Universidad de Panama

Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y Tecnologia

Escuela de Quimica

Proyecto de tesis titulado “Evaluaciéon de la Encapsulacion Supramolecular del
Farmaco Antichagasico Nifurtimox en Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo” para

optar por el titulo de Licenciado en Quimica.

Director de tesis:

Dr. José Luis Robinson Duggon

Codirector de tesis:

Dr. Mario Luis Miranda Montenegro

Elaborado por:

Jean Carlos Arauz Miranda

8-975-1990

Panama, Abril 2024



Aprobado por:

6/

Dr. José Luis Robinson-Duggon

e o i

Dr. Mario Luis Miranda Montenegro

MR,

Dr. Carlos Hemau;\ios Martln

/%ﬂy %//%A/’

Dr. Marcos H. Salazar

Realizado por

# Mg

7’

Jean Carlos Araliz Miranda

Pagina | Il



Dedicatoria

El tiempo, el esfuerzo y la dedicacién de este proyecto son el reflejo del apoyo,
carifio y confianza que me brindan mis padres, que son los pilares mas importantes y

por lo tanto les dedico el trabajo a ellos.

Pagina | Il



Agradecimientos

A la Universidad de Panama por ser la entidad encargada de formar a los

profesionales.

Secretaria Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién (SENACYT) por financiar el

proyecto y la carrera.

Sistema Nacional de Investigacién (SNI) por financiar el proyecto.

Departamento de Bioquimica donde se realizaron los experimentos.

Laboratorio de Bioorganica Tropical por el trabajo en conjunto.

Departamento de Quimica Analitica por el trabajo en conjunto.

Laboratorio de la calidad del agua y el aire (LACAYA) por el trabajo en conjunto.

Ph.D Nory Marifio-Ocampo del Departamento de Quimica Biolégica de la Pontificia

Universidad Catoélica de Chile.

Dr. Daniel Guerra-Diaz de la Universidad Tecnoldégica Metropolitana Santiago, Chile.

El Centro de Investigacion e Informacion de Medicamentos y Toxicos (CIIMET) por el

trabajo en conjunto.

OriginLab por tener una version gratuita para estudiantes de su Software.

ACD/Labs por la version de prueba de su software Spectrus Processor.

A supramolecular.org por su calculadora de constantes de asociacion.

Pagina | IV



indice de contenido

(OF=1o]1 81 (o T Bl [ o) d {oTo [ Tl 1] o APPSR 13
1P O = 1o o 1 (=T TP PR RPN 18
L O ] o] [ £ 1Yo - F O PP P PRSPPI 18

L P € 1= T 1= - L= J PP PP PP PRI 18
1.2.2. | SY 0 1-Ted 1 Telo 1< TP PP PP P PP PPN 18
1.3, JUSTIICACION. ettt et et e et e e e e et et eaeeeans 19

(OF=T 11481 (o J230 17 =1 (oTo [o] Lo =1 - PN PP P PP PP PP 20
2.1 Preparacién de disolucion de Hexafluorofosfato de bis(ciclopentadienil)cobalto(lll)
(Cob*).20
2.2. Titulacion Espectrofotométrica de Cucurbit[7]urilo (CB[7]). veoeeveriiiiiiiiieireeeneennens 21
2.3. Titulacién Espectrofotométrica de Cucurbit[8]urilo (CB[8]). ..eevererirriniireieniinneennennn 21
2.4 Preparacion de buffer de fOSTato.....ov i 22
2.5 Preparacién de disolucion de Albumina Sérica Humana (HSA). ..cvvviviiiiiiiiniininienenen. 22
2.6 Preparacioén de disolucion de Benznidazol (BNZ). .....euiveniiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee, 23
2.7 Preparacion de disolucion de Azul de Metileno (MB). c.ouceuieiiiiiiiiiiiiiiiicirie e, 23
2.8 Preparacion de disolucidn de Nifurtimox (NFX) en dimetilsulféxido (DMSO)............... 23

2.8.1 Mediciones de NFX por Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis).................. 24
2.8.2 Efecto solvatocromico de NFX en diferentes disolventes organicos. .................. 24
2.8.3 Evaluacion Espectroscopica de NFX encapsulado en CB[7]y CBI[8]. ...cevevvenennenen 25

2.8.4 Evaluacion por Espectrometria de Masas de NFX encapsulado en CB[7]y CB[8]. 25

Pagina | V



2.9 Preparacion de disolucion de NFX en agua. ....c.ccuviuiiiiiiiiiiiiiieiie e ee e e 26

2.9.1 Evaluacion Espectroscopica de NFX encapsulado en CB[7]y CB[8]. ...cevevvvnennennn 26

2.9.2 Evaluacion por Espectrometria de Masas de NFX encapsulado en CB[7]

(NFX@CB[7]) y NFX encapsulado en CB[8] (NFX@CBI[8]). c..euetueureaeuiieeniieeneieeieieeeeneeanaenns 26

2.9.3 Estudios de fotodegradacion NFX con respecto a NFX@CB[7] y NFX@CB[8]....... 27

2.10 Preparacion de disolucién de NFX en acetonitrilo (ACN)......ccveviiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeenes 28

2.10.1 Estudios de interacciones entre NFXy NFX@CB[n] (n =7, 8) con la HSA{HSA:NFXy

HSA:NFX@CB[n] (n =7, 8)} por Espectroscopia de Fluorescencia. ........ccceeeeveviieiiinnnnnnnn.. 28

2.10.2 Estudios de fotoproductos generados en la irradiacion de NFX por Cromatografia

Liquida de Alta Presion (HPLC). ...ttt et e e e e e e s ee e e ee e ees 29
2.10.3 Ensayo del Desplazamiento Competitivo (GDA). ....coiuviiiiiiiiiiiiiiieiiieeree e 29
2.11 Estudios de Acoplamiento Molecular Inducido (Docking). .....ccoeeeeuiiiiiiiiiiieiininnenennenes 31
Capitulo 3: ReSUlLtados Y diSCUSION. ..vuiuii ittt ee et et e e en s e eaeaeensaeneaesneansnees 33
3.1 Titulacion Espectrofotométrica de CB[7] Y CBI8]. euviuiiuiiiiiiiiiiiiiieiieeceeceeie e, 33
3.2 Disolucion de NFX en DMSO. ...ccuiiuiiuiiiiiiiiiiiiici ettt et e e e 35
3.2.1 Mediciones de NFX por Espectroscopia UV-Vis......cciiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeens 35
3.2.2 Efecto solvato cromico de NFX en disolventes de diferentes polaridades. .......... 36
3.2.3 Evaluacion Espectroscoépica de NFX encapsulado en CB[7]y CB[8]. .....cceevvennenns 38
3.2.4 Evaluacion por Espectrometria de Masas de NFX@CB[7] y NFX@CB[8].............. 39
3.3 DisOlUCION de NFX BN ABUA ...euiniiiiiiiieee et e e e e e et e et e ete s e e e eaeenes 47
3.3.1 Evaluacion Espectroscopica de NFX encapsulado en CB[7]y CB[8] ....cevevvenennenen 47

Pagina | VI



3.3.2 Evaluacion por Espectrometria de NFX encapsulado en CB[7]y CB[8]................ 48

3.3.3 Estudios de fotodegradacion de NFX con respecto a NFX@CB[7] Y NFX@CBJ8]. .54

3.4 Disolucién de NFX en Acetonitrilo (ACN). ..ouiinieiiiiiii et e e e e 59

3.4.1 Estudios de interacciones entre NFX@CBI[n] (n =7, 8) y HSA. Sistema Ternario

HSA:NFX@CB[n] (N =7, 8) y Binario HSAINFX. ..c.eiiiiiiiiei et e 59
3.4.2 Estudios de fotoproductos generados en la irradiacién de NFX por HPLC. .......... 64
3.4.3 Ensayo de desplazamiento COMPELItIVO. ..cuiuviiuiiiiiiiiiiii e eaes 71

3.5 Estudios de acoplamiento molecular de NFXcon CB[N] (N =7, 8). ceeeevieeiniineniiiennnnnnnn. 77
(670 ] aTo1 1T ] o] s PP PPPRPPR 83
RECOMENTACIONES ..cuiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e ens 84
=] L= =T o To] =T T PPN 85
N = (o T PPN 94
APENAICE A: ADIEVIACIONES ..uuivniiniiiiiieiie ittt eeeeeeeeete e taeeaeeneensnesnesnesnesnesnssnnsnnsnnsnns 94
Apéndice B: Espectros de masas de la SeCCIiON 4. 1.4 . ...cuiniiiiiiiiiiiiiiii e ee e e eeans 95

Pagina | VII



indice de Figuras

Figura 1.1 Ciclo vital de T. Cruzi. (modificado de Bern, C., 2015)...ccccivveiiiiiineiininiennnen. 14

Figura 1.2 (A) Descripcién clasica del mecanismo de bioactivacién de Nifurtimox y (B)
mecanismo alternativo de bioactivacién de Nifurtimox descrito recientemente (C)

Resultados de Hall et al (Hall, B. S.,20T7). ciininiiiiiiiiiei et ee e e e e e e e e e e e 15
Figura 1.3 Principales ramas de la quimica del Cucurbit[n]urilo (Yao, Y. Q., Chen, K., Hua,
WA (1 O i 1 IR PP PR PP PR 16
Figura 1.4 Interacciones propuestas en sistemas CB[6]-THF-A+(Yao, Y. Q., Chen, K., Hua,
A A 0 i 1 TSP PR PR 16
Figura 3.1 Espectro UV-Vis de NFX a diferentes concentraciones. .......cccceeeveeenvenennennnne. 35
Figura 3.2 Estructura molecularde NFX. ..o e, 36
Figura 3.3 A) NFX en agua B) NFX en acetonitrilo C) NFX en metanol D) NFX en etanol E)
NFX en acetona F) NFX en N-hexano. ...ttt e e e 37
Figura 3.4 Complejo NFX@CB[7] y NEX@CBI[8] por Espectroscopia UV-Vis.................... 39
Figura 3.5 Espectro UV-Vis de NFX@CB[7]y NFX@CB[8] usando disolucién de NFX en

= [ (U T TP PP RPN 48
Figura 3.6 Estudios de fotodegradaciéon de NFX, NFX@CB[7]y NFX@CB[8] con luz UV-Aa
TOO LUX (A, B, )t ettt ettt ettt ettt e e e e e s e e e e e e e e anaansanansananaannens 55
Figura 3.7 Estudios de fotodegradacién de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CB[8] con luz blanca
(A, B, C)y lUZ azUL (D, E, F). ettt et e e st et e s e e s e e s e anaans 57
Figura 3.8 Apagamiento de la fluorescencia de HSA por NFX(A) y NFX@CB[n], n = 7(B),

<1 (O P RPN 62

Figura 3.9 Cromatogramas de NFX monitoreado a 400 (A.1), 399 (B.1), 277 (C.1) y 274 nm
(D.1) y NFXirradiado con luz UV-A monitoreado a 400 (A.2), 399 (B.2), 277 (C.2) y 274 nm
(5257 F PP OPT PPN 66

Figura 3.10 Cromatogramas de NFX monitoreado a 400 (A.1), 393 (B.1), 319 (C.1) y 231
nm (D.1) y NFXirradiado con luz azul monitoreado a 400 (A.2), 393 (B.2), 319 (C.2) y 231
0 10 1572 TS 68

Figura 3.11 A) Energias de enlace aproximadas de NFX (Huheey, pps., 1958) B)
Longitudes de onda que son usadas en la irradiacién con luz blanca, azuly UV-A, C)

NFX@CB[n] (n =7, 8) bajo irradiacion con luz blanca, azuly UV-A. .......c.ccceviiiiiiiiniennnnn. 69
Figura 3.12 Ensayo de desplazamiento competitivo de BNZ frente a NFX@CB[n], n = 7(A),
ST =) P O TR PR PR PPN 72
Figura 3.13 Ensayo de desplazamiento competitivo de MB frente a NFX@CB[n], n = 7(A),
ST =) P O T TP PR PPN 74
Figura 3.14 20 conformaciones posibles para NFX@CB[n] n=7(A), 8(B). «cccvvvevivrininnen.n. 78

Pagina | VIII



Figura 3.15 Histogramas de las 20 conformaciones posibles para NFX@CBI[n], n =

A VAN 1T ) IR =7 AN o ¥ Lo ) 79
Figura 3.16 Diferentes grupos obtenidos en el histograma [grupo 1(G1) mayor afinidad,
menor energia; grupo 9(G9) menor afinidad, mayor energia] para NFX@CB[7]. ............. 80
Figura 3.17 Diferentes grupos obtenidos en el histograma [grupo 1(G1) mayor afinidad,
menor energia; grupo 9(G9) menor afinidad, mayor energial. ....cccoveeveevereiieeneeeneennenns 81
Figura 3.18 Conformacion mas estable para NFX@CB[n], n=7(A), 8(B). cecveuverrenrennennen. 82

indice de Graficas

Grafica 3.1 Titulacion de Cucurbit[7]Urilo. c...euii i e e 33
Grafica 3.2 Titulacion de Cucurbit[8JUrilo. ....iuivr i e e e aaes 34
Grafica 3.3 Estudios de fotodegradacion de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CB[8] usando luz
DLlANCA. c et e 58
Grafica 3.4 Estudios de fotodegradacion de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CB[8] usando luz
24U | PP 59

Grafica 3.5 Apagamiento de la fluorescencia de HSA por NFXy NFX@CB[n] (n=7, 8)....64

Pagina | IX



indice de Cuadros

Cuadro 3.1 Comportamiento solvatocrémico de NFX en diferentes solventes organicos.

