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RESUMEN 

Este estudio está enfocado en evaluar el complejo de inclusión 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 Espectrometría 

de Masas (MS).  Con el ensayo del desplazamiento competitivo se obtuvo las 

constantes de asociación de Nifurtimox con Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo haciendo 

uso de azul de metileno como molécula competitiva por su elevada constate de 

asociación. Con estos datos se plantea un aumento de la solubilidad del Nifurtimox en 

agua gracias a la formación de un complejo de inclusión con Cucurbit[7]urilo y 

Cucurbit[8]urilo. Además presentamos estudios de acoplamiento molecular inducido 

que corroboran la viabilidad de la formación del complejo de inclusión entre Nifrutimox 

con Cucurbit[7]urilo y con Cucurbit[8]urilo que aunados a los resultados experimentales 

justifican seguir trabajando en esta línea de investigación. Se puso a prueba los 

beneficios que otorga el encapsulamiento supramolecular de Nifurtimox en 

Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo irradiándolos con luz blanca, azul y UV-A, donde los 

fotoproductos generados producto de la irradiación disminuyen en presencia de 

Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo, de esta manera, la encapsulación de Nifurtimox 

podría prolongar su vida útil en el tiempo. 
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1. Capítulo 1: Introducción. 

 

La Organización 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 más pobres y marginadas (Kowalska, A et al., 

2011). La mayoría de las infecciones se encuentran en América Latina, donde la 

enfermedad representa un problema importante con respecto a la morbilidad y 

mortalidad de la población general, y se ha convertido en una carga que agota los 

recursos económicos de la región y afecta el entorno social y laboral de quienes la 

padecen (Haberland, A et al., 2013). La migración internacional ha provocado la 

afluencia de sujetos infectados desde América Latina al resto del mundo, convirtiendo 

así la enfermedad en un problema para los sistemas de salud a escala global (Manne, 

J. M et al., 2013; Álvarez-Hernández, D. A et al.,2018). En este contexto, la 

Organización Panamericana de la Salud (OPS) impulsó diferentes iniciativas para 

implementar y desarrollar medidas para controlar la transmisión de la Enfermedad de 

Chagas por vector, por transfusión y de madre a feto, dependiendo de las 

características epidemiológicas de cada región (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 mamífero 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 fármacos antitripanocidas disponibles que se utilizan para 

tratar la infección 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 niños y adultos identificados y tratados oportunamente. 

Sin embargo, tienen una actividad tripanocida muy baja durante la fase crónica 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 rápidamente en el tracto 

gastro intestinal y actúa mediante modificación covalente de macromoléculas por 

nitroreducción de intermediarios.  Durante las 2 primeras semanas de tratamiento se 

producen erupciones cutáneas debidas a la fotosensibilización (Carabarin Lima, A et 
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al.,2011). Nifurtimox es un compuesto nitrofurano que se absorbe adecuadamente en 

el tracto gastrointestinal y actúa mediante la reducción del grupo nitroso para formar 

radicales inestables como el nitroanión, que es altamente reactivo y produce 

metabolitos de O2 reducidos altamente tóxicos (Figura 1.2) (Hall, B. S.,2011) . Inhibe 

la síntesis de ácido pirúvico e interrumpe el metabolismo de los carbohidratos de T. 

cruzi (Paço, J., & Vilhena de Mendonça, F., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

Las características estructurales de los Cucurbit[n]urilos (CB[n]) es decir, sus 

cavidades hidrofóbicas rígidas, dos portales idénticos bordeados de carbonilo y sus 

características de potencial electrostático de regiones cargadas negativamente 

alrededor de los grupos carbonilo del portal pueden coordinar varios iones metálicos y 

formar los correspondientes complejos de coordinación, dando lugar a la química de 

coordinación basada en CB[n] (Figura 1.3) (Yao, Y. Q., Chen, K., Hua, Z. Y., 2017). 

Figura 1.2 (A) Descripción clásica del mecanismo de bioactivación de Nifurtimox y (B) 
mecanismo alternativo de bioactivación de Nifurtimox descrito recientemente (C) 
Resultados de Hall et al (Hall, B. S.,2011). 

de Hall et al 
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Los CB[n] son utilizados para la liberación controlada de fármacos,  similar al caso de 

Cucurbit[6]urilo (CB[6]) y tetrahidrofurano (THF) que pueden asociarse y disociarse 

controlando la concentración 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 1.3 Principales ramas de la química 
del Cucurbit[n]urilo (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 fármacos encapsulados en CB[7], es que 

presentan una mayor estabilidad química y térmica gracias a la cavidad protectora que 

ofrece el CB[7] a los huéspedes incluidos (Dong, N., 2010). Muchas moléculas de 

fármacos 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 

hidrófobos en medios acuosos (Liu, Q., 2015). La biotransferencia eficaz es esencial 

para que las moléculas de cualquier fármaco ejerzan sus efectos terapéuticos. Al 

mejorar la estabilidad y solubilidad de un fármaco tras su acomplejación en CB[7], el 

fármaco acomplejado también puede atravesar las membranas celulares u otras 

barreras biológicas de forma más 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 encapsulación del CB[7], las moléculas 

de fármaco suelen estabilizarse en condiciones fisiológicas antes de alcanzar su lugar 

de destino, minimizando así 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 causó una disminución excesiva de la viabilidad 

celular en diversas líneas celulares cuando se expusieron a este macrociclo en 

concentraciones inferiores a 500 µM (Kuok, K. I., 2017). Utilizando los beneficios 

otorgados por la química supramolecular del Cucurbit[n]urilo se puede conseguir que 

la solubilidad y la estabilidad de Nifurtimox en medio acuoso mejore y así mejorar sus 

efectos terapéuticos. 



