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RESUMEN

En los Gltimos afios, se han realizado una serie de avances significativos en el desarrollo de
nuevas tecnologias para optimizar la administracion de medicamentos. Para maximizar la
eficacia y seguridad de los medicamentos, los sistemas de administracion de farmacos deben
ser capaces de regular la velocidad de liberacién y/o dirigir el medicamento a un sitio especifico.

Algunas de las sustancias que pueden desenvolver este objetivo son los liposomas, los
niosomas, las enzimas o los polimeros de impresién molecular. Estos ultimos son los usados en
este trabajo, su capacidad de reconocimiento especifica y liberacion controlada los hace
apropiados.

En este trabajo se sintetizan y caracterizan nanoparticulas de silice con impresién molecular
superficial empleando nafcilina como molécula molde y diversos precursores silanos
organicamente modificados, para estudiar las propiedades de liberacion del antibidtico en
presencia de medios biologicos artificiales como son el medio gastrico y el intestinal.
Paralelamente, se sintetizan y caracterizan nanomateriales idénticos, pero en ausencia de
nafcilina para utilizarlos como control.

Para poder controlar la cantidad de farmaco retenido durante el proceso y liberado en los
distintos medios, se ponen a punto diferentes metodologias basadas en fluorescencia molecular,
fosforescencia molecular a temperatura ambiente y absorcion visible-ultravioleta.



. Introduccidn

1. Farmacos: los antibioticos

Un farmaco, o principio activo, se define como una sustancia pura, quimicamente definida,
extraida de fuentes naturales o sintetizada en el laboratorio, dotada de una accién bioldgica, que
puede o0 no ser aprovechada por sus efectos terapéuticos [1].

La asociacion de los farmacos con todos aquellos componentes necesarios para proporcionar
una forma de dosificacién adecuada da lugar al medicamento. Cuando un farmaco tiene una
actividad biolégica util desde el punto de vista terapéutico, se desarrolla hasta dar lugar a un
medicamento, lo que supone que se presenta como una “forma farmacéutica” (inyectables,
comprimidos, etc.), constituida por uno o varios principios activos y, generalmente, por uno o
varios excipientes [1].

Los farmacos se pueden clasificar atendiendo a diferentes caracteristicas:

- Enfuncidn de si son estructuralmente inespecificos o especificos. Es decir, si su funcién
esta relacionada directamente con su estructura o no.

- De acuerdo con la accion terapeutica de los farmacos sobre los érganos o si causan
efectos idénticos. Esta clasificacion se estructura, a su vez, sobre subdivisiones basadas
en similitudes estructurales de sus componentes. Por ejemplo, dentro de los antibioticos
se han establecido grupos estructuralmente relacionados, como los B-lactdmicos.

- Distinguiendo entre agentes quimioterapicos y farmacodinamicos. Los primeros acttian
frente a microorganismos Yy parasitos, alterando su ciclo vital por interaccion con sus
procesos bioguimicos. Los segundos, modulan las funciones fisioldgicas [2].

En este trabajo, el farmaco a estudiar es un antibidtico, sustancia quimica producida por un
microorganismo, que desarrolla una actividad antimicrobiana. Un agente antimicrobiano debe
cumplir, por lo menos: poseer actividad antimicrobiana, desarrollarla a bajas concentraciones
y ser tolerado por el huésped. Su origen puede ser:

- Natural o biolégico. Si se obtiene de cultivos de microorganismos que pueden ser
hongos o bacterias.

- Semisintético. Si se obtiene a partir de un nicleo basico de un agente obtenido de forma
natural, modificando algunas de sus caracteristicas quimicas para conseguir una mejoria
en alguna propiedad de interés.

Los antibio6ticos, que desempefian una actividad antiinfecciosa, realizan una accion etioldgica
que busca la eliminacién de un organismo infectante sin que, en la medida de lo posible, se
lesionen las células infectadas. Asi, los antibidticos estan definidos por su espectro
antimicrobiano, es decir, el conjunto de agentes patdégenos que son afectados por las
concentraciones del antibi6tico que se pueden alcanzar sin causar toxicidad.



Los agentes antimicrobianos se comportan de diversas maneras [3]:

- Como bactericidas: Producen la muerte de los microorganismos responsables del
proceso infeccioso.

- Como bacteriostéticos: Inhiben el crecimiento bacteriano, aunque el microorganismo
permanece viable, de forma que, cuando se suspende el tratamiento, puede volver a
recuperarse y multiplicarse.

Que un agente sea bactericida o bacteriostatico depende de su mecanismo de accion y, por lo
tanto, de su estructura, pero contribuyen también otros factores, tanto del germen como del
antibidtico: concentracion alcanzada en el sitio de infeccion, tipo de germen, tamafio del
indculo, tiempo de accion y fase de crecimiento de la bacteria.

Actualmente, existen tres categorias de antimicrobianos atendiendo a la relacion entre actividad
antibacteriana y concentracion alcanzada por el antibidtico en el lugar de la infeccion:

- Los que producen una accidn bactericida poco relacionada con la concentracion.
- Los que poseen actividad bactericida concentracion-dependiente.
- Los que se comportan como bacteriostaticos.

1.1. Antibioticos pB-lactamicos
1.1.1. Marco historico

En 1928, el cientifico Alexander Fleming, que trabajaba en el Hospital St Mary’s de Londres,
observé que una placa de cultivo en la que se cultivaban estafilococos, se habia contaminado
con un hongo del género Penicillium y que el crecimiento bacteriano se habia inhibido en las
proximidades el hongo. Aislé el hongo en un cultivo puro y demostré que producia una
sustancia bacteriana, que denomind penicilina. Posteriormente, en 1949, Florey, Chain y
colaboradores en Oxford, extrajeron esta sustancia y analizaron sus efectos antibacterianos.
Demostraron que tenia propiedades quimioterapicas potentes en ratones infectados y que no era
toxica, con lo que se iniciaba “la era de los antibidticos”.

1.1.2. Clasificacion y caracteristicas

Los antibidticos B-lactdmicos presentan como caracteristica comun la presencia de un anillo -
lactdmico asociado a otro tiazolidinico de cinco componentes, lo que da origen al nucleo
responsable de su actividad bioldgica, el acido 6-aminopenicilanico. Dentro de esta familia de
antibidticos se agrupan las penicilinas, Figura 1 (a), y las cefalosporinas, Figura 1 (b):
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Figura 1: Estructura general de los antibi6ticos s-lactamicos: (a) penicilinas y (b) cefalosporinas.

Otros B-lactamicos, obtenidos mas recientemente, son los monobactamicos y carbapenemes, de
uso menos frecuente y con estructuras diferentes. Las monobactamas son antibioticos que
solamente poseen el grupo B-lactamico y son activos frente a bacterias gram negativas [4]
mientras que los carbapenemes son antibioticos B-lactamicos dotados de mayor espectro de
actividad y resistencia a las B-lactamasas [5].

Aunque las penicilinas son muy eficaces y se usan de forma generalizada, pueden ser destruidas
por las amidasas y B-lactamasas bacterianas. Esto constituye la base de uno de los principales
tipos de resistencia a los antibioticos.

1.1.3. Mecanismo de accién

Todos los antibioticos B-lactamicos interfieren en la sintesis del peptidoglucano, que es un
polimero esencial de la pared celular bacteriana. Después de unirse a las proteinas de unién a
la penicilina de la bacteria, inhiben la enzima de transpeptidacién que establece puentes
cruzados entre las cadenas peptidicas que estan unidas al esqueleto de peptidoglucano.

Asi, se produce la inactivacion de un inhibidor de las enzimas autoliticas de la pared celular, lo
que da lugar a la lisis de la bacteria.

1.1.4. Aspectos farmacocinéticos

La absorcién oral de las penicilinas puede variar dependiendo de su estabilidad en el medio
acido y de su adsorcion a los alimentos en el intestino. También pueden administrarse por
inyeccidn intravenosa e intramuscular.

Las penicilinas se distribuyen de manera generalizada en los liquidos corporales y pasan a las
articulaciones, las cavidades pleural y pericardica, la bilis, la saliva y la leche, y atraviesan la
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placenta. Al ser insolubles en lipidos, no entran en las células de mamiferos y solo atraviesan
la barrera hematoencefalica si las meninges estan inflamadas.

La eliminacion de la mayoria de las penicilinas es principalmente renal y tiene lugar
rapidamente, el 90% mediante secrecion tubular.

1.1.5. Efectos adversos

Las penicilinas estan relativamente exentas de efectos toxicos directos. Los principales efectos
adversos son las reacciones de hipersensibilidad, causados por productos de degradacion de la
penicilina, que se combinan con las proteinas del huésped y se hacen antigénicos.

También se puede dar la erupcidn cuténea, fiebre, y alteracion de la flora bacteriana intestinal,
sobre todo en las penicilinas de amplio espectro aplicadas por via oral [6].

1.2. Nafcilina

La nafcilina, Figura 2, es una penicilina semisintética resistente a la penicilinasa, ya que posee
una cadena lateral de acilo voluminosa que inhibe estéricamente la accion de la enzima al
prevenir la apertura del anillo B-lactamico. Se administra por via intramuscular o intravenosa
para el tratamiento de bacterias Gram Positivas, especialmente estafilococos, que suelen ser
resistentes a otras penicilinas [7].