............................................................................................................................... 37
Cuadro 3.2 Complejo NFX@CB[7] Y NFX@CBI8] por espectroscopia UV-Vis................. 38
Cuadro 3.3 Cuadro comparativo de sefales del blanco, NFXy CB[7] con respecto a

N (G072 ] 7 PP PP 44
Cuadro 3.4 Senales mas caracteristicas en el espectro MS/MS de NFX@CBJ7]. ............ 45
Cuadro 3.5 Maximos de absorcion de NFX@CBJ[7] Y NFX @CB[8] usando disolucion de
N =T o =T = U - T PP PPN 48
Cuadro 3.6 Ecuaciones y coeficiente de correlacion polinomial (r?) del apagamiento de la
fluorescencia de HSA por NFXy NFX@CBIN] (N =7, 8). ceuiuiiiiiiiiiiieiiiieieieeieieeeineeaenens 63
Cuadro 3.7 Constantes de asociacion de BNZ frente a NFX@CB[n] (n=7,8). .ccccvenennenen 73
Cuadro 3.8 Constantes de asociacion de MB frente a NFX@CB[n] (n=7,8). cceceevenennene. 75

Cuadro 3.9 comparacién de las constantes de asociacién de BNZ, NFXy MB con CB[7]y

indice de Tablas

Tabla 3.1 Datos de la titulacién de Cucurbit[7]urilo ......ceviiiniiiiiiiiiiiiie e, 33
Tabla 3.2 Datos de la titulacién de Cucurbit[8Jurilo. ......ccuviiiniiiiiiiiiiii e, 34
Tabla 3.3 Datos de fluorescencia de HSA:NFX, HSA:NFX@CB[Nn] (N=7, 8). «cevvevivreniennenn 60

Tabla 3.4 Tabla de datos de afinidad y RMSD para 20 conformaciones de NFX@CB[n] n =7
(Izquierda), 8(DErEChA). «.cuiueiii it r et rae e e e e saeteae e ensaensaaensanansans 77

Pagina | X



Indice de espectros

Espectro 3.1 Espectro de masas de€ CBl7]. ceceiiiiiiiieee et e 40
Espectro 3.2 Espectro de masas de CB[8]. ..ccoeiiiiiiiiiee e e 41
Espectro 3.3 Espectro de masas de NFX coninterferencia. ......ccooevviniiiiiiiiiiiiineninennn. 42
Espectro 3.4 Espectro de NFX@CB[7] con DMSO como posible interferencia. .............. 43
Espectro 3.5 Espectro de masas del DMSO. ......c.iuiiiiiiiiiiiiieceeeee e e 46
Espectro 3.6 Espectro de masas de DMSO@CB[7]. ..cuveiuiiiiiiiiiiiieeiieeieieeieeeeieeeaeenes 47
Espectro 3.7 Espectro de masas de NFX (Disolucidon en agua). .....cccceeeveeiiineniinennennnnn. 49
Espectro 3.8 Espectro de masas MS/MS de NFX. ....ciuiiiiiiiiiiiic e 50
Espectro 3.9 Espectro de masas de NFX@CB[7] (Stock en agua). .....cccoveveviiieniininnennnnn. 51
Espectro 3.10 Espectro de masas MS/MS de M/2Z 737 ..c.cuiiuiiiiiiiiiiiiiiieiieeee e e 52
Espectro 3.11 Espectro de masas de NFX@CB[8]. ....cuviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirneieeeeeineeaenens 53
Espectro 3.12 Espectro de masas MS/MS de M/2Z 847.....uuiuieiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiniieeneneenns 54
Espectro 0.1 Espectro de masas (MS/MS) de M/zZ 660. .......ceuveeiriieiniiiiiieniiiineninneneaeennns 95
Espectro 0.2 Espectro de masas (MS/MS) de M/zZ 632. ...cuviuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieineneneeenens 96
Espectro 0.3 Espectro de masas MS/MS de M/z 630. ...ccivviiniiiiiiiiiiiiiiieeiiieeneieeneeenens 96
Espectro 0.4 Espectro de masas (MS/MS) de m/z599. ....vnininiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeeeeans 97
Espectro 0.5 Espectro de masas MS/MS de M/Z 1203.....ceieiieiiiiiie e eeeeeeeeeeeneenenns 97
Espectro 0.6 Espectro de masas (MS/MS) de M/Z 1247 ...uneneneneieieieiie e 98
Espectro 0.7 Espectro de masas delagua ........eeuveiiiiiiiniiiniineeeieieeeeeeeeeeeeeeneeenens 98

Pagina | Xl



RESUMEN

Este estudio esta enfocado en evaluar el complejo de inclusién del medicamento
conocido como Nifurtimox con el macrociclo Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo. Se
realizaron estudios por Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis) y Espectrometria
de Masas (MS). Con el ensayo del desplazamiento competitivo se obtuvo las
constantes de asociacion de Nifurtimox con Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo haciendo
uso de azul de metileno como molécula competitiva por su elevada constate de
asociacion. Con estos datos se plantea un aumento de la solubilidad del Nifurtimox en
agua gracias a la formacién de un complejo de inclusién con Cucurbit[7]urilo y
Cucurbit[8]urilo. Ademas presentamos estudios de acoplamiento molecular inducido
que corroboran la viabilidad de la formacién del complejo de inclusién entre Nifrutimox
con Cucurbit[7]urilo y con Cucurbit[8]urilo que aunados a los resultados experimentales
justifican seguir trabajando en esta linea de investigacion. Se puso a prueba los
beneficios que otorga el encapsulamiento supramolecular de Nifurtimox en
Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo irradiandolos con luz blanca, azul y UV-A, donde los
fotoproductos generados producto de la irradiacion disminuyen en presencia de
Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo, de esta manera, la encapsulacién de Nifurtimox

podria prolongar su vida util en el tiempo.
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Capitulo 1: Introduccién.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce la Tripanosomiasis Americana,
o Enfermedad de Chagas, como una de las 17 enfermedades tropicales desatendidas,
que han persistido en las sociedades mas pobres y marginadas (Kowalska, A et al.,
2011). La mayoria de las infecciones se encuentran en América Latina, donde la
enfermedad representa un problema importante con respecto a la morbilidad y
mortalidad de la poblacion general, y se ha convertido en una carga que agota los
recursos econoémicos de la region y afecta el entorno social y laboral de quienes la
padecen (Haberland, A et al., 2013). La migracion internacional ha provocado la
afluencia de sujetos infectados desde América Latina al resto del mundo, convirtiendo
asi la enfermedad en un problema para los sistemas de salud a escala global (Manne,
J. M et al., 2013; Alvarez-Hernandez, D. A et al.,2018). En este contexto, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) impulsé diferentes iniciativas para
implementar y desarrollar medidas para controlar la transmision de la Enfermedad de
Chagas por vector, por transfusion y de madre a feto, dependiendo de las
caracteristicas epidemioldgicas de cada region (Merino, F. J et al.,2013). El ciclo vital
de T. cruzi comienza cuando el vector triatominos ingiere tripomastigotes circulantes
en una comida de sangre de un hospedador mamifero infectado (Figura 1.1) (Bern,

C., 2015).
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Figura 1.1 Ciclo vital de T. Cruzi. (modificado de Bern, C., 2015)

Actualmente, existen dos farmacos antitripanocidas disponibles que se utilizan para
tratar la infeccion por T. cruzi: Benznidazol y Nifurtimox. Ambos tienen una actividad
tripanocida muy alta durante la fase aguda de la enfermedad: hasta el 100% en recién
nacidos y hasta el 80-90% en nifios y adultos identificados y tratados oportunamente.
Sin embargo, tienen una actividad tripanocida muy baja durante la fase crénica de la
enfermedad (Ventura-Garcia, L et al., 2013; Manne, J. M et al.,2013). El Benznidazol
es un tripanocida derivado del nitroimidazol que se absorbe rapidamente en el tracto
gastro intestinal y actua mediante modificacion covalente de macromoléculas por
nitroreduccion de intermediarios. Durante las 2 primeras semanas de tratamiento se

producen erupciones cutaneas debidas a la fotosensibilizacion (Carabarin Lima, A et
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al.,2011). Nifurtimox es un compuesto nitrofurano que se absorbe adecuadamente en
el tracto gastrointestinal y actua mediante la reducciéon del grupo nitroso para formar
radicales inestables como el nitroanion, que es altamente reactivo y produce
metabolitos de O2 reducidos altamente toxicos (Figura 1.2) (Hall, B. S.,2011). Inhibe
la sintesis de acido piruvico e interrumpe el metabolismo de los carbohidratos de T.

cruzi (Paco, J., & Vilhena de Mendonga, F., 2011).

(Y /NNJI
ON N
2 I\/O2

Nifurtimox
A B C

Type Il _ Type | ar
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CN
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/ N
(2 N H. D\}N\N < ~N
ONQj “NLL N™ "o _"T'O
| I\/ 0 OIH K/ 0, k’/soz
2 H.O
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Z N
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K ) l
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N
OEN/Q\"; ‘N'j\l K/SOE
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Figura 1.2 (A) Descripcion clasica del mecanismo de bioactivacion de Nifurtimox y (B)

mecanismo alternativo de bioactivacién de Nifurtimox descrito recientemente (C)
Resultados de Hall et al (Hall, B. S.,2011).

Las caracteristicas estructurales de los Cucurbit[n]urilos (CB[n]) es decir, sus
cavidades hidrofébicas rigidas, dos portales idénticos bordeados de carbonilo y sus
caracteristicas de potencial electrostatico de regiones cargadas negativamente
alrededor de los grupos carbonilo del portal pueden coordinar varios iones metalicos y
formar los correspondientes complejos de coordinacion, dando lugar a la quimica de

coordinacion basada en CB[n] (Figura 1.3) (Yao, Y. Q., Chen, K., Hua, Z. Y., 2017).
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Figura 1.3 Principales ramas de la quimica
del Cucurbit[n]urilo (Yao, Y. Q., Chen, K.,
Hua, Z. Y., 2017)

Los CBIn] son utilizados para la liberacion controlada de farmacos, similar al caso de
Cucurbit[6]urilo (CB[6]) y tetrahidrofurano (THF) que pueden asociarse y disociarse
controlando la concentracion de iones Na* en los portales de la molécula huésped

simplemente ajustando el pH (Figura 1.4) (Yao, Y. Q., Chen, K., Hua, Z. Y., 2017).