Página | 18  
 

1.1. Hipótesis.   

La encapsulación supramolecular del Nifurtimox en el Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo 

modificaran las propiedades fotofísicas y acuosas, permitiendo mejorar su solubilidad 

y con esto potenciar la actividad terapéutica del fármaco. 

1.2. Objetivos.  

1.2.1. Generales. 

 Evaluar el efecto de la encapsulación supramolecular del Nifurtimox en 

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

1.2.2. Específicos. 

1.Caracterizar fotofísicamente el Nifurtimox y sus respectivos complejos de 

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

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

y Cucurbit[8]urilo. 

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

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

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

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

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

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

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 fármaco es muy poco soluble en medios acuosos, estudios de la encapsulación 

supramolecular de Nifurtimox con β-ciclodextrinas sugieren un aumento en la 

solubilidad en agua (Moroni, A., 2023) y estudios recientes de la encapsulación 

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 fisicoquímicas del fármaco mejoran cuando se 

acompleja con Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo, de esta manera NFX podría tener una 

mejor bioadsorción que se traduce a una dosis menor pero con los mismos resultados 

tripanocidas y con menores efectos secundarios como la anorexia, problemas 

gastrointestinales, mialgia, anomalías neurológicas, insomnio, temblores entre otros 

(Paço, J., & Vilhena de Mendonça, F., 2011).  Con los resultados de esta investigación 

se pretende establecer las bases que justifiquen las siguientes etapas del proyecto de 

investigación, lo que permitiría a largo plazo incluir una nueva línea de ataque contra 

la enfermedad sin necesidad de hacer la síntesis de un nuevo fármaco, es decir 

potenciar sus efectos positivos y minimizar los efectos negativos.   
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2. Capítulo 2: Metodología.  

 

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(III); 98%/ SIGMA-ALDRICH), (Azul 

de metileno 98% ; SIGMA-ALDRICH), (NaH2PO4·H2O; 98%/ SIGMA-ALDRICH), 

(Na2HPO4·7H2O; ACS98%/SIGMA-ALDRICH), (Benznidazol; 97%/SIGMA-ALDRICH), 

(HSA; ≥99%/SIGMA-ALDRICH), (Azul de metileno; 98% / SIGMA-ALDRICH) (Filtro 

circular de membrana; 0.22 µm, 47 mm (hidrofílica) MF-Milipore), (Ácido 

trifluoroacetico; 95% / Tedia), (Viales de masas; PTFE/Φ13 mm/0.22 µm), (Eppendorf; 

1.5 mL). Todos los insumos y reactivos fueron usados en su estado de origen y no se 

le realizó ningún tipo de tratamiento o procedimiento previo a su uso. 

 

2.1 Preparación de disolución de Hexafluorofosfato de 

bis(ciclopentadienil)cobalto(III) (Cob+). 

En un vial ámbar de 5 mL pesar 0.0036 g de Cob+ usando una balanza analítica, 

disolver en 4 mL de agua y sónicar 3 veces para obtener una concentración de 2.0 

mM.  Los cálculos se realizaron usando la Ecuación 2.1. La concentración de Cob+ en 
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disolución se determinó con precisión utilizando su coeficiente de absortividad molar 

34200 M-1 cm-1 a 261 nm obtenido de Yi & Kaifer (Yi, S., & Kaifer, A. E., 2011). 

Ecuación 2.1   

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

concentración. 

 

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

En un vial ámbar de 5 mL pesar 0.0045 g de CB[7] usando una balanza analítica. 

Disolver en 3 mL de agua y dejar agitando la disolución durante 1 día 

aproximadamente. Sonicar la solución durante 1 minuto y repetir 2 o 3 veces. Preparar 

solución de Cob+ a partir de la disolución preparada en la sección 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 µL de CB[7]. La metodología se adaptó de Yi 

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

 

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

En un vial ámbar de 10 mL pesar 0.0015 g de CB[8] usando una balanza analítica. 

Disolver en 10 mL de agua y dejar agitando la disolución durante 1 día 

aproximadamente. Sonicar la disolución durante 1 minuto y repetir 2 o 3 veces.  

Preparar disolución de Cob+ a partir de la disolución preparada en la sección 2.1 y 

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 µL de CB[8]. La metodología 

se adaptó según Yi & Kaifer (Yi, S., & Kaifer, A. E., 2011).  

 

2.4 Preparación de buffer de fosfato.  

Pesar 1.3799 g de NaH2PO4·H2O y 2.6807 g de Na2HPO4·7H2O, disolver por separado 

usando dos matraces aforados de 100 mL, sonicar y luego aforar. Ambas disoluciones 

están a 100 mM, tomar alícuota 12,3 mL de la disolución Na2HPO4·7H2O y alícuota de 

7.7 mL de la disolución de NaH2PO4·H2O; ambas se combinan en un matraz aforado 

de 200 mL, sonicar y aforar. Medir pH con un potenciómetro 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 Ecuación 

2.1 y Ecuación 2.2 para realizar los cálculos. 