Figura 2. Estructura quimica de la nafcilina.

La nafcilina es resistente a la inactivacion por la mayoria de las penicilinasas estafilocdcicas y
es activa contra muchas cepas productoras de penicilinasa de Staphylococcus aureus vy



Staphylococcus epidermidis que son resistentes a otras penicilinas. También, una variedad de
estreptococos se inhibe por la nafcilina, como los Streptococcus pneumoniae. En cambio, los
enterococcus son, generalmente, resistentes a la nafcilina. Ademas, se ha descrito sinergia con
la ampicilina contra cepas Haemophilus influenzae B-lactamasa-negativas resistentes a la
ampicilina [8].

La nafcilina es la primera opcién en el tratamiento de la endocarditis causada por estafilococos
en pacientes que no tengan vélvulas cardiacas artificiales [9]. También se emplea en el
tratamiento de la mastitis [10], de la osteomielitis [11], en infecciones de la piel y en meningitis
[12].

Se absorbe poco e irregularmente por via oral [13], siendo la absorcion menor con la ingesta de
comida. Los niveles de concentracién tras una inyeccion intramuscular son bajos, por lo tanto,
la via de administracion més practica es la via intravenosa.

El antibidtico se excreta principalmente por el higado, y en menor medida, por los rifiones. Los
niveles séricos son elevados y la vida media es prolongada por el probenecid. La dosis habitual
de la nafcilina es de 6 a 12 g/dia en un adulto, dependiendo de la gravedad de la infeccion, y de
100 a 200 mg/kg/dia para los nifios.

La mayoria de los antibidticos B-lactdmicos no exhiben propiedades fosforescentes, sin
embargo, la nafcilina debido a la presencia de un grupo naftalénico en su estructura quimica,
posee un elevado rendimiento cuantico de fosforescencia a temperatura ambiente (FTA), lo que
ha sido demostrado por la posibilidad de determinar FTA en un medio organizado, tal como
micelas, o incluso en disolucion en ausencia de medios organizados, pero de elevada viscosidad
[14] [15][16].

2. Sistemas dispensadores de medicamentos

Los sistemas dispensadores de medicamentos (drug delivery systems, DDS), se definen como
formulaciones o dispositivos que permiten la introduccion de una sustancia terapéutica en el
cuerpo y mejora su eficacia y seguridad al controlar la velocidad, el tiempo y el lugar de
liberacién del farmaco [17]. Este proceso incluye la administracion del producto terapéutico, la
liberacion de los principios activos y su consiguiente transporte a través de las membranas
biologicas al sitio de accion. A cada medicamento le corresponderia un sistema Unico capaz de
entregar eficientemente su carga terapéutica al area adecuada para ser tratada sin efectos
secundarios no deseados [18]. Y, a diferencia de las terapias tradicionales, que muestran una
curva en forma de sierra de la concentracién plasmatica del farmaco, los DDS estan disefiados
para mantener los niveles terapéuticos durante el periodo de tratamiento [19].

Las caracteristicas de un sistema ideal de administracién de medicamentos son:

- Aumentar la biodisponibilidad del farmaco.

- Prever la entrega controlada de medicamentos.



- Transportar el farmaco intacto al sitio de accién evitando los tejidos del huésped no
enfermos.

- El producto debe ser estable y la entrega debe mantenerse bajo variaciones fisiologicas.
- Que disperse bien el farmaco.

- Que se pueda aplicar con otros principios activos.

Féacil administracion a los pacientes.

Seguro.

Deberia ser rentable.

Durante la segunda parte del siglo XX, un enfoque integrado de los fendmenos fisiologicos,
biologicos y bioquimicos, combinado con el rapido progreso de la quimica macromolecular y
el surgimiento de la nanotecnologia, revoluciono la farmacologia y la medicina. Han aparecido
sistemas innovadores de administracion de farmacos de tamafio nanometrico que llevaron al
surgimiento de nuevas estrategias terapéuticas, asi como a mejoras significativas en la
efectividad y tolerabilidad de los farmacos comercializados y a una simplificacion de su
administracion.

El farmaco puede introducirse en el cuerpo humano por diversas vias anatomicas. La eleccion
de la via de administracion depende de la enfermedad, el efecto deseado y el producto
disponible. Los medicamentos pueden administrarse directamente al 6rgano afectado por la
enfermedad o administrarse sistémicamente y dirigirse al érgano enfermo. Las rutas anatomicas
principales son, Tabla 1 [17]:

Rutas anatomicas
Oral
Parenteral
Transdermal
Transmucosal
Nasal
Colorrectal
Pulmonar
Cardiovascular

Cerebral
Tabla 1. Rutas de administracion de los DDS

La liberacién de los farmacos puede ser [17]:

- Sostenida, cuando la accién del farmaco se extiende, pretendiendo reducir la frecuencia
de toma.



- Controlada, que implica la regulacion de la administracion del medicamento,
generalmente mediante un dispositivo. Se pretende controlar la cantidad liberada
durante un periodo definido de tiempo independiente de los entornos locales.

- Programada. La liberacion puede ser llevada a cabo mediante mecanismos fisicos, como
hinchazdn y rotura del sistema o acciones quimica, como la degradacién enzimatica.

Se han estudiado muchos sistemas liberadores de farmacos, como pueden ser las enzimas [20],
los liposomas [21], los anticuerpos [22], las microesferas [23] o los niosomas [24]. En este
trabajo de fin de master, se prueban polimeros de impresién molecular, explicados con mas
detalle en el apartado I.3.

Los polimeros impresos molecularmente son materiales al alza en la elaboracion de DDS
porque pueden proporcionar perfiles de administracion mejorados y un tiempo de liberacion
maés prolongado, asi como una mayor permanencia del farmaco en el paciente debido a su
estructura entrecruzada. En estos sistemas, el principio activo se dispersa dentro de una matriz
polimérica, disefiada para liberarlo bajo unas condiciones fisiologicas en concreto, de forma
regulada. Ademas, en aquellos medicamentos que tienen una ventana terapéutica estrecha,
mantienen la concentracion por debajo de los niveles donde los posibles efectos secundarios
dafinos se vuelven prevalentes [25].

Otra potencial ventaja de los polimeros impresos como DDS es que, en el caso de que se use
una mezcla racémica de un medicamento, pueden liberar selectivamente el enantiomero mas
efectivo [26].

Sin embargo, estos materiales tienen la desventaja de que el farmaco puede ser liberado
inesperadamente si rompe la matriz al pasar un umbral critico, pudiendo darse consecuencias
graves si el farmaco es tdxico para el paciente a concentraciones elevadas. Para evitar este
problema, se estan desarrollando sistemas que se degradan uniformemente al entrar en contacto
con los fluidos fisioldgicos. Esto se consigue con polimeros portadores que solo se erosionen
en la superficie, y asegurandose de que el farmaco esta disperso por toda la matriz. De esta
forma, se puede conseguir una liberacidn lenta y constante, con la concentracion correcta para
que sea efectivo [27].

Al contemplar el uso de polimeros impresos como DDS, hay que tener en cuenta el proceso de
impresién utilizado. La eleccidn de seguir un proceso covalente o no covalente influira en la
especificidad del reconocimiento y en la cinética de unién y liberacion de los sitios del
polimero.

El método covalente normalmente ofrece la capacidad de reconocimiento mas especifica, pero
las cinéticas son lentas y los nimeros de enlaces covalentes reversibles son limitados, teniendo
muchas veces que sintetizar mondémeros molde. Por lo cual, el método no covalente ha sido el
mas usado en los ultimos afios. Este método de sintesis generalmente da como resultado
polimeros de impresion molecular con un rango de especificidades de sitios de union [27].



3. Polimeros de impresion molecular

Los polimeros de impresion molecular (moleculary imprinted polymers, MIP) son polimeros
sintéticos con la capacidad de reconocimiento molecular, de forma que se unen y liberan
especies moleculares especificamente. Los MIP poseen un alto grado de entrecruzamiento, con
la orientacion espacial de los grupos funcionales definida [28] [27].

El proceso de impresion molecular consiste en la sintesis de una matriz polimérica altamente
entrecuzada, alrededor de una molécula molde. La estructura de la matriz polimérica es
macroporosa, con microcavidades complementarias a la molécula molde.

En el primer paso del proceso, el mondmero funcional elegido interactia con la molécula
molde, formandose un complejo estable, a través de un enlace covalente o no covalente. Los
mondmeros funcionales se colocan alrededor de la molécula molde y se fijan a ella mediante
copolimerizacion con el agente entrecruzador. El siguiente paso implica la eliminacion de la
molécula molde como, por ejemplo, mediante extraccion con un solvente. Los sitios de union
que quedan libres en la matriz polimérica son complementarios en forma con la molécula
molde, de esta forma la reconoce y se une selectivamente a ella [29]. El esquema del proceso
se presenta en la Figura 3.

Complejo monémero-molécula

Molécula molde Q. ._. , molde "
>.

\ mondémeros

°
ol ¢

agente entrecruzador

polimerizacién matriz

polimérica

)

.
eliminacion
molécula molde

Figura 3. Esquema del proceso de impresién molecular.