Figura 1.4 Interacciones propuestas en sistemas
CB[6]-THF-A+(Yao, Y. Q., Chen, K., Hua, Z. Y., 2017).
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Uno de los beneficios que obtienen los farmacos encapsulados en CBJ[7], es que
presentan una mayor estabilidad quimica y térmica gracias a la cavidad protectora que
ofrece el CBJ[7] a los huéspedes incluidos (Dong, N., 2010). Muchas moléculas de
farmacos y principios activos son poco solubles en medios acuosos, lo que a menudo
limita su eficacia en aplicaciones biomédicas como es el caso de Nifurtimox. El CB[7]
se ha estudiado recientemente por su capacidad para solubilizar compuestos
hidréfobos en medios acuosos (Liu, Q., 2015). La biotransferencia eficaz es esencial
para que las moléculas de cualquier farmaco ejerzan sus efectos terapéuticos. Al
mejorar la estabilidad y solubilidad de un farmaco tras su acomplejacion en CB[7], el
farmaco acomplejado también puede atravesar las membranas celulares u otras
barreras bioloégicas de forma mas eficaz, lo que se traduce en una mayor
biotransferencia (Hettiarachchi, G., 2010; Miao, X., 2015; Gomez-Roman, N., 2015;
Ma, W. J., 2013)( Plumb, J. A., 2012). Tras la encapsulacién del CB[7], las moléculas
de farmaco suelen estabilizarse en condiciones fisiologicas antes de alcanzar su lugar
de destino, minimizando asi los efectos no deseados causados por interacciones en
lugares que no son objetivos terapéuticos (Kuok, K. I., 2017). Estudios in vitro previos
han demostrado que el CB[7] no causé una disminucion excesiva de la viabilidad
celular en diversas lineas celulares cuando se expusieron a este macrociclo en
concentraciones inferiores a 500 uM (Kuok, K. I., 2017). Utilizando los beneficios
otorgados por la quimica supramolecular del Cucurbit[n]urilo se puede conseguir que
la solubilidad y la estabilidad de Nifurtimox en medio acuoso mejore y asi mejorar sus

efectos terapéuticos.
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1.1. Hipétesis.

La encapsulacién supramolecular del Nifurtimox en el Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo
modificaran las propiedades fotofisicas y acuosas, permitiendo mejorar su solubilidad

y con esto potenciar la actividad terapéutica del farmaco.

1.2. Objetivos.

1.2.1. Generales.

Evaluar el efecto de la encapsulacion supramolecular del Nifurtimox en

Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo.

1.2.2. Especificos.

1.Caracterizar fotofisicamente el Nifurtimox y sus respectivos complejos de

inclusion con el Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo.

2. Determinar las constantes de asociacion del Nifurtimox con el Cucurbit[7]urilo

y Cucurbit[8]urilo.

3. Observar el efecto de la encapsulacion supramolecular del Nifurtimox en el

Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo en sus propiedades acuosas.

4. Determinar las estructura de los complejos de inclusién del Nifurtimox con el

Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo por estudios de Acoplamiento Molecular.

5. Observar el efecto de la encapsulacién supramolecular del Nifurtimox en el

Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo en la fotoestabilidad.
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1.3. Justificacion.

El Nifurtimox (NFX) es un derivado del nitrofurano que se usa para tratar la enfermedad
de Chagas, una enfermedad desatendida causada por el protozoo Trypanosoma cruzi.
El farmaco es muy poco soluble en medios acuosos, estudios de la encapsulacion
supramolecular de Nifurtimox con -ciclodextrinas sugieren un aumento en la
solubilidad en agua (Moroni, A., 2023) y estudios recientes de la encapsulacién
supramolecular de Benznidazol con Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo sugieren un
aumento en la solubilidad en agua (Dominguez G., Robinson J., 2023). Este estudio
busca evaluar si las propiedades fisicoquimicas del farmaco mejoran cuando se
acompleja con Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo, de esta manera NFX podria tener una
mejor bioadsorcion que se traduce a una dosis menor pero con los mismos resultados
tripanocidas y con menores efectos secundarios como la anorexia, problemas
gastrointestinales, mialgia, anomalias neurolégicas, insomnio, temblores entre otros
(Paco, J., & Vilhena de Mendonga, F., 2011). Con los resultados de esta investigacion
se pretende establecer las bases que justifiquen las siguientes etapas del proyecto de
investigacioén, lo que permitiria a largo plazo incluir una nueva linea de ataque contra
la enfermedad sin necesidad de hacer la sintesis de un nuevo farmaco, es decir

potenciar sus efectos positivos y minimizar los efectos negativos.
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Capitulo 2: Metodologia.

Todos los insumos y reactivos utilizados: (Nifurtimox = 98% HPLC; SIGMA-ALDRICH),
(Agua LC-MS; SIGMA-ALDRICH), (Metanol; ACS/MERCK), (Metanol; LC-
MS/MERCK), (Dimetilsulfoxido; ACS/Tedia), (n-Hexano; 95% / Tedia), (Etanol; ACS /
MERCK);  (Acetonitrilo; LC-MS/ MERCK), (Acetona; LC-MS/ MERCK),
(Cucurbit[7]urilo; 99% / SIGMA-ALDRICH), (Cucurbit[8]urilo; 99% / SIGMA-ALDRICH),
(Hexafluorofosfato de bis(ciclopentadienil)cobalto(lll); 98%/ SIGMA-ALDRICH), (Azul
de metileno 98% ; SIGMA-ALDRICH), (NaH2PO4-H20; 98%/ SIGMA-ALDRICH),
(NazHPO4-7H20; ACS98%/SIGMA-ALDRICH), (Benznidazol; 97%/SIGMA-ALDRICH),
(HSA; 299%/SIGMA-ALDRICH), (Azul de metileno; 98% / SIGMA-ALDRICH) (Filtro
circular de membrana; 0.22 um, 47 mm (hidrofilica) MF-Milipore), (Acido
trifluoroacetico; 95% / Tedia), (Viales de masas; PTFE/®13 mm/0.22 um), (Eppendorf;
1.5 mL). Todos los insumos y reactivos fueron usados en su estado de origen y no se

le realizé ningun tipo de tratamiento o procedimiento previo a su uso.

21 Preparacion de disolucién de Hexafluorofosfato de

bis(ciclopentadienil)cobalto(lll) (Cob*).

En un vial ambar de 5 mL pesar 0.0036 g de Cob* usando una balanza analitica,
disolver en 4 mL de agua y sénicar 3 veces para obtener una concentracion de 2.0

mM. Los calculos se realizaron usando la Ecuacién 2.1. La concentracion de Cob* en
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disolucién se determind con precision utilizando su coeficiente de absortividad molar

34200 M-' cm™" a 261 nm obtenido de Yi & Kaifer (Yi, S., & Kaifer, A. E., 2011).

Ecuacion 2.1

g =P.M xV x[] donde: g es gramos, P.M es peso molecular, V es volumen y [ ] es

concentracion.

2.2. Titulacion Espectrofotométrica de Cucurbit[7]urilo (CB[7]).

En un vial ambar de 5 mL pesar 0.0045 g de CB[7] usando una balanza analitica.
Disolver en 3 mL de agua y dejar agitando la disolucion durante 1 dia
aproximadamente. Sonicar la solucién durante 1 minuto y repetir 2 o 3 veces. Preparar
solucion de Cob* a partir de la disolucidn preparada en la seccion 2.1 y ajustar
espectrofotométricamente a 0.60 de absorbancia a 261 nm. Tomar la absorbancia en
adiciones de 0, 8, 16 hasta llegar a 120 pL de CB[7]. La metodologia se adapto de Yi

& Kaifer (Yi, S., & Kaifer, A. E., 2011).

2.3. Titulacion Espectrofotométrica de Cucurbit[8]urilo (CB[8]).

En un vial ambar de 10 mL pesar 0.0015 g de CB[8] usando una balanza analitica.
Disolver en 10 mL de agua y dejar agitando la disolucion durante 1 dia
aproximadamente. Sonicar la disolucion durante 1 minuto y repetir 2 o 3 veces.
Preparar disolucién de Cob* a partir de la disolucién preparada en la seccién 2.1y

ajustar espectrofotométricamente a 0.15 de absorbancia a 261 nm. Tomar la
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absorbancia en adiciones de 0, 30, 60 hasta llegar a 390 uL de CB[8]. La metodologia

se adapto segun Yi & Kaifer (Yi, S., & Kaifer, A. E., 2011).

2.4 Preparacion de buffer de fosfato.

Pesar 1.3799 g de NaH2PO4-H20 y 2.6807 g de Na2HPO4-7H20, disolver por separado
usando dos matraces aforados de 100 mL, sonicar y luego aforar. Ambas disoluciones
estan a 100 mM, tomar alicuota 12,3 mL de la disolucién Na2HPO4-7H20 vy alicuota de
7.7 mL de la disolucion de NaH2PO4-H20; ambas se combinan en un matraz aforado
de 200 mL, sonicar y aforar. Medir pH con un potenciémetro y asegurar que esté a pH
de 7.4 o si no ajustar con gotas de NaOH 0.1 M. El pKa es de 7.2 y usar la Ecuacion

2.1 y Ecuacion 2.2 para realizar los calculos.

Ecuacion 2.2

_ A
pH = pKa+log [FA]

2.5 Preparacion de disoluciéon de Albumina Sérica Humana (HSA).

En un eppendorf de 1.5 mL pesar 0.0035 g de HSA usando una balanza analitica.
Disolver en 351 yL de agua. Usar un agitador de tubos eléctrico para asegurar la
homogenizacion de la disolucion. Esta disolucion esta a una concentracion de 150 uM

(usar Ecuacién 2.1) y se conserva en la nevera a 8°C.

Pagina | 22



2.6 Preparacion de disolucion de Benznidazol (BNZ).

En un vial ambar de 5 mL pesar 0.0010 g de BNZ usando una balanza analitica,
disolver en 4 mL de agua grado LC-MS y sonicar 3 veces para obtener una
concentracion de 3.8 mM (usar Ecuacion 2.1). La concentracion de BNZ en solucién
se ajustd con precision utilizando su coeficiente de absortividad molar (€) de 14920 L

mol~'em~" a 324 nm obtenido de Petravicius et al (Petravicius, P. O et al., 2019).

2.7 Preparacion de disolucion de Azul de Metileno (MB).

En un vial ambar de 5 mL pesar 0.0010 g de MB usando una balanza analitica, disolver
en 3 mL de metanol y sonicar 3 veces para obtener una concentracion de 3.0 mM (usar
Ecuacion 2.1). La concentracion de MB en disolucion se ajusto con precision utilizando
su coeficiente de absortividad molar (¢) de 84300 L mol~' cm™ a 664 nm obtenido de

Ozdemir (Ozdemir, F. A., 2009).

2.8 Preparacion de disolucion de Nifurtimox (NFX) en dimetilsulféxido (DMSO).

En un vial ambar de 5 mL pesar 0.0010 g de NFX usando una balanza analitica,
disolver en 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO) y sonicar 3 veces para obtener una
concentracion de 3.5 mM (usar Ecuacion 2.1). El disolvente que es recomendado por
el fabricante para trabajar NFX debido a que presenta una buena solubilidad en DMSO:
213 mg/mL segun Sigma-aldrich empresa proveedora de NFX. Como el DMSO se

congela a bajas temperaturas guardar a temperatura de habitacion.
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2.8.1 Mediciones de NFX por Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

A partir de la disolucién preparada en la seccioén 2.8 preparar disoluciones de 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 uM, usando agua como disolvente. Los calculos se
realizaron usando la Ecuacién 2.3. El equipo usado es un Cary 60 UV-Vis

Spectrophotometer modelo G6860A.

