonas aromaticasrigidas
(Turro, 1991).
En sistemas micelares y en vesiculas la emision de fluorescencia presenta rendimientos
cuanticos entre 0,1 - 0,3%. La disminucion de los rendimientos cuanticos de fluorescencia
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en sistemas microheterogéneos frente a sistemas homogéneos puede deberse a que e sistema
microheterogéneo favorece la transicion desde € primer estado singulete excitado del
sensibilizador a estado triplete excitado. En este caso se observaria un aumento del
rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singulete en comparacion con € medio

homogéneo.

5.4.3. Espectroscopia NIR resuelta en el tiempo

Se evaluaron los rendimientos cuanticos del sensibilizador 2-(benzo[d]oxazol-2-il)-1H-
fenalen-1-ona en medio homogéneo y microheterogéneo, utilizando como actinGmetro
fenalenona (o perinaftenona, PNF). Ademés, se redlizé lavalidacion del comportamiento de
la PNF con otro estandar, donde se utiliz6 SAPY R como actinémetro. La PNF a igua que
el SAPYR tienen reportados como rendimientos cuanticos de cercanos a la unidad en una
variedad de solventes (Schmidt, Tanielian, Dunsbach, & Wolff, 1994) (Cieplik, y otros,
2013).

Todas las mediciones se realizaron con la técnica de recuento de fotones individuales
correlacionados en e tiempo (TCSPC) en un equipo PicoQuant Fluotime 200, excitando a
unalongitud de onda de 355 nm. La evolucion temporal del oxigeno molecular singulete fue
adquirida con un fotomultiplicador NIR.

Los rendimientos cuanticos de oxigeno molecular singulete (®,) se evaluaron comparando
la intensidad de la sefid a 1270 nm extrapolada a tiempo cero (Ao) entre soluciones de
sensibilizador (FNOXA) y actindbmetro de absorbancia similar, en un méodo comparativo
de pendientes.

Todos los resultados informados estan referidos al valor de la perinaftenona, medido en las

mismas condiciones experimental es, a menos que indique o contrario.

Tabla 12. Rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singulete de PNF utilizando SAPYR como actindmetro.

Muestra: PNF Medio: Homogéneo
Solvente Actinébmetro O
ACN SAPYR 1,057 + 0,001
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Figura 14. Decaimiento de fluorescencia resuelta en el tiempo de oxigeno molecular singulete de estandares PNF y
SAPYR, ambos con absorbancia igual a 0,10 en ACN como solvente.
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Figura 15. Decaimiento de fosforescencia resuelta en el tiempo de oxigeno molecular singulete de sensibilizador FNOXA
y PNF como actindmetro, ambos con absorbancia igual a 0,12 en etanol como solvente.

En medio homogéneo, en |os solventes estudiados, se obtuvo e mismo rendimiento cuéntico
de generacion de oxigeno singulete siendo igual a 1 en comparacion con la fenalenona, sin
encontrarse variaciones referentes a la polaridad o que sea un solvente prético o aromético.
Se considera un excelente resultado, pues la fenal enona presenta rendimientos cuanticos de
generacion de oxigeno molecular singulete iguales a 1 en una variedad de solventes, debido
alo mismo es considerado un compuesto de referencia universal en la determinacién de ®a

38



mediante actinometria (Schmidt, Tanielian, Dunsbach, & Wolff, 1994). Esto ya pone de
manifiesto laversatilidad del sensibilizador FNOXA paraser usado en algunadelas areas de
la ciencia antes mencionadas, pues puede ser solubilizado en una variedad de solventes,

presenta un corrimiento al rojo que le permite absorber luz visible (entre los colores violeta

e indigo) y genera oxigeno molecular singulete con el evados rendimientos cuanticos.

Tabla 13. Rendimientos cuanticos de generacion de oxigeno singulete de FNOXA evaluados utilizando PNF como
actindmetro en a) medio homogeéneo, b) en medio microheterogéneo: micelasy c) vesiculas.