Las moléculas molde deben contener grupos funcionales que permanezcan inertes durante la
polimerizacién y otros grupos que puedan formar el complejo monémero-molécula molde.
Ademas, la molécula tiene gue ser quimica y térmicamente estable. Pueden ser iones, moléculas
organicas, biomacromoléculas, células y virus.

Un monomero funcional debe permitir obtener cavidades muy especificas. Generalmente, los
mondmeros estan en mayor proporcion que las moléculas molde, para favorecer la formacion
del complejo. Algunos tipicos son: la acrilamida, el acido acrilico, el estireno, 4-vinilpirideno.



El agente entrecruzador fija el monémero alrededor de la molécula molde, lo que forma una red
polimérica entrecruzada rigida, resistente a la posterior eliminacion del molde. El agente méas
usado es el etilenglicol dimetacrilato.

El disolvente (pordgeno) es el medio de reaccion en el proceso de la polimerizacion. Afecta a
la eficiencia e interaccion entre los monémeros y los moldes, las propiedades de absorcién y la
morfologia del polimero. Pueden actuar como disolvente el cloroformo, el acetonitrilo, el
metanol, etc. [29].

Los MIP pueden ser usados como receptores artificiales en separaciones [30], como sensores
[31], como catalizadores [32], y en el desarrollo de farmacos y en su deteccion [33].

3.1. Proceso sol-gel: xerogeles

En este trabajo, para la sintesis de los polimeros se usa el método sol-gel. Se parte de una
solucion quimica (sol) que actta como precursor de una red integrada, de particulas discretas o
polimero. Los precursores tipicos son cloruros y alcoxidos metalicos, que tras una serie de
reacciones de hidrolisis y policondensacion, forman una dispersion coloidal, que por una
polimerizacion lenta forma un gel. Los alcoxidos son sensibles a la humedad, por lo que se usan
alcoholes como solvente comun para la solvdlisis necesaria para la formacion del gel [34].

Un gel polimérico consta de una red, hinchada por el solvente. El solvente esta atrapado por la
red de particulas y asi el liquido no se separa, mientras que, a su vez, el liquido evita que el
solido colapse en una masa compacta.

La deshidratacion parcial de un gel produce un residuo solido elastico, llamado xerogel.
Finalmente, este material es completamente deshidratado y, a veces tratado térmicamente, para
obtener el material estructurado final.

Los materiales sol-gel se caracterizan por su durabilidad, estabilidad y la posibilidad de sufrir
modificaciones, como incorporar reactivos, enzimas... usando alcoxisilanos funcionalizados y
precursores apropiados. Actualmente, los que tienen una base silicea son los méas usados, que
son los empleados en este proyecto.

3.1.1. Sintesis
El esquema general de preparacidn de xerogeles de base silicea es el siguiente:

a) Hidrolisis

=Si-OR + H,0 < Si-OH + ROH

10



b) Condensacién
=Si-OR + HO-Si= & =Si-0-Si= + ROH
=Si-OH + HO-Si= & =Si-0-Si= + H.0

Cuando la reaccion esta en curso, la viscosidad de la matriz aumenta gradualmente dependiendo
del grado de entrecruzamiento, hasta convertirse en un material homogéneo y rigido que,
después, se seca a temperatura ambiente para obtener el producto final. Las etapas de hidrolisis
y condensacion provocan la formacién de subproductos de bajo peso molecular, como el
alcohol y el agua. Estas pequefias moléculas se eliminan del sistema por secado, lo que da como
resultado una red tetraédrica de SiO». Durante el secado, el alcohol y el agua se evaporan de los
poros haciendo que el gel se contraiga. Los xerogeles son significativamente menos porosos
que sus homologos hidratados [35].

El proceso depende en gran medida del disolvente utilizado, el catalizador usado para la
hidrolisis, la temperatura de la reaccion, el tiempo y la naturaleza del grupo funcional unido al
Si-OR. Estas variables tienen una gran influencia en las caracteristicas fundamentales de los
materiales, como la homogeneidad, la porosidad, el indice de refraccion, el area de superficie y
las propiedades mecanicas y térmicas [36].

3.1.2. Caracteristicas de los xerogeles

Algunas de las caracteristicas de los xerogeles que los hacen oportunos para aplicaciones
analiticas son [16]:

- Pueden presentar diversas conformaciones: laminados, en forma de bloqgue,
particulados, fibras, esferas...

- Gracias a las condiciones suaves en las que se forman, es posible la inclusion de
moléculas termo- o/y fotosensibles en su estructura cuyo uso, en muchos casos, esta
limitado.

- Poseen alta rigidez, no se hinchan en medio organico o acuoso, son épticamente
transparentes y electro-, foto- y quimicamente estables.

- Pueden trabajar con moléculas molde hidrofilicas en medios acuosos.

4. Métodos oOpticos

Los métodos opticos de analisis son aquellos que implican la medida de la radiacion
electromagnética emitida por la materia o que interacciona con ella.
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Cuando la radiacion electromagnética incide sobre una muestra material, esta puede: ser
absorbida por la muestra, llegando a transformarse en energia térmica; ser dispersada o re-
emitida, con o sin cambio en la longitud de onda; originar un cambio en las propiedades de
radiacion, sin necesidad de producirse absorcion o emision, como consecuencia de la
interaccion. Por otra parte, la muestra puede emitir radiacion electromagnética si se le excita
bajo determinadas condiciones [37].

El espectro electromagnético abarca un amplio rango de longitudes de onda y frecuencias, como
se puede ver en la Figura 4.

Longitudes de onda en m
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Figura 4. Diagrama del espectro electromagnético.

Los métodos Opticos se pueden se pueden clasificar en [18,19]:

Métodos espectroscopicos: son aquellos en los que existe intercambio de energia entre
la radiacion electromagnética y la materia. En esta metodologia se miden cambios en la
intensidad de la energia electromagnética que se registran en forma de espectros, siendo
estos cambios debidos a transiciones entre distintos niveles energéticos. Se basan en
procesos de absorcion (UV-visible, IR, microondas, absorcion atdmica, rayos X, etc.) y
en procesos de emision (luminiscencia, espectrometria de emision, fluorescencia de
rayos X, fluorescencia atdmica y molecular, etc.).

Métodos no espectroscopicos: Se caracterizan por no tener lugar intercambio de energia
como consecuencia de la interaccibn materia-radiacion electromagnética. No se
producen transiciones entre los diferentes estados energéticos, sino que se producen
cambios en la direccidn o en las propiedades fisicas de la radiacion electromagnética.
Se basan en procesos de dispersion (turbidimetria, nefelometria), refraccion
(refractomeria, interferometria), difraccion (rayos X, electrones) y en rotacion Optica
(polarimetria, dicroismo circular).

En este trabajo de fin de master se utilizaran los métodos espectroscopicos de absorcion UV-
visible, IR y luminiscentes.
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4.1. Instrumentacion Optica

Las partes basicas de los instrumentos que se emplean para medir estos fenémenos son muy
similares, salvando alguna diferencia en concreto. Las propiedades que se necesitan de estos
componentes son las mismas, independientemente de la regidn del espectro en la que trabajen
[371[39].

Los instrumentos espectroscdpicos tipicos estan compuestos por:

- Fuente de radiacion. Debe generar un haz medible con facilidad y estable, que se pueda
regular. Las fuentes espectroscopicas mas usadas son: continuas, emitiendo una
radiacion cuya intensidad cambia ligeramente en funcién de la longitud de onda; o de
lineas, las cuales abarcan un intervalo limitado de longitudes de onda. También hay
fuentes de rayo laser, que aportan altas intensidad, anchos de banda angostos y salidas
coherentes.

- Recipientes para las muestras. Debes ser de un material transparente a la radiacion en la
region del espectro de interés. La mayoria son celdas o cubetas.

- Selector de longitud de onda. Seleccionan un haz de radiacion monocromatica. Obtener
ancho de banda angosto intensifica la sensibilidad, puede proporcionar selectividad y se
emplea para obtener una relacion lineal entre la sefial 6ptica y la concentracion.

- Detector de radiacion que convierte la energia radiante en una sefial eléctrica. Deben ser
sensibles, tener una alta relacion sefial-ruido, una respuesta constante a un amplio
intervalo de longitudes de onda, un tiempo de respuesta rapido y una sefial de salida
cero si no hay iluminacion.

- Procesador de sefal y sistema de lectura. Se amplifica la sefial eléctrica proveniente del
transductor. Puede cambiar la fase de la sefial y filtrarla para eliminar componentes
indeseables. Ademas, el procesador ejecuta operaciones matematicas con la sefial, como
derivacion, integracion o conversion a escala logaritmica.

4.2. Espectrometria por absorcion ultravioleta-visible

La espectroscopia de absorcion visible-ultravioleta se basa en la absorcién de dicha radiacion
por el analito, originando un estado activado, el cual posteriormente pierde su exceso de energia
en forma de calor. Implica la medida de la fraccion de luz de una longitud de onda dada que
pasa a través de una muestra. En esta técnica [39], se realiza la medicion de la transmitancia
(T), o de la absorbancia A de soluciones que estan en celdas transparentes que tienen una
longitud de trayectoria de b cm. Normalmente, la concentracién de un analito absorbente se
relaciona en forma lineal con la absorbancia segun la ley de Beer, Ecuacion 1:
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A= —logT = logF = ebc

Ecuacion 1. Ley de Beer.