Ecuacion 2.3

C1V1 = C2V2

Donde:

C1, es la concentracion de inicio

Co, es la concentracion final

V1, es el volumen de inicio

V2, es el volumen final

2.8.2 Efecto solvatocromico de NFX en diferentes disolventes organicos.

A partir de la disolucion preparada en la seccidn 2.8, preparar en disolventes de
diferentes polaridades. Utilizar la Ecuacion 2.3 para los calculos: NFX 40 uyM en
acetonitrilo, NFX 40 uyM en acetona, NFX 40 yM en n-hexano, NFX 40 uM en metanol
y NFX 40uM en etanol. Usar como blanco el mismo disolvente asignado en cada

disolucion. El equipo usado es un Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer modelo G6860A.

Pagina | 24



2.8.3 Evaluacion Espectroscépica de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8].

A partir de la disolucién preparada en la seccidon 2.8, preparar las siguientes
disoluciones en agua. Utilizar la Ecuacién 2.3 para los calculos: NFX 26 uM, NFX 26
MM en CB[7] 200 uM y NFX 26 uM en CBJ[8] 110 uM. Ademas, usar como blanco agua.

El equipo usado es un Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer modelo G6860A.

2.8.4 Evaluacion por Espectrometria de Masas de NFX encapsulado en CB[7] y

CBI8].

A partir de la disolucion preparada en la seccidon 2.8, preparar las siguientes
disoluciones en agua. Utilizar la Ecuacién 2.3 para los calculos: NFX 20 uM; NFX 20
MM en CB[7] 200 uM y NFX 20 uM en CB[8] 110 yM Filtrar las disoluciones con filtros
de 0.22 pym para jeringas y depositar en viales ambar para masas de 1.5 mL. El equipo
usado es un UPLC ACQUITY Clase H con un detector espectréometro Waters XEVO
TQD. Modo de ionizacion electroespray (ESI*), temperatura de la sonda 150°C, voltaje
del cono entre 15 y 30 voltios, Voltaje del capilar corona de 3.50kV, flujo de gas de

desolvatacién 400L/h y flujo de gas del cono 20L/h.

2.8.4.1 Comprobacion de la competencia del DMSO por la cavidad del CB[7].

A partir disolucion preparada en la seccidn 2.8, preparar las siguientes disoluciones
en agua. Utilizar la Ecuacién 2.3 para los calculos: DMSO 0.1%, DMSO 0.1% en CB[7]
200 pM. Filtrar las disoluciones con filtros de 0.22 ym para jeringas y depositar en

viales ambar para masas de 1.5 mL. El equipo usado es un UPLC ACQUITY Clase H
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con un detector espectrometro Waters XEVO TQD. Modo de ionizacion electroespray

(ESI*).

2.9 Preparacion de disolucion de NFX en agua.

En un vial ambar de 10 mL pesar 0.0010 g de NFX usando una balanza analitica,
disolver en 10 mL de agua grado LC-MS y sonicar 3 veces para obtener una
concentracion de 348 uM (usar Ecuacion 2.1). La concentracién de NFX en disolucién
se ajustd con precision utilizando su coeficiente de absortividad molar (¢ = 15000 L

mol~' cm™" ) obtenido de Moroni (Moroni, A. B., 2023).

2.9.1 Evaluacion Espectroscépica de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8].

A partir de la disolucion preparada en la seccion 2.9, preparar las siguientes
disoluciones en agua. Utilizar la Ecuacion 2.3 para los calculos: NFX 26 uM, NFX 26
MM en CB[7] 200 uM y NFX 26 uM en CBJ[8] 110 uM. Ademas, usar como blanco agua.

El equipo usado es un Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer modelo G6860A.

2.9.2 Evaluacién por Espectrometria de Masas de NFX encapsulado en CBJ[7]

(NFX@CBI[7]) y NFX encapsulado en CB[8] (NFX@CBI8]).

A partir de la disolucion preparada en la seccidon 2.9, preparar las siguientes
disoluciones en agua. Utilizar la Ecuacién 2.3 para los calculos: NFX 26 uM, NFX 50

MM en CB[7] 200 uM y NFX 50 uM en CB[8] 110 uM Filtrar las disoluciones con filtros
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de 0.22um para jeringas y depositar en viales ambar para masas de 1.5 mL. El equipo
usado es un UPLC ACQUITY Clase H con un detector espectrémetro Waters XEVO
TQD. Modo de ionizacion electroespray (ESI*), temperatura de la sonda 150°C, voltaje
del cono entre 15 y 30 voltios, Voltaje del capilar corona de 3.50KV, flujo de gas de

desolvatacion 400L/h y flujo de gas del cono 20L/h.

2.9.3 Estudios de fotodegradacion NFX con respecto a NFX@CB[7] y

NFX@CBIS].

2.9.3.1 Luz UV-A.

A partir de la disoluciéon preparada en la seccidon 2.9, preparar las siguientes
disoluciones en agua. Utilizar la Ecuacién 2.3 para los calculos: NFX 26 uM, NFX 26
MM en CB[7] 200 uM y NFX 26 pM en CBJ[8] 110 uM. Usar fotoreactor con luz UV-A
con iluminancia de 100 Lux para irradiar durante 1 hora, hacer las lecturas de
absorbancia antes de la irradiacion y después de la irradiacion, usar como blanco
agua. El equipo usado es un Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer modelo G6860A y

fotoreactor luzchem LZC-ICH2.

2.9.3.2 Luz Azul y Luz Blanca.

A partir de la disolucion preparada en la secciéon 2.9, preparar las siguientes
disoluciones en agua. Utilizar la Ecuacién 2.3 para los calculos: NFX 16 uM, NFX 16
MM en CB[7] 200 yM y NFX 16 uM en CB[8] 110 uM. Con iluminador LED (Luzchem’s
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LED-illuminator (LEDi)) a 50 mm de distancia de la celda con corriente de salida de
~0.91 y agitacion magnética, irradiar durante 30 minutos y tomar absorbancia a los 0,
5, 10 hasta llegar a 30 minutos. Es el mismo procedimiento para la luz azul y la luz
blanca. Graficar los valores obtenidos de absorbancia en absorbancia normalizada vs

tiempo de irradiacion (Usar Ecuacion 2.4.)

Ecuacion 2.4

AN — Alrradiado
&in irradiar

2.10 Preparacion de disolucion de NFX en acetonitrilo (ACN).

En un vial ambar de 5 mL pesar 0.0010 g de NFX usando una balanza analitica,
disolver en 1 mL de ACN grado LC-MS y sonicar 3 veces para obtener una
concentracion de 3.5 mM (usar Ecuacion 2.1). La concentracion de NFX en disolucién

se determind con precisién utilizando su coeficiente de absortividad molar.

2.10.1 Estudios de interacciones entre NFX y NFX@CB[n] (n = 7, 8) con la HSA
{HSA:NFX y HSA:NFX@CB[n] (n = 7, 8)} por Espectroscopia de

Fluorescencia.

Preparar las siguientes disoluciones en buffer de fosfato. Utilizar la Ecuacion 2.3 para
los célculos: HSA 5 yM, HSA 5 pM en CBJ[7] 50 uM y HSA 5 pM en CBJ8] 30 uM. A
partir de la disolucion preparada en la seccién 2.10, realizar las lecturas a 0, 2, 4, 6,

8, 10, 12 y 14 uM de NFX. El equipo es un Fluoromax®-4 de HORIBA, ajustar con los

Pagina | 28



siguientes parametros: Excitacion en 295 nm, emision en 295 nm + 10 nm. El barrido
es de 0 hasta 500 nm con ranura de emision de 2 y ranura de excitacion de 2. Los
datos obtenidos se graficaron Fo/F vs Molaridad, donde Fo es la fluorescencia del
fluoroforo sin el extintor y F es la fluorescencia del fluoroforo con el extintor. EI método

se ajusto segun Chaves et al (Chaves, O. A et al., 2018).

2.10.2 Estudios de fotoproductos generados en la irradiacion de NFX por

Cromatografia Liquida de Alta Presiéon (HPLC).

El método para HPLC contempla un gradiente de 10-60% de ACN con un flujo de 1
mL/min con una columna C18 (5 uM) 250x4.6 mm marca Restek y Lot 150713B. Los
disolventes son agua y ACN, ambos con 0,1% de acido trifluoroacético (TFA) y filtrados
con filtros de membrana hidrofilicos. El método se adecuo segun Hall et al (Hall, B. S.,
et al 2011). A partir de la disolucién preparada en la seccién 2.10, preparar: NFX 16
MM, NFX 16 uM Irradiado con luz azul y NFX 16 uM Irradiado con luz UV-A. Todas las
diluciones se hicieron en agua grado LC-MS, la Ecuacion 2.3 fue usada para realizar
los calculos de las diluciones pertinentes. El equipo usado fue un cromatografo liquido

de alta presién FS-HPLC (Shimadzu).

2.10.3 Ensayo del Desplazamiento Competitivo (GDA).

2.10.3.1 BNZ frente a NFX@CB[n] (n =7, 8).

A partir de la disolucién preparada en la seccidén 2.10, preparar las siguientes

disoluciones en agua. Utilizar la Ecuacién 2.3 para los célculos: NFX 10 uM en CB[7]
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50 uM; NFX 10 uM en CBJ[8] 30 uM. A partir de la disolucion preparada en la seccion
2.6, realizar las lecturas a 0, 1, 2, 3, 4, 5 hasta llegar a 25 yM de BNZ, usar como
blanco agua. El equipo es un Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer modelo G6860A. La
metodologia se ajustd segun Sinn et al (Sinn, S., et al., 2020). Los datos obtenidos por
UV-Vis fueron introducidos en el sitio web supramolecular.org en formato Excel
siguiendo sus indicaciones, una vez ingresados la calculadora realiza una regresion
no lineal sobre estos datos utilizando la ecuacion de enlace exacta implementada a

través de un programa con servidores en Python.

Enlaces:

Data generada para NFX@CBJ[7] + BNZ:

http://app.supramolecular.org/bindfit/view/0688e1ae-dcb6-4f54-ae85-c944e89d39c5

Data generada para NFX@CBI[8] + BNZ:

http://app.supramolecular.org/bindfit/view/10033e62-523e-421c-b966-fb6bce081e63

2.10.3.2 MB frente a NFX@CBI[n] (n =7, 8).

A partir de la disolucion preparada en la seccidon 2.10, preparar las siguientes
disoluciones en agua. Utilizar la Ecuacién 2.3 para los célculos: NFX 10 uM en CB[7]
50 uM, NFX 10 uM en CB[8] 30 uM. A partir de la disolucion preparada en la secciéon
2.7, realizar las lecturas a 0, 1, 2, 3,4 hasta llegar a 25 yM de MB, usar como blanco
agua. El equipo es un Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer modelo G6860A. La

metodologia se ajustd segun Sinn et al (Sinn, S et al., 2020). Con los datos obtenidos
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por UV-Vis fueron introducidos en el sitio web supramolecular.org en formato Excel
siguiendo sus indicaciones, una vez ingresados la calculadora realiza una regresion
no lineal sobre estos datos utilizando la ecuacion de enlace exacta implementada a

través de un programa con servidores en Python.
Enlaces:
Data generada para NFX@CB[7] + MB:

http://app.supramolecular.org/bindfit/view/474c6a66-6ab5-4fb5-b348-610d23f0a3cb

Data generada para NFX@CB[8] + MB:

http://app.supramolecular.org/bindfit/view/bb16bd55-ebf8-41fd-b4a4-06964a7c7d34

2.11 Estudios de Acoplamiento Molecular Inducido (Docking).

La estructura del NFX fue optimizada geométricamente usando el programa Spartan
10 y las cargas parciales fueron recogidas usando la metodologia ESP de Shao et al
(Shao et al., 2006). La estructura del macrociclo del CB[7] fue optimizada utilizando el
programa Gaussian09 (Frisch et al., 2009). Los calculos fueron realizados utilizando la
Teoria del Funcional de la Densidad (DFT-Density Functional Theory), usando la
funcional hibrida B3LYP y el conjunto de base 6-311G*. Los estudios de
acomplamienton molecular o docking fueron realizados utilizando los programas
AutoDock 4.2 y AutoDock Tools (Goodsell et al., 2009; Morris et al., 200). Los mapas
de cuadricula fueron calculados utilizando la opcién autogrid4, con un espacio entre

puntos de 0.375 A. Las coordenadas del centro de la caja se fijaron en el centro de
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CBJ[7], la opcion autotors fue utilizada para determinar los enlaces rotables del ligando.
En el acoplamiento molecular se emplea los siguientes parametros para el algoritmo
genético lamarckiano (LGA-Lamarkian Genetic Algorithm); una poblacién de 150
individuos aleatorios, 100 ciclos de evaluaciones, un nimero maximo de 2.5x10* de
evaluaciones energéticas, un numero maximo de generaciones de 27000, una tasa de
mutaciones de 0.02 y una velocidad de cruce de 0.80. Las mejores conformeros
obtenidas fueron escogidas con respecto a una menor energia de acoplamiento y un
numero alto de representaciones conformacionales. El programa PyMolTM fue
empleado para visualizacién de estructuras, analisis de datos y generaciones de

imagenes (Schrondinger., 2015).
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Capitulo 3: Resultados y discusidn.