Ecuación 2.2 

[ ]
log

[ ]

A
pH pKa

HA

−

= +  

 

2.5 Preparación de disolución de Albúmina Sérica Humana (HSA).  

En un eppendorf de 1.5 mL pesar 0.0035 g de HSA usando una balanza analítica. 

Disolver en 351 µL de agua. Usar un agitador de tubos eléctrico para asegurar la 

homogenización de la disolución. Esta disolución está a una concentración de 150 µM  

(usar Ecuación 2.1) y se conserva en la nevera a 8°C.  
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2.6 Preparación de disolución de Benznidazol (BNZ). 

En un vial ámbar de 5 mL pesar 0.0010 g de BNZ usando una balanza analítica, 

disolver en 4 mL de agua grado LC-MS y sonicar 3 veces para obtener una 

concentración de 3.8 mM (usar Ecuación 2.1). La concentración de BNZ en solución 

se ajustó con precisión utilizando su coeficiente de absortividad molar (ε) de 14920 L 

mol−1cm−1 a 324 nm obtenido de Petravicius et al (Petravicius, P. O et al., 2019). 

 

2.7 Preparación de disolución de Azul de Metileno (MB). 

En un vial ámbar de 5 mL pesar 0.0010 g de MB usando una balanza analítica, disolver 

en 3 mL de metanol y sonicar 3 veces para obtener una concentración de 3.0 mM (usar 

Ecuación 2.1). La concentración de MB en disolución se ajustó con precisión utilizando 

su coeficiente de absortividad molar (ε) de 84300 L mol−1 cm−1 a 664 nm obtenido de 

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

 

2.8 Preparación de disolución de Nifurtimox (NFX) en dimetilsulfóxido (DMSO). 

En un vial ámbar de 5 mL pesar 0.0010 g de NFX usando una balanza analítica, 

disolver en 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) y sonicar 3 veces para obtener una 

concentración de 3.5 mM (usar Ecuación 2.1). El disolvente que es recomendado por 

el fabricante para trabajar NFX debido a que presenta una buena solubilidad en DMSO: 

≥13 mg/mL según Sigma-aldrich empresa proveedora de NFX. Como el DMSO se 

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

A partir de la disolución preparada en la sección 2.8 preparar disoluciones de 20, 30, 

40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 µM, usando agua como disolvente. Los cálculos se 

realizaron usando la Ecuación 2.3. El equipo usado es un Cary 60 UV-Vis 

Spectrophotometer modelo G6860A. 

Ecuación 2.3 

1 1 2 2CV C V=  

Donde: 

C1, es la concentración de inicio 

C2, es la concentración final 

V1, es el volumen de inicio  

V2, es el volumen final 

 

2.8.2 Efecto solvatocrómico de NFX en diferentes disolventes orgánicos. 

A partir de la disolución preparada en la sección 2.8, preparar en disolventes de 

diferentes polaridades. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: NFX 40 µM en 

acetonitrilo, NFX 40 µM en acetona, NFX 40 µM en n-hexano, NFX 40 µM en metanol 

y NFX 40µM en etanol.  Usar como blanco el mismo disolvente asignado en cada 

disolución. El equipo usado es un Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer modelo G6860A.   
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2.8.3 Evaluación Espectroscópica de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8]. 

A partir de la disolución preparada en la sección 2.8, preparar las siguientes 

disoluciones en agua. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: NFX 26 µM, NFX 26 

µM en CB[7] 200 µM y NFX 26 µM en CB[8] 110 µM. Además, usar como blanco agua.  

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

 

2.8.4 Evaluación por Espectrometría de Masas de NFX encapsulado en CB[7] y 

CB[8]. 

A partir de la disolución preparada en la sección 2.8, preparar las siguientes 

disoluciones en agua. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: NFX 20 µM; NFX 20 

µM en CB[7] 200 µM y NFX 20 µM en CB[8] 110 µM Filtrar las disoluciones con filtros 

de 0.22 µm para jeringas y depositar en viales ámbar para masas de 1.5 mL. El equipo 

usado es un UPLC ACQUITY Clase H con un detector espectrómetro Waters XEVO 

TQD. Modo de ionización 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 

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

 

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

A partir disolución preparada en la sección 2.8, preparar las siguientes disoluciones 

en agua. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: DMSO 0.1%, DMSO 0.1% en CB[7] 

200 µM. Filtrar las disoluciones con filtros de 0.22 µm para jeringas y depositar en 

viales ámbar para masas de 1.5 mL. El equipo usado es un UPLC ACQUITY Clase H 



Página | 26  
 

con un detector espectrómetro Waters XEVO TQD. Modo de ionización electroespray 

(ESI+). 

 

2.9 Preparación de disolución de NFX en agua. 

En un vial ámbar de 10 mL pesar 0.0010 g de NFX usando una balanza analítica, 

disolver en 10 mL de agua grado LC-MS y sonicar 3 veces para obtener una 

concentración de 348 µM (usar Ecuación 2.1). La concentración de NFX en disolución 

se ajustó con precisión utilizando su coeficiente de absortividad molar (ε = 15000 L 

mol−1 cm−1 ) obtenido de  Moroni (Moroni, A. B., 2023). 