Donde A es la absorbancia, T la transmitancia, Po es la potencia radiante en watts que incide en
la muestra, P es la potencia radiante que transmite la muestra, b la longitud sobre la que ocurre
la atenuacion, ¢ la concentracion en unidades especificadas y € la constante de absortividad. La
absortividad es una propiedad caracteristica de la sustancia absorbente y depende de la longitud
de onda entre otros factores.

Sin embargo, la proporcionalidad entre la absorbancia y la concentracion solo se cumple en
disoluciones muy diluidas, observandose desviaciones al crecer la concentracion. Las
desviaciones pueden ser: reales, que dependen de las interacciones soluto-soluto, soluto-
disolvente, y del indice de refraccion del medio; instrumentales, debido a la radiacion
policromatica, presencia de radiacion parasita originada por reflexién de los componentes
opticos, errores de lectura y celdas desajustadas; y desviaciones quimicas, fruto de procesos
quimicos en lo que participan las especies absorbentes [37].

Los instrumentos para medir la absorcion de radiacion ultravioleta y visible estan compuestos
por: fuentes, selectores de longitud de onda, recipientes para la muestra, transductores de
radiacion, procesadores de sefial y dispositivos de lectura, como ya se enumeré en el apartado
4.1. El esquema basico de un equipo se presenta en la Figura 4:

1)

= ”
f/m\.‘ : 2) 3) Muestra Y
\| |/ Selector de

I\ == longitud 3> D—> Detector

= de onda o o o
Fuente

Procesador de senal
y sistema de lectura

Figura 4. Esquema espectrometro de absorcion.

Como se ve en el esquema, el haz de la fuente pasa por el selector de longitud de onda y luego
atraviesa la muestra, aunque en algunos casos las posiciones del selector y la muestra estan
invertidas. A su vez, el haz puede ser sencillo o doble. En los instrumentos de haz sencillo, hay
solo un haz de radiacién que, después de pasar a través de la muestra, llega al detector. Para
comparar lo medido con el blanco, este debe sustituir a la muestra en cada lectura. En cambio,
en los de haz doble, la radiacion pasa alternativamente a través de la muestra y del blanco, lo
cual se lleva a cabo mediante un motor que hace girar un espejo dentro y fuera de la trayectoria
de la radiacién [37].

En absorcion, es necesario disponer de una fuente continua cuya potencia radiante no cambie
de forma brusca en un intervalo de longitud de onda. La fuente puede ser una lampara de
deuterio e hidrégeno, de filamento de tungsteno, de arco de xendn, o un diodo en funcién de las
longitudes de onda a las que se quiere medir.

Las celdas o cubetas en las que se coloca la muestra y el disolvente deber ser de un material
que deje pasar la radiacion de la region espectral de interés. Se requiere cuarzo o silice fundido
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para trabajar en la region ultravioleta. Los vidrios de silicato se emplean para longitudes
mayores, de hasta 2000 nm. También se pueden utilizar recipientes de plastico en la region
visible. Las mejores celdas tienen ventanas perpendiculares a la direccidn del haz para reducir
al minimo las pérdidas por reflexion [37].

Esta técnica se usa ampliamente en la determinacion cuantitativa de una gran cantidad de
especies inorganicas [40], organicas [41] y bioldgicas [42]. También se pueden realizar andlisis
cualitativos, pero los espectros obtenidos aportan menos informacién que otros métodos.

4.3. Espectrometria de fotoluminiscencia

Fluorescencia y fosforescencia son dos técnicas luminiscentes en las que las moléculas del
analito se excitan mediante fotones y producen, como consecuencia, la emision de fotones de
diferente frecuencia absorbida [18].

La fotoluminiscencia es la emision de radiacion de una sustancia que se produce a partir de
estados excitados por fotones. Segun la naturaleza del estado excitado se distingue entre
fluorescencia y fosforescencia.

Un estado electronico de una molécula en el cual todos los espines de los electrones estan
apareados se llama estado singulete o simplete, Figura 5 (a). Por otro lado, el estado
fundamental de un radical libre es un estado doble, ya que existen dos orientaciones posibles
que adoptar bajo un campo magnético. Cuando un estado con dos electrones de una molécula
es excitado y pasa a un nivel de energia superior, puede ocurrir que se conserve su espin o que
se produzca una inversion. En el primer caso se tiene un estado excitado simplete, Figura 5 (b).
Mientras que, en el segundo, se tiene un estado triplete, los espines son paralelos, se encuentran
en la misma direccion, Figura 5 (c) [39].

Estado Estado singulete  Estado triplete

fundamental excitado excitado
a) b) c)

Figura 5. Estados electrdnicos del espin de moléculas: a) el estado energético fundamental, b) y c) estados excitados.

Las transiciones desde el estado sencillo fundamental hasta el estado triplete son poco
probables, pasan a través del estado sencillo excitado. En la Figura 6, se representa un diagrama
parcial de niveles de energia, llamado diagrama de Jablonski, para una molécula
fotoluminiscente, donde So es el estado fundamental, S1 y S estados electronicos sencillos
excitados, y T1un estado triplete.
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Figura 6. Niveles de energia en un sistema fotoluminiscente.

En sistemas condensados, como una disolucion, el exceso de energia vibracional se pierde de
forma inmediata debido a los choques entre las moléculas excitadas y el disolvente, es el
fendbmeno conocido como relajacion vibracional. Ademas, cuando dos niveles de energia
electronicos estan tan proximos como para que haya solapamiento de los niveles, puede ocurrir
conversion interna, que consiste en que se pase a un estado electronico de mas baja energia sin
emision de radiacion. Estos procesos transcurren a tiempos muy pequefios, del orden de 10%2s.

El proceso de emisidn de un fotdn desde un estado excitado sencillo al fundamental corresponde
al fenémeno de fluorescencia. ocurre justo después de la excitacion (en 10°a 107 s), por lo
cual, no es posible visualizar la fluorescencia una vez eliminada la fuente de excitacion [37]
[39].

Mientras una molécula estad en un estado excitado, se puede dar un cambio de espin en un
electron, con lo que se adquiere el estado triplete, conociéndose este proceso como cruzamiento
entre sistemas. Una vez adquirido el estado triplete, la molécula puede llegar al nivel
vibracional inferior mediante relajacion vibracional y, una vez ahi, emitir un foton para volver
al estado fundamental. Este proceso corresponde al fendmeno de fosforescencia.

La instrumentacion para medir la fotoluminiscencia comparte los componentes principales con
el resto de técnicas espectroscopicas: una fuente de radiacion, un sistema selector de longitudes
de ondas, un detector y un procesador de sefial. Cabe destacar que, en fotoluminiscencia, existen
dos sistemas selectores de longitudes de onda, uno para seleccionar la longitud de onda de
excitacion y otro para la emisién. En la Figura 7, se representa un esquema basico de un
espectrofotometro de fotoluminiscencia [39].

16



Muestra Equipo

Selector A de electrénico/
. Transductor .
la emisidén sistema de

computo

Selector A de
la excitacion

Atenuador
del haz

@ I

Fuente

Transductor

Figura 7. Esquema basico de un espectrofotémetro de fotoluminiscencia.

Uno de los aspectos mas interesantes de los métodos luminiscentes es su inherente sensibilidad,
con limites de deteccion que son casi siempre de uno a tres 6rdenes de magnitud inferiores a
los encontrados en la espectroscopia por absorcion. De hecho, en el caso de especie
seleccionadas en condiciones controladas, se han detectado moléculas Unicas mediante
espectroscopia por fluorescencia. Otra ventaja de estos métodos radica en sus amplios
intervalos de linealidad, que también son superiores a los de absorcion [43].

En cuanto a las aplicaciones, sobre todo la fluorescencia, destaca como herramienta para
determinar un amplio nimero de especies, tanto sustancias inorganicas [44], como organicas
[45]. Gracias a la alta sensibilidad de estos métodos, incluso los hace adecuados en
determinaciones forenses [46].

4.4. Espectrometria infrarroja

La region infrarroja (IR) del espectro comprende la region del espectro entre los 0,78 y los 1000
pm. Tanto desde el punto de vista de las aplicaciones como de los instrumentos, es conveniente
dividir el espectro IR en tres regiones: infrarrojo cercano (0,78 a 2,5 um) medio (de 2,5 a 50
pum) y lejano (50 a 1000 um). La region en la que mas se trabaja cubre las longitudes de 2,5 a
15 um [38].

La radiacion infrarroja no tiene suficiente energia para producir la clase de transiciones
electronicas que se dan mediante radiaciones ultravioleta y visible. Por esto, la absorcion de
radiacion IR se limita a especies moleculares que poseen pequefias diferencias de energia entre
los distintos estados vibracionales y rotacionales.

Para absorber radiacion IR, una molécula debe sufrir un cambio neto en el momento dipolar
cuando vibra o gira, que es cuando es susceptible al campo eléctrico y este interacciona con la
molécula y modifica la amplitud de alguno de sus movimientos [39].

Hay tres tipos de equipos para le medicion de la absorcion en el IR: espectrofotdémetros
dispersivos con monocromador de red, espectrometros de transformada de Fourier y fotometros
no dispersivos con filtro. En la actualidad, los méas usados son los de transformada de Fourier
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para efectuar mediciones en el IR mediano y lejano, aunque también hay de este tipo para el
cercano.