3.1 Titulacién Espectrofotométrica de CB[7] y CBI[8].

Los datos obtenidos para CB[7] (Tabla 3.1) se graficaron en Absorbancia vs Volumen

de CB[7] en una hoja de Excel (Grafica 3.1). De esta manera se calcula la

concentracion real de la disolucion de CB[7] usando las ecuaciones obtenidas en la

titulacion que representan la formacion del complejo estable del Cob* encapsulado en

CB[7]. Esto es debido a que CBJ[7] puede albergar hasta 7 moléculas de agua en su

cavidad producto del proceso de recristalizacion.

Tabla 3.1 Datos de la titulacion de

Cucurbit[7]urilo.

CB[7] (ML) Abs (261 nm)
0 0,59088
8 0,57685
16 0,57065
24 0,55120
32 0,52621
40 0,50476
48 0,49466
56 0,46580
64 0,46926
72 0,47028
80 0,47125
88 0,46815
96 0,47297
104 0,46962
112 0,47000
120 0,47199

0,70

o
-\
o

|

Absorbancia

0,50 -

y =-0,0022x + 0,598
R?=0,9813

y = 3E-05x + 0,468
R?=0,1094

0,40

0 50 100

Volumen de CB[7] (uL)
Grafica 3.1 Titulacion de Cucurbit[7]urilo.
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Los datos obtenidos para CB[8] (Tabla 3.2) se graficaron en Absorbancia vs Volumen

de CBJ[8] en una hoja de Excel (Grafica 3.2). De esta manera se calcula la

concentracion real de la disolucion de CBJ[8] usando las ecuaciones obtenidas en la

titulacion que representan la formacion del complejo estable del Cob* encapsulado en

CBJ8]. Esto es debido a que CB[8] puede albergar hasta 10 moléculas de agua en su

cavidad producto del proceso de recristalizacion.

Tabla 3.2 Datos de la titulacién de Cucurbit[8]urilo.

CB[8] (ulL) Abs (261 nm) Abs (corregida)

0 0,18109 0,18109

30 0,17193 0,17365

60 0,15837 0,16154

90 0,14859 0,15305
120 0,14049 0,14611
150 0,13942 0,14639
180 0,13917 0,14752
210 0,13794 0,14760
240 0,13802 0,14906
270 0,13903 0,15154
300 0,13748 0,15123
330 0,13870 0,15396
360 0,13809 0,15467
390 0,14024 0,15847

0,20

Absorbancia

Grafica 3.2 Titulacion de Cucurbit[8]urilo.

y =-0,0003x +0,1812

R*=0,9916

y = 5E-05x + 0,1385
R*=0,9418

100

200 300
Volumen de CB[n] (uL)

400

500
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3.2 Disolucion de NFX en DMSO.

3.2.1 Mediciones de NFX por Espectroscopia UV-Vis.

Se encontraron dos maximos de absorcién, uno de 273.0 nm en la region ultravioleta
y otro de 402.0 nm en la region visible (Figura 3.1), tiene color amarillo en fase sélida
y en fase liquida. El color amarillo usualmente lo presentan los compuestos que
contienen el grupo nitro. Este barrido espectral a diferentes concentraciones también
proporciona informacién de posibles agregados que puedan formarse entre moléculas

de NFX, sin embargo, no se observan agregaciones.

— NFX 10pM
— NFX 20pM
— NFX 30pM
— NFX 40pM
— NFX 50uM
— NFX 60pM
— NFX 70pM
— NFX 80uM
— NFX 90uM
— NFX 100uM

Absorbancia

0,0

300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 3.1 Espectro UV-Vis de NFX a diferentes concentraciones.
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3.2.2 Efecto solvato cromico de NFX en disolventes de diferentes polaridades.

Dado que la polaridad de una molécula suele cambiar cuando se dan transiciones
electrénicas del estado basal al estado excitado, la posicién y la intensidad de los
maximos de absorcién pueden desplazarse, disminuir o0 aumentar cuando se cambia

la polaridad del disolvente.

K\S =0

\ . /.(\‘\-.I"AN/ \T/

N-—

/
g’ \' CH

Figura 3.2 Estructura molecular de NFX.

Nifurtimox (Figura 3.2) es una molécula con polaridad media atribuida por el grupo
nitro, el anillo furano, hidrazona y sulfona. Las energias de las transiciones electronicas
de orbitales T>1* 0 de n>1* pueden aumentar o disminuir si la estabilidad se ve
favorecida o no. En disolventes no polares como el n-hexano no se pueden apreciar
los maximos de absorcion por que la molécula no esta solvatada (Cuadro 3.1). En
disolventes polares como acetona, etanol, metanol, acetonitrilo y agua, las moléculas

se encuentran solvatadas y presentan dos maximos de absorcion (

Figura 3.3), la excepcion es la acetona que presento interferencias por debajo de 200

nm y solo se distingue un solo maximo de absorcion.
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Cuadro 3.1 Comportamiento solvatocromico de NFX en diferentes solventes

organicos.
Solvente Constante )\,max(nm) )\.max(nm)
dieléctrica  Figura 3.3
Agua 78.54 A 273.0 402.0
Acetonitrilo 36.64 B 274.0 398.0
Metanol 32.6(25°) C 273.0 393.0
Etanol 24.6 D 273.0 393.0
Acetona 21.01 E - 395.0
n-Hexano 1.89 F - -
0,4+ A 0,4
B [+
A |
~
] | 2 = {
g | b g I [
fo2{ |/ g o Zo2 | /
2 W < \ / b | Fa J
".‘ | l\\ ,-"I
\.___ /‘ vy \ . vf
\ 0,0 S \_
0,0 v v - . 200 300 400 500 600 00 : . . .
200 300 400 500 600 Longitud de onda (nm) 200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
0,4 0,4- 047 |
D E F
|
S02{ | / 0,2 80,2
g \ 2 2 |
Ed < |
.___\./_,- I.I
0,0 . . b . . 0,0 . . . 0,0 \'_'—"—r— : .
200 300 400 500 600 400 500 600 200 300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

Longitud de onda (nm)

Longitud de onda (nm)

Figura 3.3 A) NFX en agua B) NFX en acetonitrilo C) NFX en metanol D) NFX en
etanol E) NFX en acetona F) NFX en n-hexano.
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3.2.3 Evaluacion Espectroscépica de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8].

La encapsulaciéon supramolecular de NFX en complejos de inclusion como CBJ[7] y
CBJ[8] se puede observar a través de la Espectroscopia UV-Vis por medio del
desplazamiento de los maximos de absorbancia que presenta la molécula cuando se
acompleja. Esto sucede gracias al desplazamiento de las moléculas de agua de alta
energia que estan confinadas dentro de la cavidad de los macrociclos. Se puede
evidenciar un desplazamiento de los maximos en 263 nm y 393 nm hacia el rojo
(Cuadro 3.2). El desplazamiento fue de al menos unos 13 nm en NFX@CB[7] y de
unos 17 nm para NFX@CBJI8] (Figura 3.4). No se observé un aumento en la intensidad
de los maximos. También, se confirma que CBJ[7] y CB[8] no presentan maximos de

absorcion debido a que no presentan grupos cromoéforos en su estructura.

Cuadro 3.2 Complejo NFX@CBI[7] Y NFX@CBI8] por espectroscopia UV-Vis.

Amax(nm) Amax(nm)
NFX 263.0 393.0
NFX@CBJ7] 274.0 406.0
NFX@CBI8] 275.0 410.0
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——NFX 26 uM
0,4+ NFX@CB[7] (26 uM/200 uM)
——— NFX@CBI8] ( 26 uM/110 uM)
3
Q
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©
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202t
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<
0,0 o

300 400 ' 500 T 600
Longitud de onda (nm)

Figura 3.4 Complejo NFX@CB[7] y NFX@CBI[8] por Espectroscopia UV-Vis.

3.2.4 Evaluacion por Espectrometria de Masas de NFX@CB[7] y NFX@CBI8].

El CB[7] tiene un peso molecular de 1162 g/mol, el ion sodio (Na*) tiene un peso
molecular de 23 g/mol y el ion potasio (K*) tiene un peso molecular de 39 g/mol. En el
Espectro 3.1, la sefal de m/2z de 604 corresponde a la molécula dicargada de CBJ7]
con dos Na*, la sefial de m/2z de 613 corresponde a la molécula dicargada de CB[7]

con Na*y K*. La senal de m/3z de 798 corresponde al dimero de CB[7] tricargado con

tres Na*.
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Espectro 3.1 Espectro de masas de CB[7].

El CBI8] tiene un peso molecular de 1328 g/mol, el ion sodio (Na*) tiene un peso
molecular de 23 g/mol y el ion potasio (K*) tiene un peso molecular de 39 g/mol. En el
Espectro 3.2 la sefal de m/2z de 687 corresponde a la molécula de CBJ8] dicargada
con dos Na*. La senal de m/2z de 695 corresponde a la molécula de CBJ8] dicargada
con Na*y K*. La sefal de m/2z de 703 corresponde a la molécula de CB[8] dicargada
con dos K*. La sefial de m/3z de 914 corresponde al dimero tricargado de CB[8] con
dos Na* y un K*. La sefal de m/3z de 476 corresponde a la molécula tricargada de

CB[8] con dos K* y un Na*.
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687.4 6954
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Espectro 3.2 Espectro de masas de CB[8].

El NFX tiene un peso molecular de 287 g/mol, el proton (H*) tiene un peso molecular
de 1 g/mol y el DMSO tiene un peso molecular de 78 g/mol. En el Espectro 3.3 se
muestra el NFX con sefal de m/z de 288 corresponde a la molécula de NFX cargada
con un H* y la sefial de m/z de 310 corresponde a la molécula de NFX cargada con
Na*. La sefial de m/z de 197, 275 y 291 son posiblemente interferencias que aparecen

debido al uso de DMSO para solubilizar el NFX.
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Espectro 3.3 Espectro de masas de NFX con interferencia.

En el Espectro 3.4 aparecen sefales que no coinciden con el complejo de inclusidon
de NFX y CBJ7], pero si coinciden con sefales que indicarian que el DMSO esta
encapsulado en CB[7]. Es decir que probablemente el DMSO este interfiriendo. La
sefal de m/z de 679 corresponde a dos moléculas de DMSO encapsuladas en CB[7]
cargada con un K*, la senal de m/2z de 660 corresponde a dos molécula de DMSO
encapsuladas en CBJ[7] dicargada con dos H", la sefial de m/4z de 817 corresponde
al de dimero de CB[7] tretracargada con K* y Na'. La sefial de m/z de 632
corresponde a la molécula de DMSO encapsulado en CB[7] dicargada con Na* y H*.

La sefial de m/z de 290 y 275 son procedentes del DMSO.
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Espectro 3.4 Espectro de NFX@CBJ[7] con DMSO como posible
interferencia.