 

2.9.1 Evaluación Espectroscópica de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8]. 

A partir de la disolución preparada en la sección 2.9, preparar las siguientes 

disoluciones en agua. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: NFX 26 µM, NFX 26 

µM en CB[7] 200 µM y NFX 26 µM en CB[8] 110 µM. Además, usar como blanco agua. 

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

 

2.9.2 Evaluación por Espectrometría de Masas de NFX encapsulado en CB[7] 

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

A partir de la disolución preparada en la sección 2.9, preparar las siguientes 

disoluciones en agua. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: NFX 26 µM, NFX 50 

µM en CB[7] 200 µM y NFX 50 µM en CB[8] 110 µM Filtrar las disoluciones con filtros 
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de 0.22µm para jeringas y depositar en viales ámbar para masas de 1.5 mL. El equipo 

usado es un UPLC ACQUITY Clase H con un detector espectrómetro Waters XEVO 

TQD. Modo de ionización 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 

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

 

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

NFX@CB[8].  

 

2.9.3.1 Luz UV-A. 

A partir de la disolución preparada en la sección 2.9, preparar las siguientes 

disoluciones en agua. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: NFX 26 µM, NFX 26 

µM en CB[7] 200 µM y NFX 26 µM en CB[8] 110 µM. Usar fotoreactor con luz UV-A 

con iluminancia de 100 Lux para irradiar durante 1 hora, hacer las lecturas de 

absorbancia antes de la irradiación y después de la irradiación, 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 disolución preparada en la sección 2.9, preparar las siguientes 

disoluciones en agua. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: NFX 16 µM, NFX 16 

µM en CB[7] 200 µM y NFX 16 µM en CB[8] 110 µM. 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 agitación 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 irradiación (Usar Ecuación 2.4.) 

Ecuación 2.4 

sin

Irradiado
N

irradiar

A
A

A
=  

 

2.10 Preparación de disolución de NFX en acetonitrilo (ACN). 

En un vial ámbar de 5 mL pesar 0.0010 g de NFX usando una balanza analítica, 

disolver en 1 mL de ACN grado LC-MS y sonicar 3 veces para obtener una 

concentración de 3.5 mM (usar Ecuación 2.1). La concentración de NFX en disolución 

se determinó con precisión 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 Ecuación 2.3 para 

los cálculos: HSA 5 µM, HSA 5 µM en CB[7] 50 µM y HSA 5 µM en CB[8] 30 µM. A 

partir de la disolución preparada en la sección 2.10, realizar las lecturas a 0, 2, 4, 6, 

8, 10, 12 y 14 µM de NFX. El equipo es un Fluoromax®-4 de HORIBA, ajustar con los 
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siguientes parámetros: Excitación en 295 nm, emisión en 295 nm + 10 nm. El barrido 

es de 0 hasta 500 nm con ranura de emisión de 2 y ranura de excitación de 2. Los 

datos obtenidos se graficaron F0/F vs Molaridad, donde F0 es la fluorescencia del 

fluoroforo sin el extintor y F es la fluorescencia del fluoroforo con el extintor. El método 

se ajustó según Chaves et al (Chaves, O. A et al., 2018). 

 

2.10.2 Estudios de fotoproductos generados en la irradiación de NFX por 

Cromatografía Líquida de Alta Presión (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 µM) 250x4.6 mm marca Restek y Lot 150713B. Los 

disolventes son agua y ACN, ambos con 0,1% de ácido trifluoroacético (TFA) y filtrados 

con filtros de membrana hidrofílicos. El método se adecuo según Hall et al (Hall, B. S., 

et al 2011). A partir de la disolución preparada en la sección 2.10, preparar: NFX 16 

µM, NFX 16 µM Irradiado con luz azul y NFX 16 µM Irradiado con luz UV-A. Todas las 

diluciones se hicieron en agua grado LC-MS, la Ecuación 2.3 fue usada para realizar 

los cálculos de las diluciones pertinentes. El equipo usado fue un cromatógrafo líquido 

de alta presión 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 disolución preparada en la sección 2.10, preparar las siguientes 

disoluciones en agua. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: NFX 10 µM en CB[7] 
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50 µM; NFX 10 µM en CB[8] 30 µM. A partir de la disolución preparada en la sección 

2.6, realizar las lecturas a 0, 1, 2, 3, 4, 5 hasta llegar a 25 µM de BNZ, usar como 

blanco agua. El equipo es un Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer modelo G6860A. La 

metodología se ajustó según 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 regresión 

no lineal sobre estos datos utilizando la ecuación de enlace exacta implementada a 

través de un programa con servidores en Python. 