La transformada de Fourier convierte la salida del detector en un espectro interpretable. Tienen
pocos elementos Gpticos y ninguna rendija que atende la radiacion, siendo la potencia radiante
que llega al detector muy elevada, ademas de llegar todos los elementos de la fuente
simultdneamente, obteniendo el espectro casi al instante. La resolucion es alta, igual que la
capacidad de reproduccidn de la longitud de onda. En la Figura 8, se puede ver un esquema de
este equipo.

|

Fuente IR Taser de
|]< He-Ne

: v
i

' Espejo

1 fijo

Lo\

Detector

Espejos
Rendija

Espejomévil 1 Muestra

Divisor
de haz

E Interferémetro

Figura 8. Esquema de un espectrometro infrarrojo de transformada de Fourier.

Cuenta con un interferometro de Michelson, que esta constituido por dos espejos, uno movil y
uno fijo y un divisor de haz. Al incidir la luz colimada de la fuente sobre el divisor de haz, esta
se divide en dos rayos que se reflejan en cada uno de los espejos y retornan al divisor de haz,
donde se combinan y salen del interferdmetro para ser conducidos a través de la muestra por un
sistema de espejos hasta llegar al detector. EIl objetivo de dividir el haz es conseguir la
interferencia de dos haces de luz que recorren distancias distintas, que se regulan con la posicion
del espejo movil [39].

Algunas de los usos de la espectroscopia de IR van desde el analisis de compuestos organicos
[47], tratamiento de fluidos biolégicos [48] a controles en la industria farmacéutica, quimica,
petrolera y alimentaria [49].
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1. Objetivos

La eficacia en el funcionamiento de los medicamentos viene limitada, en muchas ocasiones,
por una baja capacidad de la sustancia para alcanzar el punto necesario. Esta incapacidad puede
deberse a una inaccesibilidad fisica o quimica, a una dilucion excesiva 0 a una tasa de
degradacion muy elevada. Uno de los sistemas que permite mejorar estos puntos son los
sistemas dispensadores de medicamentos, que, como ya se definié en el apartado 1.2. son
formulaciones o dispositivos que permiten la distribucion de una sustancia terapéutica en un
sistema bioldgico.

El objetivo principal del trabajo es la sintesis de distintos materiales poliméricos cargados con
nafcilina y el estudio de la capacidad de dichos materiales para liberar el farmaco en dos medios
organicos simulados: gastrico e intestinal.

Este objetivo genérico puede, a su vez, estructurarse en cuatro objetivos particulares:
e Sintesis de materiales xerogel cargados con nafcilina y sus respectivos
materiales control.
e Caracterizacion quimico-fisica de los materiales sintetizados.
e Caracterizacion espectroscopica de la nafcilina en disolucion.

e Estudio de la liberacion del farmaco de los diferentes materiales sintetizados
cuando estos son expuestos a medios bioldgicos sintéticos: gastrico e intestinal.
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[11. Parte experimental

1. Materiales y reactivos

1.1.

1.2.

Material

Matraces aforados (de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 mL)
Erlenmeyers de 250 mL

Vasos de precipitado (de 10, 50, 100, 250, 500 mL)
Vidrios de reloj

Tubos de ensayo

Probetas (10, 50, 10 mL)

Frascos de 30 y 50 mL

Pipeta Pasteur 1 mL

Pipeta aforada 5 mL

Propipeta

Embudo de cristal

Filtros de celulosa de grado 40, tamafio de poro 8 um, diametro 110 mm
Soporte y pinzas

Tubos de centrifuga

Barras magneticas

Iméan

Cubetas de cuarzo con paso éptico de 10 mm.

Reactivos

Agua mili-Q

NH4(OH) 25% de Panreac

HCI 37% de Emsure

Etanol absoluto de VWR Chemicals

Tetraetoxisilano de Sigma Aldrich (TEQS, T)

Sal de nafcilina sddica monohidratada de Sigma Aldrich
Metiltrietoxisilano de Fluka (MTEQS, M)
3-aminopropiltrietoxisilano de Sigma Aldrich (APTEQS, A)
Metanol de VWR Chemicals

Yoduro de potasio de VWR Chemicals

Sulfito sodico anhidro de Acros

buffer fosfato salino (CaCl., MgCl) de Gibco by Life Technologies (PBS)
Hidroxido sodico en lentejas de VWR Chemicals

Fosfato acido de dipotasio trihidratado de Merck
Pancreatina de pancreas de cerdo de Sigma Aldrich
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2.

- Cloruro de sodio de VWR Chemicals
- Feniltrimetoxisilano de Sigma Aldrich (PhTMQS, Ph)

Instrumentacién

- Espectrofotometro de fluorescencia Varian Cary Eclipse
- Software Cary Eclipse Varian Scan Application

- Espectrofotometro UV-Visible 50 BIO Varian Cary

- Software Varian Cary WinUV Scan Application

- 670-FT-IR con médulo ATR Varian

- Software Resolutions Pro version 5

- TEM JEOL JEM-2000 EX Il Electron Microscope

- Software Gatan Digital Micrograph

- Micropipetas HTL (0,5-10, 10-100, 100-1000 pL)

- Agitador rotatorio Sky-line RM-2L ELMI

- Balanza analitica de precision Mettler Toledo AE 163

- Balanza analitica de precision Mettler Toledo PG802-S
- pH-metro Crison micro pH 2002

- Vortex Labnet VX 100

- Centrifuga Labofuge 200 Thermo Electron Corporation
- Centrifuga Gyrozen 1580 R Control Técnica

- Ultrasonidos H-P Selecta

- Estufa Haraeus

- Agitador magnético con calefaccién Lbx Instruments HO3D Series
- Agitador magnético con calefaccion P Selecta AGIMATIC-E
- Software ImageJ

3. Disoluciones y metodologia

3.1. Preparacion de disoluciones

Para llevar a cabo este trabajo, se requirio la preparacién de varias disoluciones:

Disolucién de nafcilina 10° M. Se pesaron 0,0227 g del farmaco para 50 ml de H-O.
A partir de ésta, se preparan disoluciones de nafcilina de concentraciones menores,
tanto en agua como en etanol y metanol.

Disolucion de Na2S0O30,1 M en H»0. Se pesaron 0,3115 g del compuesto y se Ilevaron
a 25 mL.
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- Disolucion de KI 3 M. Se pesaron 12,45 g del compuesto y se llevaron a 25 mL.

- Disolucion reguladora de pH 7,4. A partir de una disolucion reguladora de stock 0,5
M, se diluye hasta 0,1 M.

- Disolucion de 1 M HCI, preparada por dilucién de HCI comercial al 37%.
- Disolucion de K2HPO40,16 M. Se pesan 3,4 g y se llevarom a 125 mL en agua.

- Disolucion de NaOH 0,2 M preparada por disolucion directa de NaOH sélido en agua.

3.2.  Preparacion de medios bioldgicos sintéticos

La preparacion de los medios bioldgicos sintéticos se hace siguiendo las recomendaciones de
la Farmacopea Europea [50].

3.2.1. Medio intestinal

En un matraz aforado de 500 mL se mezclan 38,5 mL de una disolucion de 0,2 M de NaOH
con una disolucion de 0,16 M KoHPO4. A continuacion, suma 5 g de pancreatina. Se afiade H.O
sin enrasar y se regula el pH con HCI 1 M hasta conseguir un pH de 6,8. Después, se enrasa
con agua hasta 500 mL.

3.2.2. Medio géstrico

En un matraz de 500 ml se vierten 40 ml de HCI 1 M. Se diluye 1 g de NaCl en 50 ml de H.0O
y se agregan. Se enrasa y se mide el pH, que da 1,22.

3.3. Protocolos de medida

Se realizaran ensayos de liberacidn del farmaco desde los materiales sintetizados. Para ello, se
elaboran las siguientes preparaciones:

a) 250 mg de cada compuesto + 5 mL de medio intestinal en tubos de centrifuga.

b) 250 mg de cada compuesto + 5 mL de medio gastrico en tubos de centrifuga.

c) 500 mg de cada compuesto + 5 mL de medio gastrico en tubos de centrifuga.

d) 250 mg de compuestos seleccionados (recubiertos con APTEQOS, A-InS y recubiertos
con TEOS, T-InS, asi como sus respectivos blancos A-BnS y T-BnS) + 2,5 mL de
medio gastrico para medicién directa en la cubeta de cuarzo.
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Todas las muestras de los apartados a, b y c es necesario centrifugarlos a 5300 rpm entre 30 y
45 minutos antes de poder ser medidos en el espectrémetro.

4. Sintesis y lavados de los materiales

Se sintetizaron nanosferas impresas, InS, siguiendo el procedimiento detallado por T. Diaz-
Faes Lopez et al. [51], alterando el orden del proceso:

1) A 94 mL de etanol, bajo agitacion a 600 rpm, se le afiadieron lentamente 6,6 mL de
NHsOH 25%. Acto seguido, fueron agregados 8 mL de TEOS. La mezcla se dejé
agitando 24 h.

2) Pasadas las 24 horas, se adiciona el volumen indicado en la Tabla 2 del precursor en
estudio, y 1 mL de disolucion de nafcilina 10° M y se deja que la disolucion continte
bajo agitacion hasta el dia siguiente. Paralelamente, se esta haciendo un blanco, BnS, al
que, en vez de 1 mL del antibiotico, se le afiade 1 mL de agua.