Para poder evidenciar la posible interferencia del DMSO frente a la formacion del
complejo de inclusién NFX@CB[7], en el Cuadro 3.3 se enlistaron las sehales m/z
mas caracteristicas del agua usada como blanco, del NFX y del NFX@CBJ[7]. Con
esto se hizo una comparacion de todas las sefiales y se seleccionaron (color rojo) las

nuevas sefales que solamente aparecen en NFX@CBJ[7].
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Cuadro 3.3 Cuadro comparativo de sefales del blanco, NFX y CB[7] con respecto a

NFX@CBI[7].
m/z Agua* m/zNFX m/z CB[7] m/z NFX@CBJ[7]
223.1 197.0 2573 7403 259.0  835.6
225.1 275.0 4351  798.2 4333 907.8
281.1 291.0 440.6 8223 599.4  923.1
299.1 293.0 446.6  893.7 6299  956.8
300.2 330.9 582.4  909.3 6324  1182.4
355.1 270.9 590.9 1185.6 660.5  1202.7
488.8 593.4 6873 12414
520.9 601.9 803.6 12435
606.9 604.4 815.1
724.8 613.2 816.9
288.1 679.5 822.3

*Espectro del agua en el apéndice B

En el Cuadro 3.4 se muestra que a cada sefial seleccionada se le realizd

Espectrometria de Masas Masas (MS/MS) para comprobar si estas pertenecen a la

formacion del complejo DMSO@CBJ7]. Tres de cada cinco sefiales muestran la sefial

m/z de 79 que corresponde a la molécula de DMSO cargada con H* (color azul).
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Cuadro 3.4 Sefiales mas caracteristicas en el espectro MS/MS de NFX@CBI7].

NFX/@CB|[7] m/z NFX/@CB|[7] m/z
582.2 79.0 632.1 809.3
599.4*
590.7 835* 582.5 754.6 835.1
593.2 796.5 835.9
79.0 1171.1 1204.6
629.9*
5823 1203* 1176.9
590.0 1202.8
593.2 1213.1 1242.0
632.4*

1241* 1240.6  1242.6

1241.3
78.9
660.5*
582.2 * Espectros en el Apéndice B
621.2

3.2.4.1 Comprobacién de la competencia del DMSO por la cavidad del CB[7] y
CBI8].

En el Espectro 3.5 se muestra la sefial de m/z de 79 correspondiente a la molécula

de DMSO cargada con H*, la sefial de m/z de 80 correspondiente a la molécula de

DMSO cargada con dos H* y la sefial de m/z 101 corresponde a la molécula de DMSO

cargada con Na™.
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Espectro 3.5 Espectro de masas del DMSO.

En el Espectro 3.6 se muestra la sefal de m/2z de 679 que corresponde a dos
moléculas de DMSO encapsuladas en CB[7] cargada con dos K*. La sefial de m/2z
660 corresponde a dos moléculas de DMSO encapsuladas en CB[7] dicargada con
2H*. La sefal de m/z 867 que corresponde a dos moléculas de DMSO encapsuladas
en CBJ[7] cargada con un K* y dos Na*. La senal de m/z 822 que corresponde a la
moléculas de DMSO encapsuladas en dos CB[7] cargada con Na* y con K* y la sefal
de m/4z 290 que corresponde a la moléculas de CB[7] tetra cargada con 4 H*. De esta
manera, se confirma que el DMSO ocasiona interferencia dentro de nuestras

condiciones experimentales.
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Espectro 3.6 Espectro de masas de DMSO@CBJ[7].

3.3 Disolucion de NFX en Agua

3.3.1 Evaluacién Espectroscépica de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8]

Con la disolucion en agua de NFX se aprecia un cambio tanto en el desplazamiento
de los maximos de absorcién como en sus intensidades cuando se forma el complejo
de inclusion NFX@CBJ[7] y NFX@CBI8] (Figura 3.5). Los maximos se presentan en el
Cuadro 3.5. Esto sucede debido a que NFX pasa de un medio totalmente hidrofilico a
un medio hidrofobico, ocasionando que la molécula se estabilice mejor en la cavidad

hidrofébica que es compatible con la polaridad media de NFX.
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Cuadro 3.5 Maximos de absorcion de NFX@CBJ[7] Y NFX @CBJ[8] usando disolucion
de NFX en agua.

Amax(nm) Amax(nm)
NFX 274.0 402.0
NFX@CBJ7] 278.0 417.0
NFX@CBJ8] 278.0 420.0

— NFX 26uM
o4l —— NFX@CB[7] 26uM/200uM
v —— NFX@CBI[8] 26uM/200uM

Absorbancia

'200 300 400 500 ' 600
Longitud de onda

Figura 3.5 Espectro UV-Vis de NFX@CBJ[7] y NFX@CB[8] usando
disolucion de NFX en agua.

3.3.2 Evaluacién por Espectrometria de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8]

Con la disolucion preparada en agua se repitio la Espectrometria de Masas para
evaluar la formaciéon del complejo de inclusion NFX@CB[7]. En el Espectro 3.7 la
sefial de m/z 310 corresponde a la molécula de NFX cargada con Na*, la sefial de m/z

288 corresponde a la molécula de NFX cargada con H* y la sefal de m/z 326
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corresponde a la molécula de NFX cargada con K*. Al usar agua se nota una diferencia
muy importante, ahora el NFX es la sefial mas intensa de todas y de esta manera se

comprueba que no existe ningun tipo de interferencia.

100+ NFX+Na*
310
2
(1]
>
©
©
]
(3]
o
n
| =
g
= NFX+H*
288 | NFX+K*
326
0 .

300 400 500

m/z

Espectro 3.7 Espectro de masas de NFX (Disolucion en agua).

Solamente para corroborar que la sefal m/z 288 proviene de NFX se realizd
Espectrometria de Masas Masas y se obtuvo el Espectro 3.8 donde estan
identificados los fragmentos caracteristicos de NFX. Se utilizé un software que predice

espectros de masas htips://cfmid.wishartlab.com/predict.
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Espectro 3.8 Espectro de masas MS/MS de NFX.

En el Espectro 3.9 la sefial de m/2z 737 corresponde a la molécula de NFX
encapsulada en CB[7] dicargada con un H* y un Na*. La sefal de m/2z 745
corresponde a la molécula de NFX encapsulada en CB[7] dicargada con un H" y un
K*. Con estas 2 senales se corrobora nuevamente que el DMSO era una interferencia

y también que se esta formando el complejo de inclusion de NFX@CBJ7].

Pagina | 50



CB[7]+2Na"

100- 604
NS
3
s
o CB[7]#+NFX+Na*+H*
g 7371 -
3 CB[7]+NFX+K*+H
'g NFEX+Na* 7451
g 4
£ NFX+H* //
288
310
0 -
200 400 600 800 1000 1200
m/z

Espectro 3.9 Espectro de masas de NFX@CB[7] (Stock en agua).

En el Espectro 3.10 se muestra la sefial m/2z 737 a la cual se le realizo Espectrometria
de Masas (MS/MS) y se aprecia la sefal m/z 288 que efectivamente es NFX cargada
con Na*. Ademas, la sefial de m/z de 593 corresponde a la molécula de CB[7] con un
fragmento de NFX de m/z 141 (ver Espectro 3.8), esta senal esta dicargada con Na*

y K*.
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Espectro 3.10 Espectro de masas MS/MS de m/2z 737.

En el Espectro 3.11 la sefial de m/2z 838 corresponde a la molécula de NFX
encapsulada en CBJ[8] dicargada con Na*y con K*. La sefial de m/2z 847 corresponde
a la molécula de NFX encapsulada en CB[8] dicargada con dos K*. De esta manera

se comprueba la formacion del complejo de inclusion de NFX@CB[8].
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Espectro 3.11 Espectro de masas de NFX@CBI[8].

En el Espectro 3.12 se muestra la sefial m/2z 847 a la cual se le hizo Espectrometria
de Masas (MS/MS) y se aprecia la sefial m/z 310 que efectivamente es NFX cargado
con Na*. Ademas, la senal de m/z de 703 corresponde a la molecula de CB[8] con el

fragmento de NFX de m/z 148 (ver Espectro 3.8), esta sefial esta cargada con Na*.

Pagina | 53



100 -

a3 . 703,6
é[] +CB[8]+Na
m/z 148
2
s
©
L
T CB[8]+NFX+2K*
o 846,8
(1)
c
g
£
NFX+Na*
0 | L] 3ITO L] L] L] lw |ll| L]
100 200 300 400 500 600 700 800 900

m/z
Espectro 3.12 Espectro de masas MS/MS de m/2z 847.

3.3.3 Estudios de fotodegradacion de NFX con respecto a NFX@CB[7] Y

NFX@CBIS].

3.3.3.1 Luz UV-A.

Se observé que lairradiacién de NFX con la luz UV-A a 100 Lux de iluminancia durante
1 hora, provoca que se fotodegrade (Figura 3.6 A). El complejo de inclusién
NFX@CB[7] también es fotodegradado producto de la irradiacion (Figura 3.6 B), sin
embargo, en menor medida que NFX. Lo mismo sucede con NFX@CB[8] (Figura 3.6
C). La fotodegradacion de NFX posiblemente presenta uno o mas fotoproductos
generados por la irradiacion identificados con maximos de 277 y 399 nm (Figura 3.6

A).
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Figura 3.6 Estudios de fotodegradacion de NFX, NFX@CBJ[7] y
NFX@CBI[8] con luz UV-A a 100 Lux ( A, B, C).
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3.3.3.2 Luz Azul y Luz blanca.

La luz blanca tiene un maximo de absortividad que esta en 450 y 600 nm, segun los
resultados, esta luz tiene la energia necesaria para fotodegradar a NFX (Figura 3.7
A), sin embargo, no presenta ningun fotoproducto detectable por espectroscopia UV-
Vis. Con NFX@CB[7] practicamente no fotohubo degradacion (Figura 3.7 B) y con
NFX@CBI[8] si hubo fotodegradacién (Figura 3.7 C). Por otro lado, la luz azul tiene un
maximo de absortividad que oscila alrededor de los 450 nm, de mayor intensidad que
la luz blanca y produce una fotodegradacion abrupta de NFX (Figura 3.7 D) que genera
maximos en 293, 219y 231 nm que posiblemente sean fotoproductos de la irradiacion.
El complejo de inclusion NFX@CB[7] presentdé mayor fotoestabilidad frente a la
irradiacion (Figura 3.7 E) y NFX@CBJ8] también sufrié fotodegradacion por la
irradiacion (Figura 3.7 F). Esto se puede tomar como evidencia de lo siguiente; la
encapsulacion supramolecular de NFX previene la fotodegradacion por efectos de la

luz blanca, azul y UV-A.

Pagina | 56



NFX D NFX
A ~——0min —— Omin
-5min e BmMin
~———10min ——— 410min
15min 15min
0v2 by 20min 20min
8 25min 'g zsmin
E 30min E S0cein
o
2 ‘ 2
<0,14 <
0'0 . L T ] 0'0 - hd .
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
Lonaitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
NFX@CB[7]
B ~——— 0min NFX@CBm_ inli
2 e Smin
— 1o ——— 10min
e ~15min
0,2+ 20min 20min
3 25men 25min
€ $0oin 3 30min
3 \ :
5 \ g
201 \ S
1Y g
\
\\
0,0 v v ' \‘-* 00 :
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
NFX@CBI8] NFX@CB(8]
Cc ——— 0min E ——— 0min
A Smin -5min
| ———10min ~———10min
029 20min 20min
_g | 25min K] 25min
- | 3omin 2 30min
- £ .
o PN
2 9 _ \
<0 /\ < , Y\
0,0 ] . ; . 0,0 : . \?-"n—
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3.7 Estudios de fotodegradacion de NFX, NFX@CB[7] y
NFX@CBI[8] con luz blanca (A, B, C) y luz azul (D, E, F).
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Los datos obtenidos fueron graficados para observar la conducta que presenta NFX,
NFX@CB[7] y NFX@CBI[8] frente a la energia suministrada por la luz blanca y la luz
azul. En la Grafica 3.3 se observa que el complejo de inclusion NFX@CBJ[7] es mas
fotoestable frente a la irradiacion con luz blanca que NFX y NFX@CBI[8]. En la Grafica
3.4 se puede observar de igual manera que el complejo de inclusion NFX@CBJ7] fue
mas fotoestable frente a la irradiacion con luz azul que NFX y NFX@CBJ8]. Esto quiere
decir que NFX@CB[7] es mas resistente a ser fotodegradado, posiblemente el CB[7]

forma un complejo con NFX mas estable que lo protege mejor antes los efectos de la

luz.
1,100 ——NFX@CB[7]
©
T ——NFX@CB|[8]
~ 0,900 ._-_Q.it\;‘ L -
C_EG - NFX
20,700
©
s
3 0,500
e )
(@)
(7]
o]
< 0,300
0,100

0 10 20 30
Tiempo (min)

Grafica 3.3 Estudios de fotodegradacién de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CBJ[8] usando
luz blanca.
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Grafica 3.4 Estudios de fotodegradaciéon de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CBJ[8] usando
luz azul.