Muestra: FNOXA

Actindbmetro: PNF

Medio: Homogéneo @

Solvente T (us) ®a
EtOH 12,8 1,05 + 0,06
ACN 72,3 0,94 + 0,05

n-Hexano 26,8 1,06 + 0,06

Benceno 28,3 1,04 + 0,05

Muestra: FNOXA

Actinbmetro: PNF

Medio: Microheterogéneo,

micelas ®
Surfactante T (us) ®a
CETAB (5 mM) 64,4 0,75+ 0,02
CETAB (10 mM) 63,5 0,79 + 0,03
TX-100 (8 mM) 51,5 09+0,2
SDS (50 mM) 55,8 0,70 + 0,03
SDS (100 mM) 53,3 0,68 + 0,01

Muestra: FNOXA

Actinbmetro: PNF

Medio: Microheterogéneo,

vesiculas ©
Lipido T (US) O
DODAC (0,5 mM) 60,2 0,33 + 0,06
DODAC (1mM) 60,2 0,42 + 0,02
DODAC (2M) 53,84 0,55 + 0,09
DPPC (0,5 mM) 66,7 0,395 + 0,007
DPPC (2 mM) 56,0 0,579 + 0,002

Ademas, se estudio la dependencia del rendimiento cuantico @, de FNOXA con respecto a
la absorbancia en ACN, referenciado a la PNF. A absorbancias mayores la generacion de
oxigeno singulete por parte del actinOmetro no tiene respuestalineal y e comportamiento del
sensibilizador FNOXA es andogo a de la PNF, evidenciado fendmenos de
autodesactivacion en la muestra y en la referencia a absorbancias relativamente elevadas.
Para e conjunto de datos estudiados se obtuvo un valor constante para € rendimiento

cuantico de generacién de oxigeno singulete (referido alaPNF) con un valor de 0,81 + 0,01.
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Figura 16. a) Comparacién de la intensidad de fosforescencia de oxigeno molecular singulete extrapolada a tiempo cero

(Ao) en funcion de la absorbancia de FNOXA y PNF a 355 nm en ACN. b) Rendimiento cuantico de generacion de
oxigeno molecular singulete, referenciado a PNF en funcion de la absorbancia de FNOXa a 355 nm en ACN..
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En & caso de los rendimientos cuanticos de generacion de oxigeno molecular singulete
evaluados en sistemas micelares se encontré que, en € caso de un surfactante neutro, se
mantiene e mismo comportamiento respecto a la PNF. En surfactantes ionicos FNOXA
disminuye su capacidad de generar oxigeno aalrededor de un 70% de la capacidad delaPNF.
Esto se puede deber que la presencia de iones en e microentorno de la FNOXA favorece la
desactivacion ddl estado triplete por otras vias antes de que ocurra la desactivacion por
oxigeno y consecuente formacion del oxigeno molecular excitado. Es apropiado mencionar
que no se tiene un valor de ®, en aguacon el cual comparar debido ala pobre solubilidad de
FNOXA en agua. Ademés, se realizo la comparacion con surfactante SDS en agua miliQ
obteniéndose el mismo valor de rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singulete
(Pa = 0,65 + 0,01) que en agua deuterada. Evidentemente, utilizar agua 0 agua deuterada
no afecta la capacidad de generacion de Oz(*Ay).

En el caso de los @, evaluados en vesiculas el rendimiento ®, en DODAC es levemente
menor que en DPPC, lo que podriaindicar (al igua que en el caso de uso de surfactantes)
que efectivamente |a presencia de iones afecta el rendimiento cuéntico de generacion de 1Ox.
Interesantemente, se observo que al disminuir la concentracién de vesiculas en la suspension
mientras se mantiene el mismo valor de absorbancia, es decir, vesiculas con mas carga,
disminuye € rendimiento cuantico de generacion de Ox(*Ag) en ambos lipidos estudiados.
De manera similar, experimentalmente se observé que a aumentar la absorbancia (o
concentracion) del sensibilizador FNOXA, manteniendo una misma concentracion de
vesiculas, ®, también disminuye, aungque con una dependencia menor. Lo anterior puede
indicar que cuando € sensibilizador se encuentra encapsulado en una elevada concentracion
local presenta agotamiento de oxigeno o fendmenos de autodesactivacion. Recordando que
los @, estén referidos ala PNF, medido en las mismas condiciones, es poco probable que el
agotamiento de oxigeno sealarespuesta, pues también se agotaria en este caso compensando
el resultado. El fenOmeno de autodesactivacion se observo a concentraciones relativamente
elevadas en medio homogéneo (Figura 16) sin observarse desviaciones alaley de Lambert-
Beer ala concentracion utilizada ni se registré evidencia de la formacion de excimeros por
fluorescencia, por lo que debe corresponder a un mecanismo no radiativo.