Enlaces: 

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

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

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

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

 

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

A partir de la disolución preparada en la sección 2.10, preparar las siguientes 

disoluciones en agua. Utilizar la Ecuación 2.3 para los cálculos: NFX 10 µM en CB[7] 

50 µM, NFX 10 µM en CB[8] 30 µM. A partir de la disolución preparada en la sección 

2.7, realizar las lecturas a 0, 1, 2, 3,4 hasta llegar a 25 µM de MB, usar como blanco 

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

metodología se ajustó según Sinn et al (Sinn, S et al., 2020). Con los datos obtenidos 

http://app.supramolecular.org/bindfit/view/0688e1ae-dcb6-4f54-ae85-c944e89d39c5
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/10033e62-523e-421c-b966-fb6bce081e63
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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 regresión 

no lineal sobre estos datos utilizando la ecuación 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-b348-610d23f0a3c6   

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 metodología 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 cálculos fueron realizados utilizando la 

Teoría del Funcional de la Densidad (DFT-Density Functional Theory), usando la 

funcional híbrida 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 cuadrícula fueron calculados utilizando la opción autogrid4, con un espacio entre 

puntos de 0.375 Å. Las coordenadas del centro de la caja se fijaron en el centro de 

http://app.supramolecular.org/bindfit/view/474c6a66-6ab5-4fb5-b348-610d23f0a3c6
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/bb16bd55-ebf8-41fd-b4a4-06964a7c7d34
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CB[7], la opción autotors fue utilizada para determinar los enlaces rotables del ligando. 

En el acoplamiento molecular se emplea los siguientes parámetros para el algoritmo 

genético lamarckiano (LGA-Lamarkian Genetic Algorithm); una población de 150 

individuos aleatorios, 100 ciclos de evaluaciones, un número máximo de 2.5x10+6 de 

evaluaciones energéticas, un número máximo 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 energía de acoplamiento y un 

numero alto de representaciones conformacionales. El programa PyMolTM fue 

empleado para visualización de estructuras, análisis de datos y generaciones de 

imágenes (Schröndinger., 2015).  
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3. Capítulo 3: Resultados y discusión.  

 

3.1 Titulación Espectrofotométrica de CB[7] y CB[8]. 

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

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

concentración real de la disolución de CB[7] usando las ecuaciones obtenidas en la 

titulación que representan la formación del complejo estable del Cob+ encapsulado en 

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

cavidad producto del proceso de recristalización. 

Tabla 3.1 Datos de la titulación de  

Cucurbit[7]urilo. 

 Gráfica 3.1 Titulación de Cucurbit[7]urilo.  

  

CB[7] (μL) 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 

y = -0,0022x + 0,598
R² = 0,9813
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R² = 0,1094
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Los datos obtenidos para CB[8] (Tabla 3.2) se graficaron en Absorbancia vs Volumen 

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

concentración real de la disolución de CB[8] usando las ecuaciones obtenidas en la 

titulación que representan la formación del complejo estable del Cob+ encapsulado en 

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

cavidad producto del proceso de recristalización. 

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

 CB[8] (μL) 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 

 

Gráfica 3.2 Titulación de Cucurbit[8]urilo. 
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3.2 Disolución de NFX en DMSO. 

3.2.1 Mediciones de NFX por Espectroscopia UV-Vis. 

Se encontraron dos máximos de absorción, uno de 273.0 nm en la región ultravioleta 

y otro de 402.0 nm en la región visible (Figura 3.1), tiene color amarillo en fase sólida 

y en fase líquida. El color amarillo usualmente lo presentan los compuestos que 

contienen el grupo nitro. Este barrido espectral a diferentes concentraciones también 

proporciona información de posibles agregados que puedan formarse entre moléculas 

de NFX, sin embargo, no se observan agregaciones. 

 

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

Dado que la polaridad de una molécula suele cambiar cuando se dan transiciones 

electrónicas del estado basal al estado excitado, la posición y la intensidad de los 

máximos de absorción pueden desplazarse, disminuir o aumentar cuando se cambia 

la polaridad del disolvente. 

 

 

 

 

 

Nifurtimox (Figura 3.2) es una molécula con polaridad media atribuida por el grupo 

nitro, el anillo furano, hidrazona y sulfona. Las energías de las transiciones electrónicas 

de orbitales π→π* o de n→π* 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 máximos de absorción por que la molécula no está solvatada (Cuadro 3.1). En 

disolventes polares como acetona, etanol, metanol, acetonitrilo y agua, las moléculas 

se encuentran solvatadas y presentan dos máximos de absorción ( 

Figura 3.3), la excepción es la acetona que presentó interferencias por debajo de 200 

nm y solo se distingue un solo máximo de absorción.  

Figura 3.2 Estructura molecular de NFX. 
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Cuadro 3.1 Comportamiento solvatocrómico de NFX en diferentes solventes 
orgánicos. 

Solvente Constante 

dieléctrica 

 

Figura 3.3 

 λmax(nm)  λmax(nm) 

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 - - 

 

 

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 Evaluación Espectroscópica de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8]. 

La encapsulación supramolecular de NFX en complejos de inclusión como CB[7] y 

CB[8] se puede observar a través de la Espectroscopía UV-Vis por medio del 

desplazamiento de los máximos de absorbancia que presenta la molécula cuando se 

acompleja. Esto sucede gracias al desplazamiento de las moléculas de agua de alta 

energía que están confinadas dentro de la cavidad de los macrociclos. Se puede 

evidenciar un desplazamiento de los máximos 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@CB[8] (Figura 3.4). No se observó un aumento en la intensidad 

de los máximos. También, se confirma que CB[7] y CB[8] no presentan máximos de 

absorción  debido a que no presentan grupos cromóforos en su estructura. 

Cuadro 3.2 Complejo NFX@CB[7] Y NFX@CB[8] por espectroscopía UV-Vis. 