3.4 Disolucion de NFX en Acetonitrilo (ACN).

3.4.1 Estudios de interacciones entre NFX@CB[n] (n = 7, 8) y HSA. Sistema

Ternario HSA:NFX@CBI[n] (n = 7, 8) y Binario HSA:NFX.

La extincién de la fluorescencia de HSA por parte de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CBJ[8]
(Figura 3.8) implican un mecanismo estatico donde se da la formacién de un complejo
entre el fluoréforo (HSA) y el extintor (NFX o NFX@CBIn]). Si este estado fundamental
no es fluorescente, entonces decimos que el fluoréforo se ha apagado estaticamente.

Un mecanismo dinamico ocurre cuando el fluoréforo en estado excitado se desactiva
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por contacto con el extintor. En la Tabla 3.3 estan los datos de los sistemas obtenidos

por fluorescencia.

Tabla 3.3 Datos de fluorescencia de HSA:NFX, HSA:NFX@CBIn] (n= 7, 8).

HSA:NFX

HSA:NFX

[NFX]

Intensidad

Fo/F

Intensidad

Fo/F

0,0E+00

2,00E-06
4,00E-06
6,00E-06
8,00E-06
1,00E-05
1,20E-05

1,40E-05

310087,1983
233855,3167
164507,1063
128540,3869
88333,7698

68417,65151
52918,60687

43514,41518

1
1,325978826
1,884947133
2,412371752
3,510403767
4,53226896
5,859700711

7,126079875

321867,0885
239566,5452
179346,7482
126657,6998
92455,03664
74048,76564
53878,43836

43742,41948

1

1,343539384
1,794663643
2,541235859
3,481336444
4,346690802
5,973949845

7,358236977

HSA:NFX@CB[7]

HSA:NFX@CB[7]

0,00E+00
2,00E-06
4,00E-06
6,00E-06
8,00E-06
1,00E-05

1,20E-05

232214,5133
176639,8077
173702

128623,5826
85466,60061
66157,50255

49905,07493

1

1,314621638
1,314621638
1,805380543
2,717020586
3,510025384

4,653124228

247103,4564
230059,1292
183036,6301
139389,7181
101179,7971
73316,9519

58247,75154

1

1,074086724
1,350021885
1,772752393
2,442221309
3,370345465

4,242283175
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1,40E-05

45674,4212

5,08412602

45489,54194

5,432093748

HSA:NFX@CB[S8]

HSA:NFX@CB[S8]

0,00E+00
2,00E-06
4,00E-06
6,00E-06
8,00E-06
1,00E-05
1,20E-05

1,40E-05

111255,7167
92136,11991
67462,442
52251,50088
39262,1922
26621,07279
20638,68807

16924,1556

1

1,207514673
1,649150452
2,129234852
2,833660335
4,179234909
5,390638995

6,57378243

308651,3027
229197,9

168267,8586
129067,2928
99568,26617
73281,51671
58620,59138

42466,76604

1

1,346658511
1,834285557
2,391398286
3,099896328
4,211857458
5,265236932

7,268067043
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Figura 3.8 Apagamiento de la fluorescencia de HSA por NFX(A) y
NFX@CBIn], n = 7(B), 8(C).
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La curvatura hacia arriba tanto en NFX, NFX@CB[7] y NFX@CB|[8] es indicio de que
estan ocurriendo ambos mecanismos (estatico y dinamico) (Grafica 3.5), en el Cuadro
3.6 se presentan las ecuaciones de cada una y su coeficiente de correlacion. Con
vistas a que NFX es un profarmaco que es biodistribuido en el cuerpo gracias a la
unioén con la HSA, los estudios de interacciones del complejo ternario del encapsulado
de NFX unido a la HSA muestran que su biodistribucién probablemente no se vea
afectada por los macrociclos. Las interacciones que predominan en el complejo
ternario del encapsulado de NFX con la HSA son de tipo estaticos, donde se
comprueba la formacion de un complejo ternario y dinamicos donde el complejo de
inclusion entra y sale de la HSA, lo cual también es importante porque es necesario

que se libere el complejo de inclusion en el cuerpo y tenga su actividad terapéutica.

Cuadro 3.6 Ecuaciones y coeficiente de correlacion polinomial (r?) del apagamiento
de la fluorescencia de HSA por NFX 'y NFX@CBIn] (n =7, 8).

Ecuacion r?

HSA:NFX y = 2,42E+10x* + 1,10E+05x + 1,00E+00  0,9992

HSA:NFX@CB[7] y=198E+10x>+ 3,88E+04x + 9,64E-01 0.9955

HSA:NFX@CB[8] y=2,74E+10x> + 3,50E+04x + 1,08E+00  0.9977
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Grafica 3.5 Apagamiento de la fluorescencia de HSA por NFX y
NFX@CB[n] (n =7, 8).

3.4.2 Estudios de fotoproductos generados en la irradiacion de NFX por HPLC.

3.4.2.1 Fotoproductos generados con luz UV-A.

Cuando NFX es irradiado con luz UV-A, la molécula es fotodegradada y su espectro
de absorcién UV-Vis cambia y aparecen nuevos maximos de absorcion en 399 y 277
nm (Ver seccion 3.3.3.1). Estos fotoproductos fueron monitoreados por Cromatografia
Liquida de Alta Precision con detector de arreglo de diodo. En la Figura 3.9 NFX a 400
nm (A.1) presenta un tiempo de elucion a los 26 min con una sefal de 1800 mAU, sin
embargo, una vez que NFX es irradiado con luz UV-A (A.2), la sefal disminuye

practicamente a la mitad y aparecen otras 2 sefales con tiempos de retencién a los 23
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y 25 min que posiblemente son los fétoproductos generados producto de la irradiacion.
Los monitoreos de NFX a 399 (B.1), 277 (C.1) y 274 nm (D.1) indican que los grupos
funcionales presentes en la molécula pueden absorber a esas longitudes de
onda o también puede ser que el farmaco ya presenta un proceso de degradacion
producto del tiempo de almacenamiento, exposicion a la luz, efecto del solvente
de la molécula en solucién o condiciones atmosféricas. Es importante sefalar que
el maximo de 274 nm es propio de NFX y lo normal es que sea detectado. De igual
manera NFX irradiado con luz UV-A también fue monitoreado a 399 (B.2), 277 (C.2) y
274nm (D.2) donde presentan disminucién de sus sefiales a la mitad con respecto a
las sefales que presenta NFX no irradiado y también presenta el mismo patron de

sefiales en tiempos de retencion a 23 y 25 minutos como en (A.2).
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Figura 3.9 Cromatogramas de NFX monitoreado a 400 (A.1), 399 (B.1), 277 (C.1) y 274 nm (D.1) y
NFX irradiado con luz UV-A monitoreado a 400 (A.2), 399 (B.2), 277 (C.2) y 274 nm (D.2).
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3.4.2.2 Fotopoductos generados con luz Azul.

Cuando NFX es irradiado con luz azul, la molécula es degradada y su espectro de
absorcién UV-Vis cambia y aparecen nuevos maximos de absorcién en 393, 319y 231
nm (Ver seccion 3.3.3.2). Estos fotoproductos fueron monitoreados por Cromatografia
Liquida de Alta Precision con detector de arreglo de diodo. En la Figura 3.10 NFX a
400 nm (A.1) presenta un tiempo de elucién a los 26 min con una sefial de 1700 mAU,
sin embargo, una vez que NFX es irradiado con luz azul (A.2) la sefal disminuye
aproximadamente cuatro veces y aparecen otras 2 sefales con tiempos de elucion a
los 23 y 25 min, igual que con la luz UV-A. Los monitoreos de NFX a 393 (B.1), 319
(C.1) y 231 nm (D.1) indican que los grupos funcionales presentes en la molécula
pueden absorber a esas longitudes de onda o también puede ser que el farmaco
ya presente un proceso de degradaciéon producto al tiempo de almacenamiento,
exposicion a la luz, efecto del solvente de la molécula en soluciéon o condiciones
atmosféricas. De igual manera NFX irradiado con luz azul también fue monitoreado a
393 (B.2), 329 (C.2) y 231 nm (D.2) donde presentan disminucion de sus sefiales con
respecto a las no irradiadas y también aparecen las sefales con tiempos de retencion

de 23y 25 min.
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Figura 3.10 Cromatogramas de NFX monitoreado a 400 (A.1), 393 (B.1), 319 (C.1) y 231 nm (D.1)
y NFX irradiado con luz azul monitoreado a 400 (A.2), 393 (B.2), 319 (C.2) y 231 nm (D.2).

Pagina | 68



La Quimica Supramolecular juega un papel importante en la proteccion de NFX del
medio que la rodea. La luz UV-A tiene un maximo de absortividad de 367 nm con una
energia de 326 kJ/mol, esta energia probablemente es suficiente para fotodegradar el
enlace del grupo hidrazona (R,C=NNR;) (Figura 3.11 A), la fotodegradacion
disminuye notablemente cuando la molécula se encuentra encapsulada en CB[7] y en
CB[8], esto se vincula directamente a la encapsulacién que protege a NFX de los

efectos de la irradiacion.
522kJImol\

346kJ/mOl -—___ //
607lemoI 358kJimol (\ =0

A) Aproximaciones \

de energias de \ O /

enlace de Nifurtimox \ ’ l 272kJ/mol
/ ,/ 165kJ/mol CHj

305kJimol  209kJ/mol

B) NFX irradiado
Luz blanca
(hv4=450nm, hv,=600nm)
Azul (hv,=450nm) 0
UV-A(hv,=367nm)

hvyy
1) 2
C) o1
NEx@cem (1) NV o ./
irradiado
NFX@CBI8] (2) V

irradiado \R
L

Figura 3.11 A) Energias de enlace aproximadas de NFX (Huheey, pps., 1958) B)
Longitudes de onda que son usadas en la irradiacion con luz blanca, azul y UV-A, C)
NFX@CBI[n] (n = 7, 8) bajo irradiacién con luz blanca, azul y UV-A.
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Ademas, los estudios de fotodegradacion con luz blanca que presenta un maximo de
absortividad en 450 nm y en 600 nm con energias de 266 kJ/mol y 199 kJ/mol
respectivamente. Los resultados indican que el maximo de absortividad de 450 nm es
el responsable de la fotodegradacion del grupo hidrazona (R,C=NNR;) debido a que
el maximo de 600 nm no cuenta con la energia suficiente para romper su enlace
(Figura 3.11 B). La irradiacién con luz azul que cuenta con un maximo en 450 nm con
energia de 266 kd/mol pero con mayor intensidad que el maximo de la luz blanca es
posible que pueda fotodegradar el enlace que une al grupo nitro con el anillo y también
el enlace del grupo hidrazona (Figura 3.11 B), es congruente debido a las 2 senales
monitoreadas por Cromatografia Liquida de Alta Presion que fueron identificadas con
tiempos de retencidn menores al NFX. En la (Figura 3.11 C) se ilustra que la
encapsulacién supramolecular de NFX le da protecciéon a NFX de ser fotodegradado

por la irradiacion con luz azul, blanca y UV-A.
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3.4.3 Ensayo de desplazamiento competitivo.