3) Concluido el tiempo de espera, en ambas disoluciones se separa el solido formado
mediante centrifugacion durante 30 minutos a 8500 rpm.

4) Se decanta la parte liquida y se guarda para posteriores analisis. El sélido se lava con
metanol 3 veces, centrifugandolo entre lavados en las condiciones del paso 3). La
resuspension del sélido antes de centrifugar se hace con el vortex.

5) Tras el Gltimo lavado, se deja secar el solido en la estufa, a 25°C durante 48 h.

Compuesto precursor Volumen empleado
APTEOS 0,6 mL
MTEOS 0,6 mL
PhTMOS 0,6 mL

TEOS 0,6 mL

Tabla 2. Compuestos precursores en estudio.

El motivo de afadir la nafcilina en un paso posterior es conseguir que la impresiéon molecular
se produjera en la superficie de la molécula, de forma que la difusion se vea facilitada y, por
tanto, la liberacion del farmaco.
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5. Caracterizacion espectroscépica

En un primer paso, se hace una caracterizacion espectroscopica del antibidtico en estudio,
nafcilina, en los diferentes medios en los que se trabaja en este estudio: en agua, en etanol, en
medio gastrico y en medio intestinal.

5.1. Espectrometria UV-vis

5.1.1. Espectrometria UV-vis en agua

El espectro de absorcion ultravioleta-visible de una disolucion de nafcilina en agua 10° M,
Figura 9, muestra un maximo de absorcion a una longitud de onda de 227 nm de 0,5950.

Nafcilina en agua
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

Absorbancia

0,2
0,1

200 250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectro UV-vis de una disolucion de nafcilina en agua 10°M.

Se realiza una recta de calibrado para comprobar la correcta respuesta instrumental en funcién
de la concentracion. Se preparan disoluciones de 2x10°, 4x10, 6x10°, 8x10° y 10° M en agua
obteniéndose la recta de calibrado de la Figura 10, con un coeficiente de determinacion (R?) de
0,9995, lo que indica una respuesta lineal en el rango concentraciones estudiados.
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Calibrado absorcion nafcilina en agua

0,6 y= 54532x — 0,001
..®
0,5 R2= 0,9995
.o

© .
S04
=
303 @
2 .
Re] ..®
< 0,2 .

0,1 o

0 &
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (. 1076 M)

Figura 10. Recta de calibrado de la absorcion de nafcilina en agua.

El limite de deteccion de esta técnica, seguin la Ecuacion 2, estaen 2,7 x 107 M.

LD 3. Sy/x
= —

Ecuacién 2. Ecuacién del limite de deteccion.

Donde Syixes la desviacion estandar de la recta de calibrado y b es la pendiente.

5.1.2. Espectrometria UV-vis en metanol

Como los lavados en la sintesis se llevaron a cabo con metanol, también se comprueba la
absorbancia del antibiotico en este medio, en la misma concentracién. Como se puede en la
Figura 11, el espectro es muy similar al de la nafcilina en agua, encontrandose ligeramente
desplazado, con un maximo a una longitud de onda de 229 nm con una absorbancia de 0,6429.
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Nafcilina en metanol
0,7
0,6
0,5
04
0,3

Absorbancia

0,2
0,1

200 250 300 350 400

Longitud de onda (nm)

Figura 11. Espectro UV-vis de una disolucion de nafcilina en metanol 105M.

5.2. Fluorescencia molecular

5.2.1. Fluorescencia molecular en agua

Para caracterizar la fluorescencia de la molécula, se empieza haciendo un espectro de emision
de una disolucion de nafcilina en agua 10° M, Figura 12, excitando a una longitud de onda de
275 nm y rendijas 20-20, siguiendo el procedimiento de T. Diaz-Faes Lopez et al. [51].

Espectro de emision, excitacion a 275 nm
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Figura 12. Espectro de emision excitando a 275 nm de una disolucion de nafcilina 10° M.
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En base a esto, se realiza un espectro de excitacion emitiendo en el maximo obtenido, 373 nm,
que satura. Por lo cual, se bajan las rendijas a 10-10, obteniendo el espectro representado en la
Figura 13. Como se puede observar, presenta un maximo en 228 nm, estando cerca del maximo
de absorcidn.

Espectro de excitacion, emisién a 373 nm
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Figura 13. Espectro de excitacion de la disolucion de nafcilina 10°° M emitiendo a 373 nm.

Para confirmar estos resultados, se realiza otro espectro de emisidn, pero ahora excitando a 228,
280 y 330 nm, Figura 14, obteniendo 373 nm de maximo en todos, confirmando que, en el
espectro de emision, se excita a 228 y se emite a 373 nm.

Espectro de emisidn
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0 — _/_\

250 300 350 400 450

Longitud de onda (nm)

Figura 14. Espectro de emision para las longitudes de onda de excitacion de 228, 280 y 330 nm.
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5.2.2. Fluorescencia molecular en etanol

Ya que, posteriormente, se medira el liquido sobrenadante tras el primer centrifugado, que es
un medio etanolico, se considera también caracterizar una disolucion de nafcilina en etanol. Se
prepara una disolucion de nafcilina de concentracion 2x10° M y se practica un espectro de
emisién, excitando a 228 nm, seguin lo obtenido en agua. El maximo aparece a una longitud de
onda de 361 nm. Utilizando este valor como maximo de emision, se localiza el 6ptimo de
excitacién que se encuentra a 230 nm. Los espectros correspondientes se representan en la
Figura 15, todos ellos obtenidos con unas rendijas 10-10.

Caracterizacion nafcilina en etanol
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3 500 excitando a
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2 emitiendo a
£ 300 361 nm
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\ 230 nm
100 ‘ A’
.
0 \""\ . /‘/
200 250 300 350 400 450

Longitud de onda (nm)

Figura 15. Espectros de fluorescencia de la nafcilina en etanol.

Una vez caracterizada la técnica, se optimiza un calibrado de nafcilina en etanol, Figura 16. Se
realizd con disoluciones de concentraciones de 5x107, 10, 2x10°y 5x10° M, a partir de los
espectros de emision, excitando a 230 nm y recogiendo las intensidades a 361 nm.
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Calibrado nafcilina en etanol
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Figura 16. Recta de calibrado de la fluorescencia de la nafcilina en etanol.

El coeficiente de determinacion, R?, da 0,9948, corroborando la respuesta lineal en el rango
estudiado. Anteriormente, se comprob6 que a partir de la concentracion de 5x10° M, la recta
perdia la linealidad.

A partir de la Ecuacion 2, se calculd el limite de deteccion de nafcilina en etanol, dando 5,4 x
107 M.

5.2.3. Fluorescencia en medio gastrico

Primero, se caracteriza una disolucion de nafcilina 10°M en medio gastrico, con una longitud
de onda de 228 nm de excitacion, obteniendo el maximo de emision a 371 nm con rendijas 10-
10, Figura 17. Como se puede ver, el medio gastrico no interfiere en la sefial.
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Figura 17. Caracterizacion de una disolucion de nafcilina en medio gastrico.

Se realiza una recta de calibrado para comprobar la correcta respuesta instrumental en funcion
de la concentracion. Se preparan disoluciones de 10, 2x10, 3x10®, 4x10, 5x10° y 6x10°M
obteniéndose la recta de calibrado de la Figura 18, con un coeficiente de determinacion (R?) de
0,9954, lo que indica una respuesta lineal en el rango concentraciones estudiados

Calibrado nafcilina en medio gastrico
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Figura.18. Recta de calibrado de la nafcilina en medio gastrico.

Se calcula el limite de deteccion del método segln la Ecuacion 2, dando 4,3 x 107 M.
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5.3. Fosforescencia a temperatura ambiente (RTP)

Clasicamente, la fosforescencia se consigue mejorar sometiendo a las moléculas a temperaturas
extremadamente bajas, tipicamente las del nitr6geno liquido (77K), ya que se consigue
minimizar las relajaciones térmicas. Sin embargo, tener que emplear equipamiento criogénico
limita las aplicaciones y encarece el método. Por tanto, es interesante el desarrollo de métodos
a temperatura ambiente, para lo que es necesario tener en cuenta tres aspectos fundamentales:
reducir la desactivacion (quenching), facilitar el cruce intersistemas, generalmente mediante el
uso de los atomos pesados (Pb, T, I...) y potenciar la inmovilizacién del fosforéforo. El
quenching dindmico consiste en la pérdida de energia por parte de las moléculas mediante
colisiones con el medio, cuando los niveles energéticos de las especies implicadas son similares.
Un desactivante de la fosforescencia especialmente importante por su ubicua presencia en agua,
es el oxigeno molecular. Para evitar este inconveniente, se desoxigena el medio. Aungue puede
hacerse mediante desplazamiento del O. por borboteo de nitrégeno, otra alternativa comdn es
el empleo de sulfito de sodio, que reacciona con el oxigeno dando sulfato.

Por otro lado, la interaccion espin-orbita se ve incrementada mediante la presencia de atomos
0 especies pesadas, de manera que el espin deja de estar bien definido y la transicion singlete-
triplete se vuelve més probable. Al ser los cruces intersistema mas frecuentes, se consigue una
mejora sustancial de la fosforescencia.

