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La nanotecnologia es la aplicacion de la ciencia de los sistemas a escala
nanométrica, es decir, a nivel de atomos y moléculas (nanomateriales) que
implica la caracterizacion, la fabricacion y/o manipulacién de estructuras,
dispositivos o materiales que tienen al menos una dimension. Cuando el
tamafio de particula es reducido, el material expone las propiedades fisicas y
qguimicas que son considerablemente diferentes de las propiedades de
materiales de macroescala.? Las nanoparticulas han sido también utilizadas
en la bioseparacion de células por métodos de extraccion o liberacion de
productos quimicos, en la administracion de farmacos (formacién de sol-gel un
ejemplo serian los hidrogeles los cuales son potenciales biomateriales para la
liberacién de farmacos controlada, los nanohilos que permiten la deteccion de
infecciones virales cuando el sistema inmunoldgico aun es incapaz de actuar),
y en el tratamiento de nanoparticulas para cancer basandose en tres objetivos

principales:®

1.-Colocar los atomos de forma ordenada.
2. Conseguir que casi cualquier estructura sea consistente con las leyes de la
fisica y la quimica que podemos especificar y describir a nivel atomico.
3. Lograr que los costos de fabricacion de procesos industriales o biolégicos no

sean tan costosos.

La interaccion entre la Nanotecnologia y la medicina constituye una
oportunidad para llevar a cabo nuevos tratamientos o mejorar los ya existentes.
Las diferentes técnicas que forman parte de la Nanotecnologia manipulan
atomos y moléculas, produciendo nanoestructuras artificiales que, siendo del

mismo tamafno que las biomoléculas, pueden interaccionar con células de los

Xiv



seres humanos. Por este motivo, la nanomedicina ofrece nuevas soluciones en
diagnéstico, tratamientos “inteligentes” y medicina regenerativa, actuando y
estimulando los propios mecanismos controladores y reparadores del cuerpo
humano. La medicina realmente preventiva sera una realidad gracias a estas
nuevas tecnologias. Haciendo uso de todos estos progresos y del hecho de
que cada dia se tiene un conocimiento mas extenso del cuerpo humano a
escala molecular, se puede tener una mayor capacidad de intervenir antes de
la aparicion de los sintomas de una enfermedad. Por todo ello, la nanomedicina
tendra un gran impacto en el diagnostico precoz y en el tratamiento de
enfermedades como cancer, diabetes, alzheimer, parkinsons, esquizofrenia y

los problemas cardiovasculares, inflamatorios e infecciosos.

Hoy en dia la fabricacion de los nanomateriales en el caso particular de SiO, y
TiO, ha sido usada en la neurociencia como una tentativa de limitar o invertir
procesos de neuropatologias. Las ventajas son debido a sus caracteristicas
especificas, como la capacidad para actuar reciprocamente con en sistemas
biolégicos con un alto grado de especificidad. Ademas, los nanomateriales,
como se piensa, son capaces de estimular y actuar reciprocamente con células
objetivo y tejidos de modos controlados, induciendo efectos secundarios

deseados fisioldgicos.

En este trabajo se plantea la sintesis de nanoparticulas para de SiO; y TiOp,
encapsulacion y liberacion del farmaco haloperidol. Este farmaco es utilizado
en el trastorno de esquizofrenia, esta sintesis se llevo a cabo por medio de

reservorios nanoestructurados marcadas con el fluoruforo cloruro de dansilo y

XV



fueron calculados por espectroscopia de fluorescencia, ademas de

espectroscopia de UV, IR para la liberacién del farmaco.

XVi



Capitulo I

Introduccion



[.- INTRODUCCION

La nanotecnologia es la aplicacion de la ciencia de los sistemas a escala
nanometrica, es decir, a nivel de atomos y moléculas (nanomateriales) que implica la
caracterizacion, la fabricacion y/o manipulacion de estructuras, dispositivos o
materiales que tienen al menos una dimension. Cuando el tamafio de particula es
reducido, el material expone las propiedades fisicas y quimicas que son

considerablemente diferentes de las propiedades de materiales de macroescala*

La nanotecnologia emplea materiales o dispositivos que actlan reciprocamente con
sistemas bioldgicos en un nivel molecular que podrian revolucionar el tratamiento de
desordenes neurodegenerativos respondiendo y actuando en sitios objetivo para
inducir respuestas fisioldgicas de tal modo que se pueda reducir al minimo los efectos
secundarios de dichos desordenes.? La investigacién en el campo de nanotecnologia
ha tenido un crecimiento exponencial. Actualmente ya hay numerosas empresas que
se especializan en la fabricacion de las nuevas formas de materia de nanosintesis,
con usos que incluyen la terapéutica médica y el diagndstico, la produccion de

energia, la informatica molecular.?

Hoy en dia los Nanomateriales han sido usados en neurociencia en una tentativa de
limitar o invertir procesos neuropatolégicos. Las ventajas son debido a sus
caracteristicas especificas, como la capacidad para actuar reciprocamente con los
sistemas bioldgicos con un alto grado de especificidad. Ademas, los nanomateriales,
como se piensa, son capaces de estimular y actuar reciprocamente con células

objetivo y tejidos de modos controlados, induciendo respuestas deseadas fisioldgicas



con efectos secundarios minimos.® Los usos principales neurolégicos a los cuales la

investigacion de nanotecnologia contribuye son resumidos en: +>°

Neuro- diagndsticos

* Neuro- proteccion terapéutica

* Neuro- regeneracion terapéutica

* Nanoescalas de herramientas para ayudar a procedimientos neuros

psiquiatricos, entre otros reflejados en la siguiente imagen:

Imagen 1. Aplicaciones y usos de la nanotecnologia en diferentes disciplinas

La interaccion entre la nanotecnologia y la medicina constituye una oportunidad para
llevar a cabo nuevos tratamientos o mejorar los ya existentes. Las diferentes técnicas
gue forman parte de la Nanotecnologia manipulan atomos y moléculas, produciendo
nanoestructuras artificiales que, siendo del mismo tamafio que las biomoléculas,
pueden interaccionar con células de los seres humanos. Por este motivo, la

nanomedicina ofrece nuevas soluciones en diagnéstico, tratamientos “inteligentes” y
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medicina regenerativa, actuando y estimulando los propios mecanismos controladores
y reparadores del cuerpo humano.”® La medicina realmente preventiva ser4 una
realidad gracias a estas nuevas tecnologias. Haciendo uso de todos estos progresos
y del hecho de que cada dia se tiene un conocimiento mas extenso del cuerpo
humano a escala molecular, se puede tener una mayor capacidad de intervenir antes
de la aparicion de los sintomas de una enfermedad. Por todo ello, la nanomedicina
tendrd un gran impacto en el diagndstico precoz y en el tratamiento de enfermedades
comol cancer, diabetes, alzheimer, parkinsons, squizofrenia y los problemas
cardiovasculares, inflamatorios e infecciosos.” Las distintas aplicaciones de la
nanomedicina se han agrupado en el presente informe en tres grandes areas
interrelacionadas entre si, que son: técnicas analiticas y herramientas de diagndstico,

liberacién de farmacos y medicina regenerativa.

Aplicaciones dala
Nanomedicina
f,/ e
W ™
e H\'l
Técnicaz analiticas y Redicina regenertiva
herramientas de tiagnostico
Liberacion de fammacos

Imagen 2. Aplicaciones y usos de la nanomedicina en diferentes disciplinas.®

1.1.- Técnicas analiticas y herramientas de diagnostico.
Debido a las limitaciones de la tecnologia actual de diagndstico, el diagnéstico de
determinadas enfermedades sélo es posible cuando la enfermedad se encuentra en

3



un estado demasiado avanzado. El objetivo de la nanotecnologia aplicada al
diagndstico es conseguir un diagndstico temprano, con una sola o muy pocas
moléculas o células. Las distintas técnicas analiticas y herramientas de diagnéstico se
pueden agrupar dentro de dos grandes categorias: los dispositivos de diagndstico

in vitro y el diagnéstico por imagen .*°

1.2.- Liberacién de farmacos.

Los sistemas de liberacibn de farmacos surgen como consecuencia de la
imposibilidad de trasladar de forma directa al organismo los principios activos que
constituyen los medicamentos.™

1.3.- Medicina Regenerativa.