3.4.3.1 BNZ frente a NFX@CBI[n] (n =7, 8).

El complejo de inclusion de NFX@CB[n] (n = 7, 8) frente a BNZ presenta competencia
por la cavidad del macrociclo, como se puede observar en la (Figura 3.12) donde se
muestra la disminucion de la absorbancia y corrimiento del maximo de 417 nm de
NFX@CB[7] (A) hacia el azul, del mismo modo se da la disminucién y corrimiento del
maximo de 415 nm hacia el azul para NFX@CBJI8] (B). El méximo en 324 nm de BNZ
aumenta con cada adicion en ambos casos, es importante tener presente que tan
rapido aumente el maximo de absorcion de 324 nm de BNZ por que da un indicio

de la fuerza de union a la cavidad del macrociclo.
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Figura 3.12 Ensayo de desplazamiento competitivo de BNZ frente a

NFX@CBIn], n = 7(A), 8(B).
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La calculadora de supramolecular.org arroja las constantes de asociacion calculadas
para ambos complejos de inclusién frente a BNZ, el Cuadro 3.7 contiene las
constantes calculadas y el error (Ver seccion 2.10.3.1). Con estos resultados
podemos sefalar que la constante de asociacién de BNZ no es lo suficientemente
fuerte para sacar a NFX de cavidad del macrociclo por lo tanto se tiene que utilizar una
molécula con una constante mas fuerte para obtener una mejor aproximacion de la

constante aparente de NFX.

Cuadro 3.7 Constantes de asociacion de BNZ frente a NFX@CBI[n] (n =7, 8).

Constante de asociacion (M™) Error (%)
NFX@CB|7] 5.7E+3 +0.1091
NFX@CBJ8] 2.6E+3 +0.2237

3.4.3.2 MB frente a NFX@CB[n] (n =7, 8).

El complejo de inclusion de NFX@CBI[n] (n = 7, 8) frente a el azul de metileno presenta
una competencia por la cavidad, como se puede observar en la Figura 3.13 donde se
muestra la disminucién y corrimiento del maximo de 417 nm hacia el azul para
NFX@CB[7] (A) y la disminucién y corrimiento del maximo en 413 nm hacia el azul
para NFX@CBI8] (B). Ademas, a medida que aumenta la concentracion de MB

aumenta de forma sutil el maximo en 664 nm que presenta el azul de metileno.
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Figura 3.13 Ensayo de desplazamiento competitivo de MB
frente a NFX@CBIn], n = 7(A), 8(B).
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La calculadora de supramolecular.org arroja las constantes de asociacion calculadas
para ambos complejos de inclusion frente a MB, el Cuadro 3.8 contiene las constantes
calculadas y el error (Ver seccion 3.10.3.2). El azul de metileno tiene una constante de

asociacion suficientemente grande para desplazar al NFX de la cavidad del macrociclo.

Cuadro 3.8 Constantes de asociacion de MB frente a NFX@CB|n] (n =7, 8).

Constante de asociacién (M) Error (%)
NFX@CBJ7] 2.256E+4 +0.4178
NFX@CBJ8] 6.300E+4 +0.4518

En el Cuadro 3.9 se muestran las constantes de asociacion para BNZ, NFX y azul de
metileno (MB) donde el BNZ tiene una constante de asociacion similar con NFX'y por
eso experimentalmente no desplaza completamente de la cavidad del macrociclo a
NFX porque sus constantes solamente difieren en casi un orden de magnitud. Por otra
parte, el azul de metileno tiene una constante con un orden de magnitud de 7 que

compite por la cavidad del macrociclo y desplaza completamente a NFX.

Cuadro 3.9 comparacion de las constantes de asociacion de BNZ, NFX'y MB con CB[7]
y CBI8].

BNZ(Kirc/M™1)° NFX(K/M1) MB*
@CBJ[7] (7.40+0.7)E+3 2.256E+4 1.26E+7
@CBI[8] (2.29+1.1)E+5 6.300E+4 1.06E+7

(*J. Robinson-Duggon et al., 2018.)(°G. Dominguez., J. Robinson-Duggon., 2023)
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Con las constantes de asociacion de NFX@CB[n] con n=7,8 se puede sefalar que la
solubilidad de NFX en agua deberia aumentar, haciendo una comparacion con un
estudio publicado (Bedogni, G., 2023) donde complejos de inclusién de NFX con g-
ciclodextrinas tienen constantes de asociacion de 236.79 M y 359.57 M vy la
solubilidad alcanza hasta 290 ug/mL. El hecho de que las constantes de asociacion
entre Cucurbit[n]uril (n = 7, 8) con NFX sean mayores a g-ciclodextrinas y ademas
similar a BNZ que segun Dominguez (Dominguez G., 2018) mejora la solubilidad de
BNZ gracias a los macrociclos, entonces podemos indicar que la solubilidad en agua

deberia aumentar para NFX cuando esta encapsulado en CB[7] y CBI8].
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3.5 Estudios de acoplamiento molecular de NFX con CB[n] (n =7, 8).

Para el NFX@CBJ[7] y NFX@CBI[8] se realizaron 20 conformaciones segun su afinidad

y con el error raiz media cuadratica (RMSD). En la Tabla 3.4 se presentan los datos y

en la Figura 3.14 se presenta una toma de las 20 conformaciones.

Tabla 3.4 Tabla de datos de afinidad y RMSD para 20
conformaciones de NFX@CBIn] n =7 (Izquierda), 8(Derecha).

Modos Afinidad rmsd rmsd Modos Afinidad rmsd rmsd

kcal/mol |.b l.u kcal/mol I.b l.u
1 5.8 0.000  0.000| 1 6,6 0000 0,000
2 -5.8 1,243 1523 2 -6.5 2,948 5,737
3 -5.8 4,799 8,560 | 3 -6.5 2,892 5,670
4 -5.8 1,745 2310 4 -6.4 1.787 3.150
5 -5.8 4,707 8,491 5 -6.4 1.5712 3.143
) -5.8 41 8,521 6 -6.3 1,849 2,345
1 -5.8 2,300 29171 1 -6,2 1.873 2,430
8 =55 3,163 0.822| 8 -6,1 2670 5,294
9 =55 1,516 2,005 9 -6.0 1.473 1,948
10 =52 5,211 9,074 | 10 5.9 A7 5,764
1 -4,8 5,228 8,989 [ 11 5.0 3481 6,070
12 -4,1 1,956 23| 12 5.0 4,008 6,855
13 -4,5 2314 3,293 13 5.6 3975 6,283
14 -4,2 6,253 9,96 | 14 5.5 3,005 5175
15 -4,2 3.101 441 15 S 2294 345
16 -4,) 2,844 3,204 | 16 5.3 2,210 3.3
17 -4,1 5,967 0,760 | 17 -5.3 2374 2,722
18 3.4 7,000 10649 | 18 5.3 2,781 5,964
19 31 4,146 6,058 | 19 =52 2,664 3,202
20 ug.] 3,753 5,24 | 20 -4,9 2,819 6,410
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Figura 3.14 20 conformaciones posibles para
NFX@CB[n] n = 7(A), 8(B).
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Las configuraciones obtenidas en el histograma (Figura 3.15) se agruparon y se

modelaron segun su afinidad y energia, los modelados estan en la Figura 3.16 y

Figura 3.17.
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35
40
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Figura 3.15 Histogramas de las 20 conformaciones posibles
para NFX@CBI[n], n = 7(Arriba), 8(Abajo).
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Figura 3.16 Diferentes grupos obtenidos en el histograma [grupo 1(G1) mayor
afinidad, menor energia; grupo 9(G9) menor afinidad, mayor energia] para
NFX@CBI7].
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G10

Figura 3.17 Diferentes grupos obtenidos en el histograma [grupo 1(G1)
mayor afinidad, menor energia; grupo 9(G9) menor afinidad, mayor
energial.
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De todas las conformaciones se obtuvo la mas estable, para NFX@CB[7] Figura 3.18

(A) y para NFX@CBI[8] Figura 3.18 (B).

Figura 3.18 Conformacién mas estable para
NFX@CBIn], n = 7(A), 8(B).
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Conclusion

Se caracterizé fotofisicamente Nifurtimox y sus respectivos complejos de
inclusion con el Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo. Los maximos de absorcion de
Nifurtimox cambian cuando se forma el complejo de inclusién con
Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo,

Se determinaron las constantes de asociacion del Nifurtimox con el
Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo, Las constantes calculadas muestran que la
asociacion de Nifurtimox es mayor con Cucurbit[8]urilo y menor con
Cucurbit[7]urilo.

Se observo el efecto de la encapsulacion supramolecular del Nifurtimox en el
Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo en sus propiedades acuosas. De este
resultado se plantea que Nifurtimox en solucion acuosa se estabiliza gracias a
la presencia de Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo producto de la encapsulacion
supramolecular, lo que mejora su solubilidad en medios acuosos.

Se determinaron las estructura de los complejos de inclusion del Nifurtimox con
el Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo. Los conformeros mas estables obtenidos
en el estudio de Acoplamiento Molecular Inducido muestran que el grupo
sulfona de NFX queda afuera de las cavidades de los macrociclos.

Se observo el efecto de la encapsulacion supramolecular del Nifurtimox en el
Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo en la fotoestabilidad. Los resultados indican
que el sistema de Nifurtimox en Cucurbit[7]urilo presenté mejor estabilidad

frente a la irradiacion que Nifurtimox en Cucurbit[8]urilo.
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Recomendaciones

Realizar pruebas in vitro en células infestadas por T.Cruzi y evaluar la viabilidad celular

en presencia de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CBI8].

Realizar pruebas in vitro con células cancerigenas y evaluar la viabilidad celular en

presencia de NFX, NFX@CBI[7] y NFX@CBI8].
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Anexos

Apéndice A: Abreviaciones

ACN- Acetonitrilo

BNZ@CB[7]-Complejo de inclusion entre el CB[7] y el BNZ

BNZ@CB[8]-Complejo de inclusion entre el CB[8] y el BNZ

BNZ-Benznidazol

CBI[7]-Cucurbit[7]uril

CB[8]-Cucurbit[8]uril

DMSO-Dimetilsulfoxido

HSA:NFX@CB[7]-Complejo ternario entre la HSAy NFX@CB[7]

HSA:NFX@CBI8]-Complejo ternario entre la HSAy NFX@CBJ|8]

HSA-Seroalbimina humana

HSA-Seroalbumina humana

MB@CBJ7]-Complejo de inclusién entre el CB[7] y el MB

MB@CBJ8]-Complejo de inclusién entre el CB[8] y el MB

MB-Azul de metileno

NFX@CB[7]-Complejo de inclusion entre el CB[7] y el NFX

NFX@CB[8]-Complejo de inclusion entre el CB[8] y el NFX
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NFX-Nifurtimox

THF- Acido trifluoroacético

A-Longitud de onda maxima

Apéndice B: Espectros de masas de la seccion 4.1.4
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660
0 L

100 200 300 400 500 600
m/z
Espectro 0.1 Espectro de masas (MS/MS) de m/z 660.
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Espectro 0.2 Espectro de masas (MS/MS) de m/z 632.
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Espectro 0.3 Espectro de masas MS/MS de m/z 630.
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Espectro 0.4 Espectro de masas (MS/MS) de m/z 599.
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Espectro 0.5 Espectro de masas MS/MS de m/z 1203.
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Intesidad relativa %

100 -
1214
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or—————
1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
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Espectro 0.6 Espectro de masas (MS/MS) de m/z 1241.
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200 400 600 800 10001200140016001800
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Espectro 0.7 Espectro de masas del agua
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