 

 

 

 

  

 λmax(nm) λmax(nm) 

NFX 263.0 393.0 

NFX@CB[7] 274.0 406.0 

NFX@CB[8] 275.0 410.0 
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3.2.4 Evaluación por Espectrometría de Masas de NFX@CB[7] y NFX@CB[8]. 

 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 señal de m/2z de 604 corresponde a la molécula dicargada de CB[7] 

con dos Na+, la señal de m/2z  de 613 corresponde a la molécula dicargada de CB[7] 

con Na+ y K+. La señal de m/3z de 798 corresponde al dímero de CB[7] tricargado con 

tres Na+.   

Figura 3.4 Complejo NFX@CB[7] y NFX@CB[8] por Espectroscopia UV-Vis. 
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El CB[8] 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 señal de m/2z de 687 corresponde a la molécula de CB[8] dicargada 

con dos Na+. La señal de m/2z de 695 corresponde a la molécula de CB[8] dicargada 

con Na+ y K+. La señal de m/2z de 703 corresponde a la molécula de CB[8] dicargada 

con dos K+. La señal de m/3z de 914 corresponde al dímero tricargado de CB[8] con 

dos Na+ y un K+. La señal de m/3z  de 476 corresponde a la molécula tricargada de 

CB[8] con dos K+ y un Na+.  

Espectro 3.1 Espectro de masas de CB[7]. 
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El NFX tiene un peso molecular de 287 g/mol, el protón (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 señal de m/z de 288 corresponde a la molécula de NFX cargada 

con un H+ y la señal de m/z de 310 corresponde a la molécula de NFX cargada con 

Na+. La señal de m/z de 197, 275 y 291 son posiblemente interferencias que aparecen 

debido al uso de DMSO para solubilizar el NFX.   

Espectro 3.2 Espectro de masas de CB[8]. 
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En el Espectro 3.4 aparecen señales que no coinciden con el complejo de inclusión 

de NFX y CB[7], pero sí coinciden con señales que indicarían que el  DMSO  está 

encapsulado en CB[7]. Es decir que probablemente el DMSO este interfiriendo. La 

señal de m/z de 679 corresponde a dos moléculas de DMSO encapsuladas en CB[7]  

cargada con un K+, la señal de m/2z de 660 corresponde a dos molécula de DMSO 

encapsuladas en CB[7] dicargada con dos H+, la señal de m/4z de 817 corresponde 

al de dímero de CB[7] tretracargada con K+ y Na+. La señal de m/z de 632 

corresponde a la molécula de DMSO encapsulado en CB[7] dicargada con Na+ y H+. 

La señal de m/z de 290 y 275 son procedentes del DMSO.  

Espectro 3.3 Espectro de masas de NFX con interferencia. 
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Para poder evidenciar la posible interferencia del DMSO frente a la formación del 

complejo de inclusión NFX@CB[7], en el Cuadro 3.3 se enlistaron las señales m/z 

más características del agua usada como blanco, del NFX y del  NFX@CB[7]. Con 

esto se hizo una comparación de todas las señales y se seleccionaron (color rojo) las 

nuevas señales que solamente aparecen en NFX@CB[7].   

Espectro 3.4 Espectro de NFX@CB[7] con DMSO como posible 
interferencia. 
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Cuadro 3.3 Cuadro comparativo de señales del blanco, NFX y CB[7] con respecto a 
NFX@CB[7]. 

m/z Agua* m/z NFX m/z CB[7] m/z NFX@CB[7] 

223.1 197.0 257.3 740.3 259.0 835.6 

225.1 275.0 435.1 798.2 433.3 907.8 

281.1 291.0 440.6 822.3 599.4 923.1 

299.1 293.0 446.6 893.7 629.9 956.8 

300.2 330.9 582.4 909.3 632.4 1182.4 

355.1 270.9 590.9 1185.6 660.5 1202.7 

 488.8 593.4  687.3 1241.4 

 520.9 601.9  803.6 1243.5 

 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 señal seleccionada se le realizó 

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

formación del complejo DMSO@CB[7]. Tres de cada cinco señales muestran la señal 

m/z de 79 que corresponde a la molécula de DMSO cargada con H+ (color azul).  
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Cuadro 3.4 Señales más características en el espectro MS/MS de NFX@CB[7]. 

 

NFX/@CB[7] m/z NFX/@CB[7] m/z 

599.4* 
582.2   

835* 

79.0 632.1 809.3 

590.7  582.5 754.6 835.1 

  593.2 796.5 835.9 

629.9* 
79.0   

1203* 

1171.1 1204.6 

582.3  1176.9   

590.0  1202.8   

632.4* 
593.2   

1241* 

1213.1 1242.0  

  1240.6 1242.6  

  1241.3   

660.5* 
78.9    

* Espectros en el Apéndice B 582.2  

621.2  

 

3.2.4.1 Comprobación de la competencia del DMSO por la cavidad del CB[7] y 

CB[8]. 

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

de DMSO cargada con H+, la señal de m/z de 80 correspondiente a la molécula de 

DMSO cargada con dos H+ y la señal de m/z 101 corresponde a la molécula de DMSO 

cargada con Na+.   
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En el Espectro 3.6 se muestra la señal de m/2z de 679 que corresponde a dos 

moléculas de DMSO encapsuladas en CB[7] cargada con dos K+. La señal de m/2z 

660 corresponde a dos moléculas de DMSO encapsuladas en CB[7] dicargada con 

2H+. La señal de m/z 867 que corresponde a dos moléculas de DMSO encapsuladas 

en CB[7] cargada con un K+ y dos Na+. La señal de m/z 822 que corresponde a la 

moléculas de DMSO encapsuladas en dos CB[7] cargada con Na+ y con K+ y la señal 

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.   