La Medicina Regenerativa es una disciplina que busca el mantenimiento, la mejora o
la restauracion de la funcién de las células, tejidos y érganos, mediante la aplicaciéon
de métodos relacionados principalmente con la terapia celular y la ingenieria Tisular*.
La ingenieria tisular aplica los principios propios de la ingenieria y de las ciencias de
la vida para conseguir desarrollar 6érganos completos y funcionales que puedan
sustituir a sus homélogos naturales™®

Algunas enfermedades neuroldgicas incluyen una amplia gamma de desordenes que
afectan un porcentaje grande de la poblacion lider mundial y segun estudios
epidemiologicos se esperan aumentar con el envejecimiento de la poblacion. Las
enfermedades de Alzheimer y Parkinson, el autismo, la herida traumatica cerebral, y
la esquizofrenia son sélo un nimero grande de las patologias que se han beneficiado

de los avances en la investigacién de neurologia.***’



Las sintesis que se plantean en el siguiente trabajo se llevo a cabo por medio de
reservorios nanoestructurados marcadas con cloruro de dansilo, y fueron medidos por
espectroscopia de fluorescencia, ademas la liberacién del farmaco fue monitoreada

por espectroscopia de UV.



Capitulo II

Antecedentes



Il.- Antecedentes

Las enfermedades neuroldgicas son trastornos del cerebro, la médula espinal y los
nervios de todo el cuerpo. En conjunto, esos érganos controlan todas las funciones
del cuerpo. Cuando algo funciona mal en alguna parte del sistema nervioso, es
posible que tenga dificultad para moverse, hablar, tragar, respirar o aprender.

También puede haber problemas con la memoria, los sentidos o el estado de animo.*®

Las enfermedades neuroldgicas representan un grupo de padecimientos con
importantes repercusiones sociales y economicas, parece evidente el costo
econdémico relacionado a los medicamentos,*® cuidadores y terapeutas asi como el

fuerte impacto que causan en las familias.

Existen mas de 600 enfermedades neuroldgicas, la imagen 3 presenta un posible
panorama del cerebro de una persona con una enfermedad neurologica, donde los

tipos mas reconocidos incluyen:

Significant Progressive Gray Matter in Schizophrenia

+ Enfermedades causadas por genes

p-value

defectuosos, tales como la enfermedad de

Huntington y la distrofia muscular

- Enfermedades degenerativas, en las cuales

las células nerviosas estan dafiadas o

mueren, tales como las enfermedades
Imagen 3: Imagen del cerebro

de parkinson y alzheimer de un paciente con
esquizofrenia.



- Enfermedades de los vasos sanguineos que abastecen el cerebro, tales como
los derrames cerebrales

- Lesiones en la médula espinal y el cerebro

« Trastornos convulsivos, tales como la epilepsia

« Cancer, tales como los tumores cerebrales

- Enfermedades mentales, tales como la esquizofrenia y la bipolaridad, entre

otras.?0%

2.1.- Esquizofrenia

La esquizofrenia es una de las enfermedades mentales mas serias que ocasionan
una gran perturbacién en las relaciones sociales, familiares y labores de las personas
gue la sufren, iniciandose generalmente en la etapa de adolescencia y para la cual, no
existe un tratamiento curativo en la actualidad, logrdndose Unicamente una remision

de los sintomas con el uso de antipsicéticos.?*

La esquizofrenia es un trastorno mental que hasta la fecha se define de modo
sindromico, puesto que asi se denomina a un conjunto de sintomas, con una cierta
duracion en el tiempo; y cuya etimologia y fisiopatologia no son aun suficientemente
conocidas. Existe evidencia de anomalias neurobiolégicas y cognitivas que preceden
la aparicion de los sintomas, y que hacen que las funciones mentales del sujeto sean
vulnerables a diversos factores estresantes que actuarian como desencadenantes
(Modelo de estrés-vulnerabilidad).”®> En la imagen 4 se engloban algunos de los

sintomas mas importantes en el trastorno de esquizofrenia.
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Imagen 4 .- Sintomas mas comunes que diagnostican la enfermedad de esquizofrenia

Varios grupos de investigacion tienen demostrado que por medio de la fluorescencia
de nanoparticulas de silicio y titanio en las regiones azules, verdes, amarillas y rojas
del espectro, que es compatible con el confinamiento cuantico se puede obtener un
avance cientifico en la regién afectada para las personas con trastornos
esquizofrénicos.’®** El tratamiento de esquizofrenia hoy implica una variedad de
medicinas, que son clasificadas como “antipsicéticos”, dependiendo de la selectividad
del tipo de neuroreceptor y el grado de efectos secundarios que ellos causan.?>?
Hasta hace poco los médicos llamaban neurolépticos a los  medicamentos
antipsicoticos, por su tendencia a causar efectos secundarios neurolégicos. Los
medicamentos que han estado disponibles por algunos aflos son ahora llamados
antipsicéticos estandar: torazina, clorpromazina y el haloperidol son ejemplos de los

mas sobresalientes en el tramiento del transtorno de esquizofrenia y se presentan en

el esquema 1.
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Esquema 1. Diferentes tipos de farmacos para el tratamiento de esquizofrenia

2.2.- Haloperidol

La primera droga antipsicotica que fue lanzada al mercado para el tratamiento de la
esquizofrenia fue la clorpromazina, en 1955,%" desde entonces aparecieron multiples
drogas con el mismo mecanismo de accion llamados “bloqueadores de receptores de
dopamina® A esta clase de farmacos se le llama neurolépticos clasicos y son
efectivos en el control de los sintomas positivos y en la prevencion de recurrencias de
episodios agudos; sin embargo son muy mal tolerados por la gran frecuencia de sus
efectos colaterales.”® Laimagen 5 muestra la forma de accién de algunos farmacos

utilizados en el trastorno de la esquizofrenia.
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Imagen 5. Formas de Accion de Algunos Farmacos para el trastorno de

Esquizofrenia

El farmaco haloperidol es un tipico antipsicético que ha sido usado como una
medicina antipsicotica en el humano. Lamentablemente, los efectos terapéuticos de
también vienen con efectos secundarios, causando desordenes de movimiento en
pacientes.”® Debido a estos efectos los farmacos han sido clasificados segun su
riesgo, la imagen 6 muestra la clasificacion de los antipsicotico segun su funcién y

liberacién en el metabolismo, asi como su riesgo metabdlico.

11



/ Antipsicoticos \

(Clasificacion en funcion de bajo/
afto riesgo metabolico)

Bajo Riesgo Metabolico Alto Riesgo Metabolico
sMolindona +Clozapina
+Ziprasidona +Olanzapina
+Flufenazina *Risperodona
sHaloperidol sSertindol

\ *Aripriprazel *Tioridazina /

Imagen 6.- Clasificacién de antipsicoticos en funcion de su riesgo al metabolismo

humano

El farmaco haloperidol es un antipsicético, perteneciente al grupo de las
butirofenonas, es decir, es un potente antagonista de los receptores centrales, fue

desarrollado a finales de los afios 1950 y pronto introducido a terapia *#*°

clinica, su
potencial antipsicotico esta basado en el potente bloqueo de receptores de dopamina
(D2) receptores en el cerebro como consecuencia directa del efecto bloqueante
dopaminergico central, también posee una actividad incisiva sobre delirios y

alucinaciones (probablemente debido a una interaccion en los tejidos limbicos y

mesocortical) y una actividad sobre los glanglios basales. *°

En el esquema y tabla siguientes se representan la estructura quimica y la

informacion farmacocinética del farmaco haloperidol.
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Esquema 2. Estructura quimica Farmaco Haloperidol

Datos Quimicos
Formula C,,H,,NCIFO,

Masa Molar 375.9g/mol

Farmacocineética

Biodisponibilidad Aproximadamente de 60 a 70%

Metabolismo Hepatico
Vida Media 12 a 36 horas
Excrecion Biliar o renal

Tabla 1. Datos quimicos y farmacocinéticos del farmaco haloperidol.



Se utiliza para tratar la esquizofrenia, estados psicéticos agudos, algunos estados de
agitacién psicomotriz, estados maniacos, estados de panico y ansiedad,*! incrementa
la secrecién de prolactina en humanos, apoyando la hip6tesis de que la dopamina es
la hormona que inhibe la liberacién de prolactina en el hipotalamo, se absorbe bien
por via oral, con una biodisponibilidad media del 60-65% y se distribuye a todos los
tejidos y rapidamente alcanza una concentracion adecuada en el sistema nervioso

central, con un volumen de distribucién de 20 I/kg.*!