En orden de evauar correctamente e rendimiento cuantico de generacion de oxigeno
molecular singulete por parte de las nanoparticulas de silice mesoporosas con FNOXA

fisiosorbida, se compar6 con FNOXA y PNF en solvente homogéneo y en matriz de
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nanoparticulas blanco (sin sorcion de sustrato sobre su superficie). Todas las medidas se
realizaron utilizando etanol como solvente (dispersante). Las nanoparticulas blanco fueron
utilizadas desde el mismo batch que aquellas con sensibilizador adsorbido, y se utilizé més
de un batch en orden de mantener la reproducibilidad de resultados. La preparacion de
actinometro con matriz de nanoparticulas se prepar0d resuspendiendo las nanoparticulas
blanco en etanol, afiadiendo un volumen de actindmetro desde una solucion de actinGmetro
en EtOH, agitando y realizando las mediciones sin dgjar que € sistemaalcance € equilibrio.
Como control en este experimento, se tiene que la FNOXA presenta un @, igual a 1 (uno)

referido ala PNF en solvente homogeéneo, resultado ya obtenido y discutido.

Tabla 14. Rendimiento cuantico de generacion de oxigeno de FNOXA adsorbido en nanoparticulas de silice.

Estudio de ®a en nanosistemade silice

Sistema T (US) Actinébmetro ®a
PNF (EtOH) 0,87 + 0,22
OHwmap (0,8m /m ) 141 PNF (matriz NP OHw) 0,85+ 0,2
’ FNOXA (EtOH) 09+4+0,1
FNOXA (matriz NP OHw) 0,86 + 0,13
FNOXA (EtOH) - PNF (EtOH) 1,01 £ 0,02

L as nanoparticul as blanco presentan dispersion deluz alalongitud de onda de deteccion, que
no corresponde a generacion de oxigeno, pudiendo agjustarse a un decaimiento
monoexponencial con un “tiempo de vida” de 8 ps. Es importante mencionar que la
contribucion de este decaimiento esminimay no afectaen el guste monoexponencial cuando
se utilizan nanoparticulas con sensibilizador adsorbido, o a ser utilizadas como matriz.
Relacionado con lo anterior se tiene que los rendimientos cuénticos de generacion de 1O
utilizando solvente homogéneo y utilizando matriz de nanoparticulas son similares,
evidenciado laleveinterferenciade matriz alaconcentracion utilizada en estos experimentos.
Los rendimientos cuanticos evaluados al utilizar FNOXA y PNF como actinbmetros son
cercanos a la unidad o levemente menores, se tiene también una mayor dispersion de datos,
reflggado en e error estandar. Esto sucede debido a las dificultades de medir la absorbancia
de la muestra con nanoparticulas debido a la inherente dispersion producida. Ademés, se
cuenta con una sola relacién sensibilizador/nanoparticula y es bgja (%L = 0,05). Para
conseguir una concentracion de sensibilizador que entregue una sefial detectable y medible

tanto por UV-vis como en e detector infrarrojo se debe aumentar la cantidad de
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nanoparticulas por mililitro de suspension, con un consecuente aumento de linea base en €l
espectro de absorcién debido aladispersion de luz. Se analizd solamente auna concentracion
de nanoparticulas (8m N /m E ), pues a menores concentraciones no se logra una
sefid de absorbancia clara y a mayores concentraciones la linea base supera € rango de
linealidad de instrumento UV-Vis. Vale recordar la importancia de poder obtener un valor
de absorbancia adecuado: € método comparativo, como ya se ha explicado, tiene su
fundamento en que dos soluciones (0 suspensiones en este caso) que posean la misma
absorbancia, irradiadas en las mismas condiciones ala misma longitud de onda, absorberan
lamisma cantidad de fotones; luego, la sefiad del decaimiento de oxigeno molecular singulete
extrapolado a tiempo cero es comparable. Consecuentemente el error producido al medir la
absorbanciaes arrastrado a evaluar el rendimiento cuantico. Para subsanar estadificultad, lo
ideal estener unamayor carga de sustrato por nanoparticula, o cual puede lograrse mediante
la utilizacion de nanoparticulas con cadenas hidrocarbonadas que permitan interacciones
hidrof dbicas con el sustrato y lograr una adsorcion fisica de mayor magnitud; otra opcion es
utilizar una unién quimica en vez de fisica, claramente deben introducirse los cambios
adecuados en € sensibilizador para este fin y formar un enlace covalente entre € sustrato y

la nanoparticula.