Espectro 3.5 Espectro de masas del DMSO. 
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3.3 Disolución de NFX en Agua  

3.3.1 Evaluación Espectroscópica de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8] 

Con la disolución en agua de NFX se aprecia un cambio tanto en el desplazamiento 

de los máximos de absorción como en sus intensidades cuando se forma el complejo 

de inclusión NFX@CB[7] y NFX@CB[8] (Figura 3.5). Los máximos se presentan en el 

Cuadro 3.5. Esto sucede debido a que NFX pasa de un medio totalmente hidrofílico a 

un medio hidrofóbico, ocasionando que la molécula se estabilice mejor en la cavidad 

hidrofóbica que es compatible con la polaridad media de NFX.  

Espectro 3.6 Espectro de masas de DMSO@CB[7]. 
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Cuadro 3.5 Máximos de absorción de NFX@CB[7] Y NFX @CB[8] usando disolución  
de NFX en agua. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.2 Evaluación por Espectrometría de NFX encapsulado en CB[7] y CB[8] 

Con la disolución preparada en agua se repitió la Espectrometría de Masas para 

evaluar la formación del complejo de inclusión NFX@CB[7]. En el Espectro 3.7 la 

señal de m/z 310 corresponde a la molécula de NFX cargada con Na+, la señal de m/z 

288 corresponde a la molécula de NFX cargada con H+ y la señal de m/z 326 

 λmax(nm) λmax(nm) 

NFX 274.0 402.0 

NFX@CB[7] 278.0 417.0 

NFX@CB[8] 278.0 420.0 

Figura 3.5 Espectro UV-Vis de NFX@CB[7] y NFX@CB[8] usando 
disolución de NFX en agua. 
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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 señal más intensa de todas y de esta manera se 

comprueba que no existe ningún tipo de interferencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solamente para corroborar que la señal m/z 288 proviene de NFX se realizó 

Espectrometría de Masas Masas y se obtuvo el Espectro 3.8 donde están 

identificados los fragmentos característicos de NFX. Se utilizó un software que predice 

espectros de masas https://cfmid.wishartlab.com/predict.   

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

https://cfmid.wishartlab.com/predict
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En el Espectro 3.9 la señal de m/2z 737 corresponde a la molécula de NFX 

encapsulada en CB[7]  dicargada con un H+ y un Na+. La señal de m/2z 745 

corresponde a la molécula de NFX encapsulada en CB[7]  dicargada con un H+ y un 

K+. Con estas 2 señales se corrobora nuevamente que el DMSO era una interferencia 

y también que se está formando el complejo de inclusión de NFX@CB[7].  

Espectro 3.8 Espectro de masas MS/MS de NFX. 
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En el Espectro 3.10 se muestra la señal m/2z 737 a la cual se le realizo Espectrometría 

de Masas (MS/MS) y se aprecia la señal m/z 288 que efectivamente es NFX cargada 

con Na+. Además, la señal 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 señal esta dicargada con Na+ 

y K+.  

Espectro 3.9 Espectro de masas de NFX@CB[7] (Stock en agua). 
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En el Espectro 3.11 la señal de m/2z 838 corresponde a la molécula de NFX 

encapsulada en CB[8]  dicargada con Na+ y con K+. La señal de m/2z 847 corresponde 

a la molécula de NFX encapsulada en CB[8]  dicargada con dos K+.  De esta manera 

se comprueba la formación del complejo de inclusión de NFX@CB[8].  

Espectro 3.10 Espectro de masas MS/MS de m/2z 737. 
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En el Espectro 3.12 se muestra la señal m/2z 847 a la cual se le hizo Espectrometria 

de Masas (MS/MS) y se aprecia la señal m/z 310 que efectivamente es NFX cargado 

con Na+. Ademas, la señal 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 señal esta cargada con Na+.  

Espectro 3.11 Espectro de masas de NFX@CB[8]. 
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3.3.3 Estudios de fotodegradación de NFX con respecto a NFX@CB[7] Y 

NFX@CB[8]. 

3.3.3.1 Luz UV-A. 

Se observó que la irradiación 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 inclusión 

NFX@CB[7] también es fotodegradado producto de la irradiación (Figura 3.6 B), sin 

embargo, en menor medida que NFX. Lo mismo sucede con NFX@CB[8] (Figura 3.6 

C). La fotodegradación de NFX posiblemente presenta uno o más fotoproductos 

generados por la irradiación identificados con máximos de 277 y 399 nm (Figura 3.6 

A).   