2.2.1.- Formas de Administracion

La dosis requerida por cada paciente es muy variable. Como ocurre con otros
antipsicético la dosis debe individualizarse de acuerdo con las necesidades y la
respuesta de cada paciente, realizando ajustes de la dosis hasta alcanzar el control
terapéutico 6ptimo.*? Para determinar la dosis inicial debe tenerse en cuenta la edad
del paciente, la severidad de la enfermedad, la respuesta previa a otros farmacos
antipsicaético, la existencia de patologia subyacente o la utilizacibn concomitante de
otros farmacos. En general, los nifilos, ancianos, pacientes debilitados o con
antecedentes de reacciones adversas a otros antipsicético requieren una menor dosis

del fArmaco y un ajuste mas gradual de la dosis para obtener la respuesta 6ptima.*

El farmaco haloperidol se presenta en forma de tabletas y de un liquido concentrado
para administrarse por via oral. Por lo general, se toma una o dos veces al dia.
Posiblemente el médico le recete al principio una dosis baja de haloperidol y luego la
aumente en forma gradual y es posible que la disminuya una vez que su afeccion esté

|.34

bajo control.”” Este farmaco ayuda a controlar la enfermedad, pero no la cura ya que
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existen muchas desventajas asociadas en el empleo y liberacién de dicho farmaco,
esto se distribuye en el organismo segun sus propiedades fisicas, tales como la
solubilidad, coeficiente de particién y carga. En consecuencia este farmaco® puede
alcanzar gran variedad de sitios en los cuales puede que se encuentren fuera de su
intervalo terapéutico, que sea inactivo, o que su accién sea indeseada 0 nociva, y por

tanto, con efectos secundarios negativos.*

La dosis Optima recomendada es de 6 a 12 mg/dia de haloperidol o su equivalente en

los otros farmacos.

La concentraciéon maxima de haloperidol tras su administracion por via oral se alcanza
de 2-6 horas, siendo la concentracion terapéutica de haloperidol de 5 a 20 g/l.
Después de la administracion por via oral el haloperidol sufre un metabolismo de
primer paso del 40%. La principal via de metabolismo implica una N-desalquilacion
oxidativa que produce metabolitos piperidinicos y el acido 4-fluorobenzoilpropiénico.®
El farmaco haloperidol también presenta un metabolismo reversible a haloperidol
reducido que es menos activo, con una actividad aproximadamente del 25% con
respecto a la del producto original®*’. La depuracién del haloperidol reducido es similar
al del haloperidol (11,8 = 2,9 mil/min/kg) aunque el volumen de distribucién y la
semivida de eliminacién (67 + 51 horas) son superiores a las del haloperidol, por lo
gue la semivida de eliminacion plasmatica de haloperidol incrementa con la
administracion de dosis repetidas (de 3 a 10 dias). La unién a proteinas de haloperidol
es del 92%. Haloperidol se excreta fundamentalmente por via renal (45%), en las
heces (15%) y una pequefia cantidad por via biliar. Menos del 1% de haloperidol
inalterado se elimina por via renal. La semivida de eliminacion plasmética de

haloperidol oscila ente 10-38 horas. *®
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Actualmente existen dos métodos para mejorar la accion de los farmacos, en la

siguiente imagen se ilustran con mas precision.

K [ Tipos de Liberacién] \

| !

[ Liberacion Controlada] [ Liberacion Dirigida ]

Sintesis de Nandparticulas de
a)Sio,

K b) TiO, /

Imagen 7 .- Tipos de liberacion de farmacos.

a) Liberacion controlada, * que trata de eliminar o reducir los efectos secundarios

produciendo una concentracion terapéutica del farmaco que sea estable en el

organismo. Se trata de alcanzar una cinética de liberacion de orden cero y no

suelen existir cambios en la concentracion del farmaco en el organismo

(comparandolo con los cambios intermitentes de concentracion en

dosificaciones convencionales),

las

b) Liberacién dirigida hacia lugares especificos, que trata de asegurar que el

farmaco es liberado en el lugar requerido, y al mismo tiempo mantiene el

farmaco inactivo en cualquier otro lugar del organismo.*°
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2.2.2.- Sol-gel

Hoy en dia 6xido de titanio ha llamado la gran atencion de muchos cientificos debido
a sus multiples usos en fotocatalisis, células solares, sintesis para liberacion de

farmacos entre otros.***3

Varias estrategias sintéticas han sido establecidas para producir nanoestructuras de
TiO, usando el tratamiento de sol-gel ya que este proceso permite la fabricacién de
materiales amorfos y policristalinos con caracteristicas especiales en su composicion
y propiedades. Su utilidad radica en que necesita menor temperatura en comparacion

con los métodos tradicionales de fabricacién de vidrios por fusién.*

Esquema 3. Estructura quimica del TiO,

El sol-gel es una ruta quimica que inicia con la sintesis de una suspension coloidal de
particulas sélidas o camulos en un liquido (sol) y la hidrdlisis y condensacién de éste
sol para formar un material sélido lleno de solvente (gel).** Se basa en una mezcla de

reactivos liquidos a nivel molecular, la cual permite obtener materiales incluso a
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temperatura ambiente contaminados con iones de tierra rara 6 colorante organico,

nanoparticulas, etc.

En las matrices sol-gel basadas en TiO,-SiO,, se ha reportado la obtencion de fases
cristalinas de TiO; a concentraciones altas del precursor de titanio y con temperaturas
altas de secado — densificado. Esto favorece la separacion de fases del TiO,-SiO, y la
cristalizacion del TiO,.* Laanatasay elrutiloson las fases cristalinas del
TiO, obtenidas con tratamientos térmicos de los materiales con bajas y altas
temperaturas, respectivamente. La anatasa se puede obtener para el caso de
materiales sol-gel de titanio puro, con temperaturas del orden de los 350-400°C;
mientras que el rutilo comienza a generarse a partir de los 600°C.***" E| 6xido de
titanio (TiO2) es un compuesto de gran interés tecnologico, presenta cuatro fases
cristalinas: rutilo (estructura tetragonal), anatasa (estructura octaédrica), brookita
(estructura ortorrémbica) y una de alta presion tipo PbO,.”® El polvo ceramico de
diéxido de titano puede ser obtenido utilizando métodos como: Sol-Gel,*® Hidroterma
Precipitacion Controlada® y el denominado Precursor Polimérico (Pechini), entre

otros.

El empleo de depdsitos nanostructurados para la medicina ha sido enfocado

principalmente al tratamiento neurodegenerativo, enfermedades como epilepsia o

tumores de cancer y esquizofrenia. >
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El SiO, es un compuesto de silicio y oxigeno, llamado cominmente silice. Es uno de

los componentes de la arena. Una de las formas en que aparece naturalmente es

el cuarzo.
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Esquema 4. Estructura quimica del SiO,

Este compuesto ordenado espacialmente en una red tridimensional (cristalizado)
forma el cuarzo y todas sus variedades. Si se encuentra en estado amorfo constituye
el 6palo, que suele incluir un porcentaje elevado de agua, y el silex. El SiO, se usa,
entre otras cosas, para hacer vidrio artificial, ceramicas y cemento.

El gel de silice es un desecante, es decir que quita la humedad del lugar en que se

encuentra.’?
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2.3.- Fluorescencia

La microscopia de fluorescencia se basa en los mismos principios de oOptica de la
microscopia comun, con diferencias en el manejo y el disefio relacionadas con la
generacion y transmision de longitudes de onda adecuadas a los fluorocromos que se
quieren visualizar,>® ya sean propios de la muestra o de la coloracién utilizada. El
fundamento de la técnica radica en la
capacidad que muestran algunos elementos o

b :
- =i compuestos fluorescentes, denominados

s fluorocromos, en fijarse a los anticuerpos

mediante un enlace quimico estable que no
Imagen 8. Espectrofotometro »
RF-5301PC Shimadzu puede romperse durante el curso de la reaccién
inmunoldgica. El fendmeno de fotoluminiscencia ocurre cuando una especie quimica
es excitada por medio de radiacion electromagnética y como consecuencia la especie
pierde la energia adquirida reemitiendo esta en forma parcial o total.>* Esto es, parte
de la energia adquirida por la especie quimica se reemite en forma de choques
moleculares y parte en forma de energia luminosa o el total de la energia adquirida se
remite en forma de radiacion.
La fluorescencia y la fosforescencia son dos manifestaciones diferentes del fenomeno
fotoluminiscente.> Estos dos efectos difieren entre si en el mecanismo a través del
cual son producidos, ademas del tiempo de duraciéon de la fotoluminiscencia una vez
gque ha cesado de excitarse la muestra con radiacion electromagnética. La
fluorescencia cesa casi inmediatamente después de que a la muestra se le suspende

la radiacion de 6-10 segundos., mientras que la fosforescencia puede durar varios

segundos o minutos en iguales circunstancias.>® La fluorescencia no esta restringida
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a un estado fisico determinado de la materia, esta puede existir en: gases, sélidos o
liquidos.

Uno de los aspectos mas atractivos de la luminiscencia es su sensibilidad inherente,
con limites de deteccién que son a menudo tres érdenes de magnitud mas pequefios
gue los encontrados en espectroscopia de absorcién. Los limites de deteccidn tipicos

son el orden de partes por bill6n.>

2.3.1.-Estados Excitados

Cuando se forma un enlace entre dos &tomos en una molécula, los orbitales atémicos
de cada uno de los atomos que forman el enlace generan dos orbitales: uno enlazante
de baja energia y otro antienlazante de energia mucho mayor.>>®’ Cuando la
molécula no esta excitada, los electrones que forman un enlace especifico se
encuentran ocupando los orbitales enlazantes, debido a que estos son de energia
menor y por lo tanto de esta manera la molécula es més estable. Asociados a cada
nivel electronico se encuentran diferentes niveles vibracionales, por lo que cuando
una molécula es irradiada con energia de cierta frecuencia o longitud de onda esta

puede pasar a diferentes niveles vibracionales de alguno de los estados excitados.*®

AF, F-E
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S
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Absorbance
Fluarascanca emission

Imagen 9.- Espectro de Fluorescencia.
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2.3.2.- Fluoroforo cloruro de dansilo.