6. Conclusiones

En este trabajo se estudiaron las propiedades fotofisicas de la molécula 2-(benzo[ d] oxazol -
2-il)-1H-fenalen-1-ona, abreviado aqui como FNOXA. Este compuesto corresponde a una
cetona aromética derivada de perinaftenona, donde el nlcleo de perinaftenona se encuentra
unido a un grupo benzoxazol. Este sensibilizador, tal como se ha planteado en la hipotesis,
exhibe y mantiene propiedades fotofisicas de interés similares a su precursor; los resultados
avalan su uso como fotosensibilizador en diversos solventes y el empleo de surfactantes o
vesiculas para su solubilizacion en agua, mientras que el soporte de este compuesto sobre
nanoparticul as de silice necesita estudios adicionales.

Los resultados obtenidos en esta memoria muestran que la sustitucion con € grupo
benzoxazol en la posicion 2 del nacleo de la fenalenona efectivamente provoca un
corrimiento batocromico, pues presenta una absortividad molar arededor de 15 000 M cm'?
con una longitud de méximo de absorcién arededor de 415 nm, levemente dependiente del
solvente. Correspondiendo esto a una absortividad molar ligeramente mayor que su precursor
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y un corrimiento a rojo de 50 nm. FNOXA exhibe bagos rendimientos cuanticos de
fluorescencia con emision de una banda amplia en torno a 550 nm.

El estudio de fotoestabilidad de FNOXA muestra que es mas estable que la perinaftenonaen
solventes polares proticos y aproticos, sugiriendo que e mecanismo de fotorreduccion por
abstraccion de un hidrogeno del solvente se encuentra menos favorecido. De igual manera,
se necesita un estudio mas profundo incluyendo una variedad de solventes y un andlisis de
los productos de |a fotodescomposicion para obtener resultados concluyentes.

Por un lado, el estudio sobre la capacidad de FNOXA para generar Ox(*Ag) en medio
homogéneo muestra que esta molécula presenta e mismo rendimiento cuantico de
generacion de oxigeno singulete que € actindmetro de referencia fenalenona, su precursor,
en unavariedad de solventes. polar protico, polar aprético, apolar y aromético. Dicho de otro
modo, lasustitucion en el ntcleo delafena enonano afecta su capacidad paragenerar Oz(*Ag)
en medio homogéneo. Ademas, € comportamiento en funcion de |a absorbancia es analogo
a de la perinaftenona.

Por otro lado, en sistemas microheterogéneos el comportamiento de FNOXA depende del
microentorno donde se encuentra variando su ®a con respecto ala perinaftenona. En sistemas
micelares neutros se presenta una leve disminucion del rendimiento cuantico de generacion
de Oz(*Ag) (Pa=0,9), mientras que surfactantes idnicos ®a disminuye a un 70% en relacion
a la perinaftenona evaluada en las mismas condiciones. En vesiculas se encontré que ®a
depende de la cantidad de sensibilizador que se encuentre en su interior, presumiblemente
debido afendmenos de autodesactivacion. El ®, evaluado paraestos sistemas en DODAC y
DPPC se encuentran en torno a 0,46 + 0,12, con respecto a la perinaftenona en las mismas
condiciones.

El sensibilizador FNOXA, contrario a lo esperado, se adsorbié en bagja cantidad sobre las
nanoparticulas de silice (-OH) como las amino funcionalizadas (-NH2). En estudios
adicionales sobre esta base, €l enfoque de utilizar enlaces de hidrégeno para lograr la
adsorcion de sensibilizador puede ser redirigido a interacciones de caracter hidrofébico con
la adicion de cadenas hidrocarbonadas en la superficie de las NPs o0 en la formacién de
enlaces covalentes parala unién considerando que se debe introducir, por ggemplo, un écido
carboxilico en € sensibilizador. Considerando la baja capacidad de carga del compuesto,
igualmente se logré evaluar ®a. Luego, los rendimientos cuanticos de generacion de O2(*A)
se encuentran asociados a un mayor rango de error, inherente aladispersion de luz producida

por la suspension de nanoparticulas. Interesantemente |os ®x registrados son elevados, entre
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0,75y 1. Ademas, a evaluar € actindbmetro de referencia en solvente homogéneo y en una
matriz de nanoparticulas blanco se obtienen resultados similares, sin evidencias de

interferencia por matriz ala concentracién de nanoparticulas utilizada.
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