Respecto a la potenciacion de la inmovilizacion del fosfordforo, existen varias técnicas para
lograrlo, dando origen a distintas metodologias de RTP. En este trabajo se emplearan altas
concentraciones de atomo pesado que, ademas de fomentar el cruce intersistemas, provee al
medio con una viscosidad alta reduciendo la movilidad del luminoforo.

Asi, para la caracterizacion de la fosforescencia a temperatura ambiente, se prepara una
disolucién de nafcilina 10° M, disolucion reguladora PBS, Kl y Na,SOs. Igual que en el
apartado 5.2., se sigue el procedimiento planteado por T. Diaz-Faes L6pez et al. [51], emitiendo
primero a la longitud de onda de 283 nm, obteniendo el maximo en 533 nm. Acto seguido, se
comprueba la excitacion emitiendo a 533 nm, consiguiendo como maximo la longitud de onda
planeada. En la Figura 19 se pueden ver os espectros hallados.
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Figura 19. Espectro de emision y excitacion de fosforescencia de una disolucion de nafcilina 10°M.
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Se comprueba asi que la molécula es fosforescente, pero las intensidades son tan bajas que,
durante el resto del estudio, se daré preferencia a la fluorescencia.

6. Caracterizacion de los nanomateriales

6.1. TEM

La morfologia y el tamafio de las nanosferas sintetizadas se caracterizaron mediante
microscopia electrénica de transmision (transmission electron microscopy, TEM). Este
microscopio emite desde un cafion un haz de electrones dirigido hacia el objeto cuya imagen se
desea aumentar, a través de un sistema de lentes electromagnéticas [52]. El haz golpea la
muestra preparada (con un espesor requerido 500 a menos de 100 nm) y se transmite una parte.
La parte transmitida es enfocada por la lente objetivo que crea la imagen. Esta pasa por la
columna a través de lentes intermedias y del proyector, que se amplia a través de cada una de
las lentes. La fuerza de la lente se puede ajustar y, en consecuencia, la ampliacion se puede
variar sin problema [53].

El equipo usado tiene un poder de resolucion de 3,4 A y un voltaje maximo de 200 kV.

Para el estudio, se tomd una pequefia cantidad de cada muestra solida, como una punta da
espatula, y se suspendio en etanol en un Eppendorf, con la ayuda del bafio de ultrasonidos.
Después, se deposito en el portamuestras y se dejo secar.

6.2. FT-IR

Se evalltan los espectros de infrarrojo de las particulas. Para ello se emplea un
espectrofotometro FTIR Varian 620-IR acoplado a un sistema de medicidn por reflectancia total
atenuada Golden Gate equipado con un cristal de diamante. Cada espectro fue tomado desde
4000 cm* hasta 600 cm™, con una resolucion de 4 cm™ y una acumulacion de 16 barridos.

El andlisis se realiza a partir del sélido directamente, sirviendo la parte mas pulverizada.
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V. Discusion y resultados

1. Caracterizacion de los materiales.
1.1. TEM

Observando las imagenes logradas con el TEM, Figura 20 y 21, no se encuentran grandes
diferencias morfoldgicas entre las particulas con antibidtico y sus respectivos blancos. Todas
presentan una forma esférica bastante regular e uniforme, con un tamafio medio de 79+13 nm.

B

MTEOS C(;n‘na{fcilin MTEOS blanco

Figura 20. Imégenes obtenidas con el TEM de las particulas sintetizadas funcionalizadas con las distintas silices.
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PhTMOS con nafcilina PhTMOS blanco
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TEOS con nafcilina | TEOS blanco

Figura 21. Imagenes obtenidas con el TEM de las particulas sintetizadas funcionalizadas con las distintas silices.

Con la ayuda del software Imagel, se midieron unas 100 nanoesferas por compuesto. La
distribucién de tamafio se desglosa en la Figuras 22-25. Estudiando individualmente cada uno,
Tabla 3, la media de los tamarios de las particulas que tienen antibiotico y sus correspondientes
blancos son similares, con excepcion del MTEOS, gue distan algo mas sus valores, pero no hay
ninguna tendencia que demuestre que la nafcilina modifique la estructura.

Compuesto Media con antibiotico Media blanco
APTEOS 80 + 11 77+ 13
MTEQOS 75+10 84 +11
PhTMOS 74 +£11 75 +11
TEOS 83+ 14 83+ 14

Tabla 3. Medias de los tamafios de las particulas sintetizadas.
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Figura 22. Distribucion de tamafios de las nanosferas de APTEOS.
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Figura 24. Distribucion de tamafios de las nanosferas de PhTMOS.
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Figura 25. Distribucion de tamafios de las nanosferas de TEOS.
1.2. FTIR

Para caracterizar la funcionalidad de los materiales sintetizados con los diferentes compuestos,
se usa la espectroscopia de FT-IR. Los espectros obtenidos se recogen en la Figura 26-29.
Como se puede observar, no hay diferencia entre los materiales con y sin antibiético, no
encontrando ninguna posible semejanza con el de nafcilina, Figura 30. Esto es probable que se
debe a que el compuesto mayoritario en el producto sintesis para todos los materiales, la silice,
esta en una proporcion tan elevada que hace que la nafcilina sea indetectable.

APTEOS con nafcilina APTEOS blanco
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Figura 26. Espectros de FT-IR de las particulas de APTEOS con y sin antibi6tico.
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MTEOS con nafcilina MTEOS blanco
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Figura 27. Espectros de FT-IR de las particulas de MTEOS con y sin antibidtico.
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Figura 28. Espectros de FT-IR de las particulas de PhnTMOS con y sin antibidtico.
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Figura 29. Espectros de FT-IR de las particulas de APTEQOS con y sin antibiético.
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Figura 30. Espectro FT-IR de la nafcilina solida.

Analizando la posicion de las bandas de los materiales de forma tedrica [51] [54], las principales
estan relacionadas con el estiramiento simétrico del &tomo de O a lo largo de los enlaces Si-O-
Si, situado en torno a 850 cm™, y al movimiento asimétrico de estiramiento en el que el O se
mueve hacia atras y hacia adelante, en una linea paralela al eje del enlace con los Si, en 1030-
1070 cm™. Sobre 970 cm™, aparece un estiramiento debido al enlace Si-OH, y en torno a 780
cm?, vibraciones debido al Si-O.

Al igual que la nafcilina, tampoco se ven reflejados en el espectro ni el grupo amina del
APTEQS, entre 3000 y 3500 cm™, ni el fenil de PhTMOS, entre 1400 y 1600 cm, seguramente
enmascarados por el resto de la estructura.

El pico que sale en algunos (nafcilina, T-InS, Ph-InS, Ph-BnS, A-InS) en 2330 cm™ es debido
a la absorcion de CO: a la hora de realizar el espectro.

2. Experimentos de liberacidn de nafcilina

2.1. Medio intestinal

Las preparaciones descritas en el apartado 111.3.3., se ponen en un agitador rotatorio, a 41 rpm
durante varios dias para estudiar la liberacion del farmaco. Se mediran los sobrenadantes de los
tubos a lo largo todo el proceso.

Se caracteriza la nafcilina en el medio intestinal, obteniendo finalmente 295 nm como longitud
de onda de excitacidn, con un maximo de emisién en 357 nm, trabajando con rendijas 5-5 ya
que con 10-10 saturaba. Se analiza el medio intestinal sin nafcilina, previa filtracion,
comprobando que éste da sefial por si mismo, y con una intensidad mayor que la disolucion con
el farmaco, Figura 31.
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Nafcilina en medio intestinal
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Figura 31. Espectro de fluorescencia del medio intestinal.

Se sospecha que el medio vaya a dar problemas con esta técnica, por la presencia de pancreatina.
Se realizan las primeras medidas de liberacidn para corroborarlo y se comprueba que el blanco
da mas sefial que el cargado con antibidtico, Figura 32. Es posible que la fluorescencia de
alguno de los componentes de la pancreatina del medio, como la amilasa [55], enmascare la
fluorescencia neta de la nafcilina. Ademas, la composicion del medio desactiva la fluorescencia
del antibidtico, lo que justifica la disminucién de la intensidad de fluorescencia.

Fluorescencia de A-InS y A-BnS en medio
intestinal
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Figura 32. APTEOS en medio intestinal.

Pese a las dificultades encontradas, se intenta determinar la nafcilina liberada por los materiales
A-InS y A-BnS en el medio intestinal mediante fluorescencia, obteniendo espectros como los
indicados en la Figura 32. Vistos los pobres resultados obtenidos, y dado que el medio intestinal
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presenta una absorbancia muy alta en la misma zona del espectro en que absorbe la nafcilina,
se intenta como alternativa la fosforescencia a temperatura ambiente, previamente descrita.

Para ello, se prepara una disolucién con 2832 puL del medio intestinal, con 2400 pL de Kl 3M,
155 pL de Na2S030,1 M y 4153 L de PBS 0,1 M con pH 7,4, obteniendo una intensidad de
sefial inferior a 0,2, por lo cual se decide descartar esta técnica.

Dadas las dificultades presentes para la determinacion de nafcilina en medio intestinal, y siendo
el objetivo fundamental del trabajo el estudio de la liberacion contralada del farmaco y no la
puesta a punto de un método de determinacidn de nafcilina en medio intestinal, se decide centrar
el trabajo Unicamente en la liberacién en medio gastrico.