Se encuentran diversos ejemplos de fluorocromos naturales, como algunas vitaminas,
esteroides, porfirinas, etc. Otros compuestos que fluorescen —rodamina, auramina,
fluoresceina, colorantes de acridina— se utilizan en distintas técnicas de tinciébn, como
la tincibn de microorganismos acido-resistentes con auraminarodamina en muestras
de tejido y esputo.®® El cloruro de Dansilo (cloruro de 5-N,N-dimetilamino-naftalen-1-
sulfonilo) es un reactivo de derivatizacién fluorogénico bien conocido para la

determinacién de aminas primarias y secundarias.®

Para el cloruro de dansilo, hay una variedad de valores de los coeficientes de
extincion que han sido reportados. Algunos de los valores se utilizan para calcular el
grado de éxito en los intentos para conjugar el colorante a una proteina. Otros valores
pueden ser utilizados para determinar una concentracién precisa de una solucién
madre. El esquema siguiente representa la formula quimica para el fluoroforo cloruro
de Dansilo, también se hace referencia en la tabla 2 sobre sus propiedades

quimicas.>”®

Cl——S——=0

N
CH3/ \CH3
Esquema 5 . Estructura quimica del cloruro de dansilo
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Datos Quimicos
Formula C,,H1,CINO,S
Masa Molar 269.75g/mol
Punto de Fusion 70°C, 343 K, 158°F

Tabla 2. Propiedades quimicas del cloruro de Dansilo comercialmente.
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lll.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo General:

Sintesis, marcaje estructural, y estudios de liberacion de haloperidol de reservorios
nanoestructurados utilizados en el tratamiento contra la esquizofrenia. Los reservorios
nanoestructurados seran de SiO, y TiO,, al cual se le ocluiran el medicamento
haloperidol. Los estudios de liberacion seran monitoreados por medio de la técnica de

fluorescencia, la sonda fluorescente que sera utilizada sera el cloruro de dansilo.

3.2.- Objetivos Especificos:
1.- Sintesis de las nanoparticulas SiO,, TiO, y oclusion del farmaco.

2.- Acoplamiento y optimizaciéon de la sonda fluorescente (cloruro de dansilo) al

farmaco.

3.- Caracterizacion del medicamento marcado por medio de las técnica de

fluorescencia, IR, RMN.

4.-Caracterizacion de los reservorios por medio de las técnicas FTIR, RMN, UV-Vis.

5.-Estudios de Liberacion del farmaco por medio de fluorescencia 'y UV-Vis.
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Capitulo IV

Experimental
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V.- EXPERIMENTAL.

4.1.- Generalidades

Todos los reactivos fueron adquiridos en Aldrich Chemical Co. Los solventes fueron
adquiridos en Productos Quimicos Monterrey, fueron secados de acuerdo a los
métodos usuales, asi como almacenados y manipulados en atmosfera inerte. Los
analisis espectroscopicos y espectrométricos se desarrollaron en las instalaciones de
Centro de Investigacién en Quimica Avanzada del Instituto Tecnolégico de Tijuana.
Fueron realizados y supervisados por la Dra. Karla Alejandra Espinoza Dueifias, el Dr.
Ignacio A. Rivero Espejel y la Ing. Janeth Guadalupe Contreras Marquez. Los
espectros de infrarrojo se realizaron en un espectrometro Perkin-Elmer serie 1600,
Perkin Elmer Spectrum One. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
de °C, se llevaron a cabo a 200 y 125 MHz, utilizando cloroformo deuterado como
disolvente en un espectrometro de marca Varian, los estudios de fluorescencia se
midieron en un Espectrofotometro RF-5301 PC chimdzu, ubicados en el area de

investigacion del Instituto Tecnoldgico de Tijuana.
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4.2. Ruta general para la Sintesis de Nanoparticula s de SiO,y TiO,.

A continuacion se presenta los esquemas generales de las sintesis de uno de los
compuestos principales para la formacion de nanoparticulas y elaboracién del
presente proyecto, los esquemas presentan también la oclusién del farmaco las
Nanoparticulas de referencia partiendo de los solventes TEOS (23%, 117mol) y H,O
para la formacién de SiO,y TiO, posteriormente la oclusion del farmaco haloperidol
utilizando el solvente EtOH y de nuevo H,O, formando asi las muestras principales del

proyecto.
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M étodo general para la sintesis de Nanoparticulas @xido de Silice y Titanio de Referenci
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Esquema 6. Proceso general Sintesis de nanoparticulas de Referencia con el Farmaco Ocluido



M étodo general para la sintesis de Nanoparticulas @xido de Silice y Titanio de Referencie

Esquema 7. Proceso general Sintesis de nanoparticulas de Referencia con el Farmaco Ocluido
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4.2.1.- Método general para la sintesis de Nanopart iculas de SiO , y TiO, de
referencia.

Para la sintesis de nanoparticulas de referencia en un matraz tres bocas fueron
colocados H,O (300 mL) y EtOH (150 mL), consecutivamente por medio de embudos
de adicion fueron afiadidos GABA (5mg) (4.8%, y 4.8mmol) y TEOS (17 mL), NH,PO3
(35mg) (33%, y 3.3mmol) y acido fosforico (10 mL), (NH4).SO,4 (26 mqg) (37.27%, y
3.727mmol) y H,SO,4 (9 mL) anteriormente disueltos en agua (2 mL) cada uno, la
reaccion se mantuvo en agitacion constante durante 24 horas, posteriormente el
producto fue sometido a filtracién por medio de una bomba de vacio, eso con el fin de

remover el disolvente (Esquemas 8 y 9 ).
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H0

S LOH .

Esquema 8. Sintesis de nanoparticulas de SiO, referencia

IR (KBr):

(Si-1088), 3393 (O-H), 787, 2354 cm™

11OH

H.O

Esquema 9. Sintesis de nanoparticulas de TiO, de referencia

IR (KBr):

(Ti-1535), 2909 (O-H), cm™

Sélido color blanco
Rendimiento: 80%
Formula Molecular: SiO,
Peso Molecular(g/mol):
60.08

Sélido color blanco
Rendimiento: 87%
Formula Molecular: TiO,
Peso Molecular(g/mol):
79.88
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4.2.2.- Método general para la sintesis de Nanopart iculas de SiO , y TiO, con
haloperidol ocluido.

Para la sintesis de oclusion del farmaco haloperidol en un matraz bola de 250mL
fueron colocados H,O (90 ml), EtOH (33 ml) y el farmaco haloperidol (45mg)
(0.1197mmol) en agitacion constante. Por medio de una bomba de adicion fueron
afiadidos GABA (10 mg) (0.097mmol) el cual fue previamente disuelto en 2ml de agua
y TEOS (3.7 ml). Una vez terminada la adicion la reaccién se contindo en agitacion
constante hasta evaporar los solventes y formar el material sol-gel (Esquemas 10 y
11). Todas las etapas de sintesis mencionadas se siguieron por cromatografia de
capa fina (CCF); una vez purificados los compuestos se caracterizaron por la técnica

de espectroscopia de infrarrojo.
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A H.0 c Peso Molecular(g/mol):
F 435.08

Esquema 10. Sintesis de la oclusion del farmaco haloperidol a las nanoparticulas de
SiO..

IR(KBT): 1079 (Si-0), 3393 (O-H), 787, 2354 cm™

- P

n S

Sélido color blanco
Rendimiento: 90%
Peso Molecular(g/mol):
435.08

Esquema 11. Sintesis de nanoparticulas de titanio con haloperidol ocluido

IR (KBr): 1535 (Ti-0), 2354 (O-H), 1110 cm™
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4.3.- MARCAJE FLUORESCENTE.

4.3.1.- Proceso general del marcaje fluorescente de las nan  oparticulas de oxido
de silice y t itania de referencia por la técnica de ultrasonido.

Para el marcaje con la sonda fluorescente fueron preparadas tres muestras de SiO,y
TiO, 50mg (73%, y 0.626mmol TiOy) (1.78mmol SiO,) de a diferentes concentracion
de cloruro de dansilo 10%, 20% y 30%, diluidas en 20ml de DCM, se dejaron por el
tiempo de 1 hora en un bafio ultrasdnico, posteriormente el material fue secado por
medio de vacio para retirarle el exceso de solvente (Esquemas 12 y 13). Todas las
etapas del proceso fluorescente se siguieron por cromatografia de capa fina (CCF) y

caracterizadas por espectroscopia de fluorescencia.

/

—X_~OH
= O
£ ¥
£ = X OH
£ 8]
s _Xf,__,.-o - Y
= be Fluoraforo

Esquema 12. Marcaje de nanoparticulas de SiO, por el fluoroforo cloruro de dansilo.

—X~OH
a O
= /
\2 o3 x‘ OH
0O (m] H
i —
g — X, O~ - A
o o Fluoréforo
-2 4 f
—X7OH e~

Esquema 13. Marcaje de nanoparticulas de TiO, por el fluoréforo cloruro de dansilo
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4.3.2.- Proceso general del marcaje fluorescente de  las nanoparticulas de oxido

de silice y Titania de referencia por la técnica de Microondas.

Fueron preparadas cuatro muestras de 10mg (0.16mmol) SiO, y TiO, (0.2089mmol)
con 2mg (0.007mmol) de cloruro de dansilo en 5ml de tolueno, las cuales fueron
puestas en microondas a las temperaturas de 50° C, 90°C y 150° con un tiempo de 6
minutos cada una, posteriormente la mezcla de reaccion fue extraida con DCM para
remover el exceso de reactivo. Al solido le fue removido el exceso de solvente a

presion reducida, obteniéndose un solido fluorescente (Esquemas 14 y 15).

H,C CH
3 \N/ 3
Q
Cl—S=0
/O\ DCM
—_—
si si +
CH{N CH %’m
O—-S Si
\O/

S

Esquema 14. Marcaje de nanoparticulas de oxido de silice por el fluoroforo cloruro de
dansilo por medio de la técnica microondas. Pf: , IR(KBr): u = 1079 (Si-O), 1630
(C=0), 3393 (O-H), 787, 2354 cm™

Ti Ti

A

O0—-S

' “ PN e e

Esquema 15. Marcaje de nanoparticulas de oxido de titanio por el fluoroforo cloruro
de dansilo por medio de la técnica microondas. . Pf: , IR(KBr): u = (Ti-1535), 1630
(C=0), 2909 (O-H), cm™
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4.3.3.- Proceso general del marcaje fluorescente de las nan  oparticulas de oxido

de silice y Titania de referencia por la técn ica de Microondas con el farmaco

ocluido.

Se preparo una muestra 1g (mmol) de TiO, con haloperidol, se le agregaron 20mg

(.0075mmol) de cloruro de dansilo, posteriormente fueron diluidas en 20ml de

diclorometano,

puestas en bafo ultrasonico por el tiempo de una hora, filtradas y

secadas por medio de vacio para retirarle todo el contenido de diclorometano y poder

ser evaluadas en fluorescencia, obteniéndose un solido fluorescente, (Esquemas 16

y 17).

Nanoparticulas
Si0,

|

Esquema 16.

Nanoparticulas
Ti0,

|

Esquema 17.

—X-OH

0

/

XZOH )

P N .c© @] 0

P on \/&Q@Q\ \\S// w Al

N > -~ ™~ " Fluoréforo
v > e

=

Marcaje de nanoparticulas de oxido de Silice con haloperidol ocluido
por medio de la técnica microondas.

—X~OH

@]

/

X-OH p
_X\O O‘\\ <° @] 0

/o s ecoe \\S// w A
N — + O

X & - " Fluoréforo
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Marcaje de nanoparticulas de oxido de titanio con haloperidol ocluido
por medio de la técnica microondas.
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4.3.4.- Proceso general del marcaje fluorescente de | farmaco Haloperidol.

Para el proceso de la oclusion de la sonda fluorescente al farmaco fueron colocados
en un matraz de fondo plano de 250 mL el farmaco haloperidol (150mg, 0.056mmol),
posteriormente se le adicionaron 3 gotas de TEA y 5mL de DCM anhidro, la mezcla
de reaccion se coloco con agitacién constante por 20 minutos en atmosfera inerte.
Posteriormente se agrego una solucion de cloruro de dansilo (90mg, .0024mmol) en
5 mL de DCM anhidro. La reaccién se mantuvo en agitacion constante por 24 horas.
La mezcla de reaccion fue extraida con DCM para remover el exceso de reactivo. Al
sélido le fue removido el exceso de solvente a presion reducida, obteniéndose un
sélido blanco (Esquema 18).. Pf:, IR(KBr):  cm-1. H RMN (CDCI3); ppm. *C RMN

(200MHz, CDCp):

ci—8=0
N
CHy" “CH
8 8 TEA
F
O
O O
\S/
o
N
HeC” CHs

Cl

Esquema 18. Marcaje del farmaco haloperidol por el fluoroforo cloruro de dansilo
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4.4.- PROCESO GENERAL PARA LOS ESTUDIOS DE LIBERACION.

4.4.1.- Proceso general de la Liberacion en fluorescencia d e las nanoparticulas

(referencia y farmaco ocluido)

Para llevar a cabo la liberacion fue necesaria la formacién de pastillas con las
nanoparticulas de referencia marcadas (SiO, y TiO,) marcadas con la sonda
fluorescente cloruro de dansilo, la cual consistié en pesar 50mg de las nanoparticulas,
posteriormente en una prensa se les dio la forma de pastilla.

Las pastillas fueron puestas en un papel filtro, el cual fue sellado para no permitir el
paso del liquido. La pastilla en el filtro fue colocada a un matraz erlenmeyer de 100ml
con agua destilada y monitoreada durante una semana con tiempos de una hora en

un Espectrofotometro RF-5301 PC.

=TT
S

Imagen 8. Espectrofotémetro
RF-5301PC
SPECTROFLUOROPHOTOME
TER, SHIMADZU.

Esquema 19. Proceso de liberacion de las nanoparticulas en fluorescencia
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4.4.2.- Proceso general para la curva de calibracion para la libera cion del

farmaco.

Para la curva de calibracion fueron disueltos 10mg del farmaco haloperidol en un litro
de agua, se le adicionaron tres gotas de EtOH para disolver completamente el
farmaco y asi obtener una solucion madre. Se realizaron una serie de 5 disoluciones
con su respectiva cantidad solvente en un volumen de 100ml. Las lecturas de las

distintas concentraciones corrieron en un espectrofotometro UV VISIBLE 50 SCAN,

4.4.3.- Proceso Liberacion en monitoreado por espectroscopia u ltravioleta del

farmaco haloperidol

Para llevar a cabo la liberacion fue necesaria la formacion de una pastilla del farmaco
marcado con la sonda fluorescente cloruro de dansilo, la cual consistié en pesar 50mg
del farmaco marcardo, posteriormente en una prensa se les dio la forma de pastilla.

La pastilla fue disuelta totalmente en 100mL de H,O y monitoreada por una semana

en intermedio de dos horas.

Farmaco
marcado

Concentracién en pasma

Liberaciéon UV-Vis

Esquema 20. Proceso de liberacion del farmaco haloperidol en espectroscopia

UV-Vis.
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Capitulo V

Resultados y Discusion
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- Generalidades

En este trabajo se presentan los resultados de la sintesis de nanoparticulas de SiO,
y TiO, (Esquemas 7- 12). Se presenta también el material marcado por la sonda
fluorescente (Esquemas 12 y 13) y medida en espectroscopia de fluorescencia por
un Espectrofotometro RF-5301 PC, ubicado en el area de investigacion del Instituto

Tecnologico de Tijuana.
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5.2.- Interaccion del farmaco haloperidol con grupo s OH

Con el objetivo de hacer un estudio mas completo entre el mecanismo de interaccion
de los grupos funcionales OH de la matriz SiO, y el farmaco haloperidol se decidio

realizar el siguiente experimento:

F F
o OH
EtOH
—
n,
N ) 2
0, o
S%\—' S ; - - H/ W
H
cl a cl cl
A B

Esquema 21 . a) Estructura del Haloperidol b) Posibles Estructuras de los complejos
formados por el Haloperidol y el EtOH

Las posibles estructuras de la matriz y los grupos funcionales se llevaron a cabo
colocando en un tubo de RMN 20mg de Haloperidol disueltos en 1 mL de cloroformo
deuterado, se obtuvo el espectro de RMN del material puro y después se adicionaron

40 microlitros de EtOH y obtuvo el espectro de **C RMN.

Célculos tedricos. Con los estudios de RMN se efectian calculos para establecer el
de menor energia y su interacciéon con SiO, y TiO,, para saber cuél es el mas

favorable entre los dos.
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Al adicionar las bases con las que se realizaron los calculos y el programa que se
utilizo para realizar la optimizacién de energia de las estructuras.

En la imagen 10 se observan las dos estructuras de minima energia del farmaco, la
estructura de menor energia fue utilizada para calcular la las interacciones con la

silice y la titania en su forma amorfa.

E=-991035.26 Kcal/mol e

Imagen 10. Forma amorfa del Farmaco Haloperidol.