2.2. Medio gastrico
2.2.1. Tubos con 250 mg de compuesto

Igual que en el medio intestinal, las preparaciones descritas en el apartado 111.3.3. se ponen en
un agitador rotatorio y comienza el estudio de liberacion. Se realizan las medidas de los
sobrenadantes a lo largo de tres semanas. Las concentraciones de nafcilina medidas en cada
tubo se presentan en la Figura 33.
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Figura 33. Graficos de la liberacion de nafcilina por dia en cada uno de los materiales sintetizados.
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Estudiando los gréficos, se aprecian grandes diferencias entre los compuestos. La concentracion
de nafcilina presente en el sobrenadante del ensayo de liberacién de A-InS es creciente a lo
largo del ensayo. Un comportamiento parcialmente similar es el del material basado en TEOS,
aunque en este caso la concentracion de nafcilina resulta méas baja y aproximadamente constante
a lo largo del ensayo. En cambio, las mediciones para el M-BnS y M-InS son totalmente
irregulares y aleatorias, con concentraciones que, en muchos casos, son inferiores al limite de
deteccion. Por otro lado, pese a que la pareja de materiales Ph-InS / Ph-BnS presentan todos los
dias una concentracion inferior al limite de deteccidn, por lo cual se representa la intensidad, la
concentracion de nafcilina liberada aparenta tener una tendencia creciente. Esta disparidad en
los resultados esta relacionada con los grupos quimicos presentes en la superficie de los
distintos materiales, que interaccionan con el antibiético afectando su lixiviacién del material.

Las A-InS, recubiertas con APTEOS, presentan grupos amino en su superficie, lo que genera
un entorno hidrofilico y con capacidad para forma enlaces de hidrégeno con el medio que
compitan con la nafcilina, reteniéndola menos y liberdndola mas.

Las T-InS, recubiertas con el mismo TEOS empleado para constituir el ncleo de las particulas,
por otro lado, solo presente la estructura de la propia silice, con una interaccion pobre con la
nafcilina, liberandola rapidamente, estando practicamente la totalidad de ella en disolucion casi
desde el principio.

Las Ph-InS presentan un grupo aromatico en la cadena lateral que puede interaccionar
facilmente con el naftaleno de la nafcilina mediante interacciones de tipo z-z stacking. Estas
interacciones pueden retener fuertemente a la nafcilina, haciendo que se libere muy lentamente
o incluso que no se libere.

Las M-InS presentan un comportamiento dificil de explicar. Considerando que la superficie
estd modificada unicamente por la presencia de algunos grupos metilo, a priori se esperaria un
comportamiento similar al obtenido en T-InS, con una retencion ligeramente mayor por la
mayor hidrofobicidad de la superficie. Los resultados obtenidos, en que la nafcilina queda
completamente retenida por el material, requieren un estudio méas detallado que se encuentra
fuera del alcance del presente trabajo fin de master (TFM).

2.2.2. Tubos con 500 mg de compuesto.

Con objeto de obtener mayores concentraciones de nafcilina en el sobrenadante que permitieran
mejorar la calidad de los resultados obtenidos, se decidio repetir la experiencia de liberacion
empleando una mayor concentracién de material en un menor volumen de medio de liberacién,
de forma que la concentracion de nafcilina en medio gastrico fuera mayor. Se prepararon los
tubos como se explica en el apartado 111.3.3., y se pusieron a rotar en el agitador. Las
concentraciones de nafcilina medidas en cada tubo se presentan en la Figura 34.
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Figura 34. Graficos de la liberacion de nafcilina por dias en los materiales sintetizados.

En este ensayo, las M-InS y las M-BnS no pudieron separarse por centrifugacion del medio
gastrico, ni siquiera aumentando el tiempo de centrifugacion a 3 horas. Dada la imposibilidad
material, no se pudo hacer un seguimiento de la nafcilina liberada. Este hecho se puede
relacionar con lo hallado en la primera prueba, sugiriendo que la propia naturaleza del material
obtenido no es comparable a la de los otros materiales sintetizados.

Por otro lado, la sefial de la nafcilina liberada por A-InS aumenta progresivamente, llegando a
un punto en el que se acaba saliendo del intervalo dinamico lineal del método fluorescente, no
pudiendo cuantificarla. Esto es coherente con los resultados recabados del primer ensayo, donde
las A-InS son también las que mayor concentracion de nafcilina presentan en la liberacion.

Contrariamente a lo esperado, las T-InS no mejoran su liberacion. Aunque tienen una tendencia
similar a la observada en el experimento anterior, la concentracion de nafcilina liberada esta
por debajo del limite de deteccidn.

En el caso del Ph-InS los resultados son similares a los obtenidos en el caso anterior, sugiriendo
que incluso en estas condiciones la retencion ejercida por los grupos bencénicos sobre la
nafcilina es muy grande. No obstante, se percibe una ligera tendencia al aumento de la sefial de
la nafcilina con el tiempo de liberacion.

2.2.3. Ensayos de liberacion por agitacion magnética

Se quiere probar una liberacién ain mas concentrada y en un periodo corto de tiempo con los
dos materiales que produjeron mejores resultados: A-InS y T-InS. Para ello, directamente en
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una cubeta se pesan 250 mg del compuesto que se desea monitorizar y se afiaden 2,5 mL de
medio gastrico. Se introduce un iman en el interior de la cubeta y se emplea un portamuestras
que permite la agitacidn magnética a la vez que se mide fluorescencia. La muestra se mantiene
en agitacion durante 10 minutos, y se detiene dejando reposar al sistema 1 minuto antes de
tomar un espectro de emision. El experimento se finaliza cuando la intensidad de fluorescencia
permanece constante con el tiempo.

Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 35.
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Figura 35. Gréficos de la liberacion de la nafcilina en el APTEOS y en TEOS mediante agitacion, medido por fluorescencia.

El ensayo durd aproximadamente cuatro horas para los materiales recubiertos con APTEOS y
3 para los recubiertos con TEOS. En este caso, se observa que el material T-BnS produce una
sefal de fluorescencia superior al T-InS, sugiriendo que libera mas nafcilina el material que no
la contiene que el que si. Esta contradiccion esta en linea con los resultados inesperados
obtenidos en los experimentos en que se utilizé una mayor cantidad de material sélido. Una
posible explicacion es que el material haya retenido parte de los estabilizantes que contiene el
reactivo TEOS y cuya liberacion se aprecia en los sistemas que tienen una mayor proporcion
de sélido/medio. Ademas, en el caso particular de las medidas a tiempos cortos realizadas
directamente en la cubeta, puede que el tiempo que se deja de reposo al sistema entre el fin de
la agitacion y la medida no sea suficiente y se generen problemas de dispersion de luz que
falseen el espectro.

Los resultados del material recubierto con APTEQS son los esperados. Las primeras medidas,
tanto en el blanco como en el cargado son un poco mas altas debido al ruido del sistema.
Conforme pasa el tiempo, el blanco permanece mas o menos estable y el que contiene la
nafcilina va aumentando progresivamente hasta que se estabiliza.
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Conclusiones

Se sintetizaron nanoparticulas esféricas cargadas con nafcilina recubiertas con
cuatro precursores diferentes: TEOS, APTEOS, MTEOS y PhTMOS. Se altero el
orden de incorporacion del farmaco, afiadiéndolo en la superficie funcionalizada.

Los materiales obtenidos presentan una forma esférica regular y con un tamafio
medio de 79+13 nm, ligeramente mas pequefias que las de la bibliografia seguida.
No se aprecia una gran diferencia morfoldgica entre los cargados con antibiético y
los blancos. Estos también se analizaron por FT-IR, encontrando que la estructura
silicea enmascara el resto de componentes, resultando que tampoco haya diferencias
entre los espectros, ni se observe la presencia de la nafcilina debido a su baja
concentracion.

Se ensayaron tres metodos espectrofotométricos: absorcion ultravioleta-visible,
fosforescencia a temperatura ambiente y fluorescencia, resultando ser este ultimo el
mas indicado, con un limite de deteccion del orden de 107 M.

Se plantearon ensayos de liberacion en dos medios: gastrico e intestinal. EI medio
intestinal era incompatible con los sistemas de medida propuestos.

Los experimentos en medio gastrico demostraron que las nanoparticulas recubiertas
con 3-aminopropiltrietoxisilano liberan el antibidtico de forma regular, siendo las
gue mostraron un comportamiento mejor. Las nanoparticulas recubiertas con
tetraetoxisilano mostraron resultados positivos, unicamente cuando se emplean en
baja proporcion con respecto al medio de liberacion.

Las nanoparticulas recubiertas con metiltrietoxisilano presentan unas caracteristicas
fisicas que las hacen dificilmente separables del medio gastrico por centrifugacion,
por lo que no se pueden obtener resultados concluyentes.

Las nanoparticulas recubiertas con feniltrimetoxisilano muestran una elevada
retencion del antibiotico, probablemente como consecuencia de la interaccion entre
los grupos fenilo presentes en la superficie de las nanoparticulas con los grupos
naftilo del antibiotico.
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ANEXO

1. Estructura precursores
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Figura 39. Estructura TEOS
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