En la imagen 11 se muestran los resultados de las interacciones del farmaco puro
con las moléculas de silice y la titania en unidades de Kj utilizando la conversién de
Kcal=4186kJ, estos calculos fueron realizados por la interaccion dipolo-dipolo
inducido a la distancia de contacto. Para ello considerararon ambas moléculas como
esferas con diametros rigidos de 3.08 A para la silice y la titania y 2.76 A para el
agua. Si la polarizabilidad del agua es de un volumen de y los
potenciales de ionizacion del agua y el farmaco son respectivamente 12.6 y

15.8 eV. Sus interacciones fueron las siguientes:
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E=144.8457 kJ/mol

Imagen 11.- a) Estructura de energia del farmaco con las posibles interacciones b)

interaccién con la titania c) interaccién con silice

En los espectros de SiO; y TiO,, no se observa la aparicion de las sefiales por lo que
es necesario rehacer la sintesis de los materiales y hacer los espectros de IR.

En el espectro de *C (figura 1) del haloperidol puro contra el espectro del
haloperidol interactuando con el EtOH, se pueden observar 3 cambios muy marcados
en los desplazamientos de los carbonos los cuales indican la interaccion de los
grupos OH del metanol sobre el carbonilo efectuando un equilibrio tedrico con la
estructura inicial, la segunda interaccién se efectta entre el grupo OH del MeOH y el
grupo amino de la piperidina por medio de un puente de hidrogeno y finalmente la
ultima interaccion de tipo puente de hidrogeno, se efectia entre los grupos OH del

MeOH vy del Haloperidol.
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Figura 1.- Espectro IR de Nanoparticulas de SiO, y TiO,. 1) Interaccion de los grupos
OH del metanol sobre el carbonilo 2) interaccion del grupo OH del MeOH vy el grupo

amino de la piperidina por medio de un puente de hidrogeno 3) interaccion de los
grupos OH del MeOH y del Haloperidol.
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5.3.- Sintesis de nanoparticulas de referencia SiO,y TiO»

En este trabajo se presenta la sintesis realizada a las nanoparticulas de referencia
anteriormente mencionadas en los Esquemas 10y 11 . El método consiste en el uso
del solvente TEOS y H,O como material de partida, obteniéndose el sistema de
nanoparticulas de referencia SiO,y TiO, correspondientes. Posteriormente, se efectla
la reaccion de oclusion del farmaco haloperidol a las nanoparticulas de referencia

como obtener el material ocluido.

El material de referencia es, como se ha visto en los antecedentes de este trabajo, un
importante material de partida para la preparacion de los compuestos de liberacion.
Por ello, el primer objetivo que fue planteado en nuestro grupo de trabajo fue la

preparacion del material de referencia SiO,y TiO,,

Cl

TN

g Si L L J

Esquema 22 . Sintesis de nanoparticulas de referencia con farmaco ocluido.
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De esta forma, cuando se hicieron reaccionar las nanoparticulas con el farmaco
haloperidol para la sintesis de los compuestos ocluidos durante 24 horas, se
obtuvieron las correspondientes nanoparticulas de referencia con haloperidol ocluido

con un rendimiento del 92%.

5.4.- Marcaje Fluorescente

5.4.1.- Generalidades

Las figuras y tablas que a continuacion se presentan reflejan el resultado del marcaje
a las nanoparticulas de SiO, y TiO, referencia, a las nanoparticulas con el farmaco
ocluido, ademas del marcaje del farmaco puro. Los resultados que se mencionan
fueron obtenidos utilizando dos técnicas y concentraciones diferentes (Esquemas
11-17) para el marcaje, se mencionaran comparativos entre ellas y se ejemplificaran

en tablas (Tabla 4, Tabla5y Tabla 6 ).

5.4.2.- Nanoparticulas de SiO , de referencia.

En este tema se abordaran los resultados del marcaje a las nanoparticulas de SiO, de
referencia iniciando por las técnicas de bafio ultrasénico y microondas, las cuales a

continuacioén se mencionan.

5.4.2.1- Técnicas de bafio ultrasonico (adsorbido) y ~ microondas.

La figura 2 muestra un comparativo del marcaje a las nanoparticulas de SiO, de
referencia por las técnicas de microondas y la técnica de bafio ultrasénico
(adsorbido), en los porcentajes de 10%, 20% y 30% de cloruro de Dansilo. La técnica

de microondas presento las siguientes intensidades: (diez porciento 179u.a, veinte
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porciento 232.443u.a, y treinta porciento obtuvo la intensidad de 238u.a) con una

de emision de 550nm vy una en excitacion de 475nm en todas las
concentracion. Estos resultados de emision y excitacibn muestran que los porcentajes
de 20 y 30% presentan mayor saturacion en el marcaje sin dar grandes cambios entre
ellos, mientras la técnica de bafio ultrasénico mostro las intensidades de 68u.a, 71u.a
y 72u.a respectivamente, las cuales pueden confundirse con ruido. Por lo tanto
tomando en cuenta la diferencia entre sus intensidades se llega a la conclusion de
gue la técnica de microondas fue superior en resultados mostrando una intensidad
fluorescente en todas las concentraciones y manteniendo su longitud de onda en

absorcion y emision.

2342350 2H2Bua  233731u.a

300 - 233,731“.3

250 1 169,104u.a 169,104u.a

200 - —10%
—20%

150 - 30%

10% s/m
100 1 20% s/m
o 30% s/m
0 1 1 1 1 1 1 I 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Figura 2. Espectros de fluorescencia por las técnicas de: a) ultrasonido,
b)microondas.

49



La Tabla 3 se observa las diferentes intensidades en emision y excitacion del marcaje
a las nanoparticulas de SiO, de referencia, con lo que se confirma que la
concentracion de 0.20 por la técnica microondas proporciona resultados favorables de
intensidad fluorescente con una Amax de emisién de 550nm y Amax de excitacion de

475nm.

Tabla 3. Comparativo de fluorescencia a las nanoparticulas SiO, de referencia.

Fluorescencia de nanoparticulas de SiO >

Técnica Microondas Técnica Bafio ultrasonico
Concentracion | Intensidades | Concentracion | Intensidades
10 182 10 50
20 237 20 75
30 233 30 79

Debido a que en los porcentajes vistos en los resultados anteriores Tabla 3 eno
mostraron cambios en cuanto a concentraciones, se llevo a la conclusién de que las
nanoparticulas se encontraban saturadas a dicha concentracion, por lo tanto se tomo
la decisidn de llevar a cabo un nuevo analisis con nuevos porcentajes 5y 15% dando
margen a un cambio entre 5y 10 o 10 y 15% ambos marcajes fueron sometidas a

microondas a la temperatura de 400°C con una duracion de 6 minutos.

La Figura 3 muestra la intensidad fluorescente de las nuevas concentraciones,

exponiendo intensidades de de emision de 233.014u.a y 210.975u.a en las
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concentraciones de 0.05 y 0.15 respectivamente con una emision de 530nm vy

una de excitacion de 450nm. Con los datos anteriores se determina que a

concentraciones menores de 0.10 las intensidades no muestran cambios, siendo
hasta la concentracién 0.15 cuando se observa un ligero desplazamiento en la
de emision de 550nm y una excitacion de 475nm, con lo que ser reafirma que la

concentracion mas eficiente de intensidad y es la de 0.20, siendo a esa

concentracion cuando los resultados vuelven a estabilizarse.

211,21ua  211,21u.a

250 -
169,104u.a 169,104u.a

200 -

150 -
5%
100 + o
=—15%

50 -
0 T T T T T f ! I

0 100 200 300 400 500 600 700 800

A

Figura 3. Espectro de florescencia de nanoparticulas de oxido de silice marcadas al 5
y 15% de cloruro de Dansilo.

En la Figura 4 presenta los resultados obtenidos del marcaje a las nanoparticulas de

SiO, por medio de la técnica microondas tomando como minimo en el porcentaje 5%

51



y maximo de 30%. Este espectro de emisidbn y excitacion confirma que las

concentracion de 20% es la mas satisfactoria ya que muestra un aumento

considerable en la intensidad de fluorescencia la cual se estabiliza, con una de
emisién de 550nm y una excitacion de 475nm.
234,004u.a

300 -
211,21 u.a 234,032u.a
250 -
200 - 169,104u.a 169,104u.a 0
5%
—10%
150 -
—15%
100 - o0
30%
50 -
O T T T T I . | |

Figura 4. Espectro de fluorescencia del comparativo del total de los porcentajes de
las nanoparticulas de oxido de silice marcadas con cloruro de Dansilo.

En la Tabla 4 se resumen las sefales de intensidad de onda de emisién entre las

diferentes concentraciones del marcaje de nanoparticulas con cloruro de Dansilo.
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Tabla 4. Resultados de fluorescencia de la totalidad de diferentes concentraciones del
marcaje a las nanoparticulas de SiOs.

Fluorescencia de nanoparticulas SiO
Concentracion Intensidad (u.a = cm)
5 178
10 182
15 211
20 237
30 233
5.4.2.2- Técnicas de Bafio ultrasonico (adsorbido), Microondas y Oclusion.

La Figura 5 refleja el resultado en el comparativo de las diferentes técnicas de
marcaje a las nanoparticulas de SiO, de referencia (técnicas de bafo ultrasonico,
microondas Yy silice ocluido por microondas), se puede observar que la técnica de
ultrasonido no se obtiene intensidad fluorescente, la técnica de silice ocluido muestra
una intensidad de 210u.a contra la técnica de microondas la cual mostro una

intensidad de 234.004u.a llevandose a cabo a la concentracion de 0.20, las tres

técnicas mostraron una Amax de emisién de 550nm y una Amax de excitacion de

475nm.
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234,004 u.a
234,004 u.a

250 1 210,559 u.a

210,624 u.a

200 -+

150 - Si02 Ocluido por Microondas

—— 20% SIN MICROONDAS

100 +
SILICE MICROONDAS

0 100 200 300 400 500 600 700

Figura 5. a) Marcaje fluorescente de nanoparticulas de SiO, por la técnica de
ultrasonido, b) técnica de microondas, c) técnica de oclusion en microondas

5.4.2.- Nanoparticulas de TiO »

A continuacion se presentan los resultados obtenidos del marcaje a las nanoparticulas
de TiO, por las técnicas de bafio ultrasénico (adsorbido) y microondas, asi como las

diferentes concentraciones utilizadas para cada una de las técnicas.

5.4.1.1- Técnicas de bafio ultrasénico (adsorbido) y m  icroondas.

La Figura 6 muestra un comparativo del marcaje a las nanoparticulas de TiO, de

referencia por las técnicas de microondas y la técnica de bafio ultrasonico, en los

porcentajes de 10%, 20% y 30% de cloruro de Dansilo, la cual presento las siguientes
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intensidades: (diez porciento 788 u.a, veinte porciento 877 u.a, y treinta porciento
obtuvo la intensidad de 878 u.a) con una de emision de vy una en
excitacion de 475nm en todas las concentracion. Estos resultados de emisién 550nm
y excitacion muestran que los porcentajes de 20 y 30% presentan mayor saturacion
en el marcaje sin dar grandes cambios entre ellos, mientras la técnica de bafio
ultrasénico mostro las intensidades de 385u.a, 385u.a y 472u.a respectivamente, con
una de emision de 500 nm y una de excitaciéon de 350 nm también en
todas las concentraciones, estos resultados nos indican que la técnica de microondas
proporciona resultados satisfactorios en las concentraciones de 20 y 30% al
permanecer constantes en tanto de emisiébn como de excitacién asi como en su

intensidad fluorescente.

888,156u.a
1000 - 877,076u.a
900 -
788,624u.a
800 -
700 -
600 - 10%
0,
500 - 472,498u. 20%
—30%
400 - 385,2u.a 10%
300 - ——20%
200 -
100 -
0 T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Figura 6. Marcaje fluorescente de nanoparticulas de TiO, de referencia por las
técnicas de: a) ultrasonido, b) microondas.
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En la Tabla 5 se resumen las seflales mas importantes de las intensidades de
emision de la espectroscopia de fluorescencia para las nanoparticulas de TiO, por las
técnicas de microondas y bafio ultrasénico.

Observandose que el porcentaje de 20 mantuvo valores de longitud de onda tanto en
la técnica de microondas como en la de ultrasonido de una mayor intensidad

fluorescente entre las nanoparticulas.

Tabla 5. Resultados del comparativo entre las técnicas de microondas y la técnica de

ultrasonido.
Fluorescencia de las nanoparticulas de TiO
Técnica Microondas Técnica Bafo Ultrasonico
Concentracion Intensidad (u.a=cm) | Concentracion Intensidad (u.a=cm)
10 788 10 473
20 888 20 389
30 879 30 385

La Figura 7 refleja los resultados de la variacion de intensidad fluorescente en nuevas
concentraciones de marcaje a las nanoparticulas de TiO, con la sonda fluorescente

Cloruro de Dansilo en los porcentajes de 5% y 15%.

Se pueden ver las intensidades de: 688.156.u.a, y 869.636u.a respectivamente en los

porcentajes, estos resultados representan la estabilidad en la intensidad en las
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concentraciones de 0.10 y 0.15, confirmando que el resultado satisfactorio es a la

concentracion de 20%..

879,059u.a

872,205 u.a

/

800 - 385,2u.a
385,2u.a

1000

900 -

700 -

600 -
= 5%
500 -
s 10%

400 - = 15%
300 -
200 -

100 A

0 100 200 300 400 500 600 700 800

A

Figura 7. Marcaje fluorescente de nanoparticulas de TiO, de referencia por la
microondas en los porcentajes 5,10 y 15% de cloruro de dansilo.

La Tabla 6 muestra las sefiales de las intensidades de longitud de onda de emision
en los porcentajes desde 5 hasta 30% de cloruro de Dansilo, observandose que a
partir del porcentaje de 15 se mantiene la intensidad en la longitud de onda, lo que
nos permite afirmar que el porcentaje de 20 es el mas optimo entre todo los

estudiados.
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Tabla 6. Resultados del comparativo de las intensidades fluorescentes.

FLUORESCENCIA DE NANOPARTICULAS DE TIO2
CONCENTRACIONES INTENSIDADES (U.A=CM)
5 688
10 788
15 877
20 888
30 879

La Figura 8 es una representacion grafica de la variacion en los resultados obtenidos
del marcaje a las nanoparticulas de TiO, de referencia desde la concentracion de 5%
hasta 30% por medio de la técnica microondas Se puede observar que de la

concentracion de 15% la intensidad fluorescente permanece constante de 887u.a con

una Amax de emision de 500nm y una Amax excitacion de 350nm. Estos resultados
confirman los resultados obtenidos en la Figura 8 reflejando como resultado
satisfactorio la intensidad en longitud de onda emisién y excitacién en el porcentaje de

20% a una temperatura de 150°C y una duracion de 6 minutos en microondas.
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Figura 8. Comparativo del marcaje a las nanoparticulas de TiO,.

En la Figura 9 se presenta el resultado el comportamiento de emision y excitacion de
fluorescencia de las nanoparticulas de TiO, con haloperidol ocluido al 20% de cloruro

de Dansilo por la técnica de microondas, como se puede ver el las longitudes onda

claras y altas 788u.a con una en emision de 490nm y una de excitacion
de 320nm, observandose una desplazamiento hacia la izquierda en el material
marcado con el farmaco ocluido respecto a la nanoparticulas de referencia, este
resultado refleja, la incorporacion del farmaco y el grupo dansilo a la nanoparticula,
por lo que se puede concluir que la sintesis y el marcaje fueron exitosos para ambos

procedimientos.
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Figura 9. Marcaje fluorescente de nanoparticulas de TiO, con haloperidol ocluido por
la técnica de microondas.

5.4.3.- Marcaje Farmaco Haloperidol

La Figura 10 refleja el resultado de la intensidad fluorescente en emision y

excitacion del farmaco haloperidol marcado con el fluoréforo cloruro de dansilo. La
longitud de onda maxima de emisién gue presenta es 575nm mientras que la

longitud maxima de excitacion y 375nm. . El reflejo de las intensidades de
emision y excitacion confirman la reaccion de marcaje hacia el farmaco, acoplando el

grupo dansilo al radical OH del farmaco haloperidol.
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Figura 10. Espectro de fluorescencia del farmaco haloperidol marcado

5.5.- ESTUDIOS DE LIBERACION DE HALOPERIDOL

5.5.1 — Liberacién evaluada por espectroscopia de fluorescencia.

Los resultados que a continuacion se mencionan expresan la informacion sobre los
resultados de las metodologias pertenecientes a los Esquemas 16 y 17
anteriormente mencionados pertenecientes al marcado de las nanoparticulas de

referencia para su liberacion en fluorescencia.

En la Figura 11 se ven expresados los resultados de la liberacién en fluorescencia de
las nanoparticulas de SiO, de referencia transcurridas dos semanas. El monitoreo a

diferentes tiempos de la liberacion nos muestra que el encapsulamiento de las
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nanoparticulas hizo que la intensidad de fluorescencia mostrara longitudes de onda

de emision y excitacion mostrando sefales 247.214u.a y 246.351u.a respectivamente
con una de emision 550nm vy de excitacion de 400nm, encontrando un
ligero desplazamiento en la intensidad de emision . Estos resultados nos
muestran que la liberacion no afecto en nada a la intensidad de fluorescencia, solo la

fue poco desplaza.
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200 -
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Figura 11. Espectro de liberacion de las nanoparticulas de SiO, de referencia.

La Figura 12 muestra el resultado de la liberacion en fluorescencia de las
nanoparticulas de oxido de titanio de referencia transcurridas dos semanas. El

monitoreo a diferentes tiempos de la liberacion nos muestra que el encapsulamiento
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de las nanoparticulas hizo que la fluorescencia se mostrara con mayor intensidad en
las longitudes de onda de emisién y excitacion obteniéndose los siguientes picos
875.032u.ay 875.032u.a respectivamente contra las longitudes de onda originales de
emisién y excitacion 875.032u.a y 875.032u.a, llegandose a la conclusién que la
liberaciébn no afecto para nada la fluorescencia o causo dafio alguno el paso del

tiempo.
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800 -
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300 -
200 -

100 -
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Figura 12. Espectro de liberacion de las nanoparticulas de TiO, de referencia.
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5.5.1.1.- Proceso general a las Nanoparticulas de Referencia  con el farmaco
ocluido.

La Figura 13 refleja el resultado de fluorescencia de la simulacion donde se estudio
la liberacién del farmaco a partir de las nanoparticulas de SiO, con el farmaco ocluido
transcurridas dos semanas.

El monitoreo a diferentes tiempos de la liberacion muestra que el encapsulamiento de

las nanoparticulas desplazo ligeramente la longitud de onda de emision y excitacion

de las nanoparticulas marcadas, mostrando ahora una longitudes de 590nm vy

una de 390nm. Se pudo observar también que la intensidad no mostro cambio
alguno tras transcurrir el tiempo de monitoreo. Este resultado nos permite concluir que
la liberacion no afecta directamente la fluorescencia presentada por la muestra, lo

cual nos dio la respuesta esperada del material.

179,016 w.a 179,016 u.a

200 190,016 u.a
180 -
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160 -
140 -
120 A
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Figura 13. Espectro de liberacion de las nanoparticulas de SiO, con haloperidol
ocluido.
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En la Figura 14 se ve reflejado el resultado de la liberacion en fluorescencia de las
nanoparticulas de TiO, con el farmaco ocluido transcurridas dos semanas. El
monitoreo a diferentes tiempos de la liberacién, muestra como resultado que no causo
dafio alguno a la intensidad de emisibn o excitacion en las nanoparticulas,

manteniéndose tanto la intensidad fluorescente como la longitud en de onda de

emision y excitacion 783.975.a y 783.934u.a 788nm y una 788nm
respectivamente.
900 - 783,975u.a  788,624u.a  788,348u.a
783,934u.a
800 -
700 -
600 1 = TiO-Haloperidol

500 -

~———TIO-HALOPERIDOL
400 - LIBERADO

300 -

200 A

100 -

0 100 200 300 400 500 600 700

Figura 14. Espectro de liberaciéon de las nanoparticulas de TiO, con haloperidol
ocluido

65



5.5.2 — Liberacion del farmaco evaluado por espectr  oscopia de ultra violeta

A continuacién se mencionan los resultados que se obtuvieron al realizar la liberacion
del farmaco haloperidol. Estos resultados fueron monitoreados durante una semana

por cada hora y fueron medidos por espectros de UV VISIBLE 50 SCAN.

5.5.2.1.- Curva de Calibraciéon

La finalidad de investigar la influencia de la fuerza idnica en la emision y excitacion de
fluorescencia en el solido marcado (farmaco), se llevo a cabo una solucion madre de

1Lt a diferentes concentraciones como se muestra la Tabla 7.

Tabla 7.- Concentracion de la solucion madre para el farmaco haloperidol

Tubo Concentracion mL de H,0 mL de Solucién (x)
1 0.0001 0.11170475 1mg/mi
2 0.0003 0.14628229 0.80mg/ml
3 0.0005 0.21009719 0.60mg/ml
4 0.0007 0.23194067 0.40mg/ml
5 0.0009 0.35156385 0.20mg/ml

66



Los resultados de la Figura 15 expresan las diferentes concentraciones a las que
fue sometida la solucién madre del farmaco haloperidol, con una serie de disoluciones

con su respectiva cantidad de mordente se obtiene un coeficiente de correlacion de

/ Curva de Calibracion \

0,3 -
2=
0,25 - R°=0

02 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘ |

\ 0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,00y
Concentracion

Figura 15. Curva de calibracién solubilidad del farmaco haloperidol

.99.

Absorvancia

Las pruebas realizadas al farmaco con detector de fluorescencia mostraron la
respuesta esperada, la Figura 16 revela el estudio de la liberacion del farmaco
marcado por la sonda fluorescente cloruro de dansilo respecto al tiempo de monitoreo
de una semana por periodos de dos horas entre ellos en un UV VISIBLE 50 SCAN.
Como se puede observar, la respuesta del sistema es proporcional a las intensidades
medidas en espectroscopia de fluorescencia, mostrando alta intensidad en la
medicion.

Como se puede ver la respuesta del sistema es proporcional a las concentraciones
investigadas y arrojadas por la curva de calibracion, mostrando un factor de

correlacion de 0.8839, a concentraciones mas altas el sistema muestra una
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descompostura total y en concentraciones menores que un 1nm la respuesta se

pierde y no se distingue la linea base.

CURVA DE LIBERACION

@ Concentracion (mg)

LIBERACION

0 T T T T T 1
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012

TIEMPO

Figura 16. Curva de liberacion del farmaco haloperidol marcado.

De acuerdo a los objetivos planteados en este proyecto, se ha demostrado que tanto
las nanoparticulas como el farmaco presentan sefiales aceptables y sin variacion en
sus intensidades de fluorescencia, lo que significa que tanto el farmaco como las
nanoparticulas presentan reaccion con el grupo dansilo de la sonda fluorescente

utilizada.
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Capitulo VI

Conclusiones
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VI. — CONCLUSIONES

* De acuerdo a los objetivos planteados se llevaron a cabo 4 diferentes
sintesis de nanoparticulas, la formacion de TiO, y SiO, de referencia, la
oclusion de el farmaco haloperidol a las nanoparticulas de referencia las
cuales fueron caracterizadas y marcadas con la sonda fluorescente
cloruro de dansilo, para ser medidas en espectroscopia de
fluorescencia.

» Se practicaron tres diferentes técnicas de marcaje para las
nanoparticulas de SiO, teniendo como resultado satisfactorio, la técnica
de microondas y dos técnicas diferentes para las nanoparticulas de TiO,.

 Se llevo a cabo la técnica de microondas a distintas temperaturas y
tiempos dando como resultado satisfactorio la temperatura de 400°C con
una duracion de 6 minutos, para cada concentracién de nanoparticulas.

* Se realizo el marcado del farmaco haloperidol con por el fluoréforo
cloruro de dansilo, dicho material fue caracterizado por espectroscopia
de IR, RMN y fluorescencia.

* Por ultimo se llevo a cabo la liberacién de las nanoparticulas marcadas
por la técnica de fluorescencia y la liberacién del farmaco por la técnica
UV-Vis.

* Se llego a la conclusion que las nanoparticulas de TiO, por ambas
técnicas de marcaje presentaron fluorescencia, mientras que las
nanoparticulas solo presentaron fluorescencia por la técnica de

microondas.
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Todas liberaciones se hicieron en agua simulando el organismo,
mostrando las nanoparticulas de SiO, referencia una longitud de onda
en emisién de 550nm y una en excitacién de 475nm mostrando solo un
ligero desplazamiento en la oclusién del farmaco pero no afectando la
intensidad de fluorescencia.

Las nanoparticulas de TiO2 de referencia asi como las de farmaco
ocluido no presentaron ningin cambio.

La liberacion de las nanoparticulas se llevaron a cabo con éxito
presentando después de ser liberadas la misma intensidad fluorescente

y la misma longitud de onda.

El farmaco liberado presento un coeficiente de correlacion de 0.8839 lo
cual indica su linealidad al ser liberado. Dichos resultados nos llevan a
la conclusion general de que los objetivos planteados a principios del

proyecto fueron llevados a cabo satisfactoriamente.
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ESPECTRO IR DEL FARMACO HALOPERIDOL PURO
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Figura 17. Espectro de IR de Haloperidol Puro.
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ESPECTRO IR NANOPARTICULAS OXIDO DE SILICE DE REFERNCIA
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Figura 18. Espectro de IR de nanoparticulas de SiO, de referencia.

IR (KBr): u = (Si-1088), 3393 (O-H), 787, 2354 cm’
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Nanoparticulas SiO, ref/ SiO, — haloperidol
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Figura 19. Espectro de IR de nanoparticulas de SiO, de referencia con haloperidol ocluido

IR(KBr): u = 1079 (Si-O), 3393 (O-H), 787, 2354 cm’™
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ESPECTRO IR NANOPARTICULAS OXIDO TITANIA DE REFERNCIA
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Figura 20. Espectro de IR de nanoparticulas de TiO, de referencia.
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