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



Página | 55  
 

 

 

  

Figura 3.6 Estudios de fotodegradación de NFX, NFX@CB[7] y 
NFX@CB[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 máximo de absortividad que está en 450 y 600 nm, según los 

resultados, esta luz tiene la energía necesaria para fotodegradar a NFX (Figura 3.7 

A), sin embargo, no presenta ningún fotoproducto detectable por espectroscopia UV-

Vis. Con NFX@CB[7] prácticamente no fotohubo degradación (Figura 3.7 B) y con 

NFX@CB[8] si hubo fotodegradación (Figura 3.7 C). Por otro lado, la luz azul tiene un 

máximo de absortividad que oscila alrededor de los 450 nm, de mayor intensidad que 

la luz blanca y produce una fotodegradación abrupta de NFX (Figura 3.7 D) que genera 

máximos en 293, 219 y 231 nm que posiblemente sean fotoproductos de la irradiación. 

El complejo de inclusión NFX@CB[7] presentó mayor fotoestabilidad frente a la 

irradiación (Figura 3.7 E) y NFX@CB[8] también sufrió fotodegradación por la 

irradiación (Figura 3.7 F). Esto se puede tomar como evidencia de lo siguiente; la 

encapsulación supramolecular de NFX previene la fotodegradación por efectos de la 

luz blanca, azul y UV-A.  



Página | 57  
 

 

  

Figura 3.7 Estudios de fotodegradación de NFX, NFX@CB[7] y 
NFX@CB[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@CB[8] frente a la energía suministrada por la luz blanca y la luz 

azul. En la Gráfica 3.3 se observa que el complejo de inclusión NFX@CB[7] es más 

fotoestable frente a la irradiación con luz blanca que NFX y NFX@CB[8]. En la Gráfica 

3.4 se puede observar de igual manera que el complejo de inclusión NFX@CB[7] fue 

mas fotoestable frente a la irradiación con luz azul que NFX y NFX@CB[8]. Esto quiere 

decir que NFX@CB[7] es más resistente a ser fotodegradado, posiblemente el CB[7] 

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

luz.  

 

Gráfica 3.3 Estudios de fotodegradación de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CB[8] usando 
luz blanca. 
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Gráfica 3.4 Estudios de fotodegradación de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CB[8] usando 
luz azul. 

 

3.4 Disolución de NFX en Acetonitrilo (ACN).  

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

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

La extinción de la fluorescencia de HSA por parte de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CB[8] 

(Figura 3.8) implican un mecanismo estático donde se da la formación de un complejo 

entre el fluoróforo (HSA) y el extintor  (NFX o NFX@CB[n]). Si este estado fundamental 

no es fluorescente, entonces decimos que el fluoróforo se ha apagado estáticamente. 

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

por fluorescencia. 

 

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

HSA:NFX HSA:NFX 

[NFX] Intensidad F0/F Intensidad F0/F 

0,0E+00 310087,1983 1 321867,0885 1 

2,00E-06 233855,3167 1,325978826 239566,5452 1,343539384 

4,00E-06 164507,1063 1,884947133 179346,7482 1,794663643 

6,00E-06 128540,3869 2,412371752 126657,6998 2,541235859 

8,00E-06 88333,7698 3,510403767 92455,03664 3,481336444 

1,00E-05 68417,65151 4,53226896 74048,76564 4,346690802 

1,20E-05 52918,60687 5,859700711 53878,43836 5,973949845 

1,40E-05 43514,41518 7,126079875 43742,41948 7,358236977 

HSA:NFX@CB[7] HSA:NFX@CB[7] 

0,00E+00 232214,5133 1 247103,4564 1 

2,00E-06 176639,8077 1,314621638 230059,1292 1,074086724 

4,00E-06 173702 1,314621638 183036,6301 1,350021885 

6,00E-06 128623,5826 1,805380543 139389,7181 1,772752393 

8,00E-06 85466,60061 2,717020586 101179,7971 2,442221309 

1,00E-05 66157,50255 3,510025384 73316,9519 3,370345465 

1,20E-05 49905,07493 4,653124228 58247,75154 4,242283175 
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1,40E-05 45674,4212 5,08412602 45489,54194 5,432093748 

HSA:NFX@CB[8] HSA:NFX@CB[8] 

0,00E+00 111255,7167 1 308651,3027 1 

2,00E-06 92136,11991 1,207514673 229197,9 1,346658511 

4,00E-06 67462,442 1,649150452 168267,8586 1,834285557 

6,00E-06 52251,50088 2,129234852 129067,2928 2,391398286 

8,00E-06 39262,1922 2,833660335 99568,26617 3,099896328 

1,00E-05 26621,07279 4,179234909 73281,51671 4,211857458 

1,20E-05 20638,68807 5,390638995 58620,59138 5,265236932 

1,40E-05 16924,1556 6,57378243 42466,76604 7,268067043 
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  Figura 3.8 Apagamiento de la fluorescencia de HSA por NFX(A) y 
NFX@CB[n], 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 

están ocurriendo ambos mecanismos (estático y dinámico) (Gráfica 3.5), en el Cuadro 

3.6 se presentan las ecuaciones de cada una y su coeficiente de correlación.  Con 

vistas a que NFX es un profármaco que es biodistribuido en el cuerpo gracias a la 

unión con la HSA, los estudios de interacciones del complejo ternario del encapsulado 

de NFX unido a la HSA muestran que su biodistribución 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 estáticos, donde se 

comprueba la formación de un complejo ternario y dinámicos donde el complejo de 

inclusión entra y sale de la HSA, lo cual también es importante porque es necesario 

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

 

Cuadro 3.6 Ecuaciones y coeficiente de correlación polinomial (r2) del apagamiento 
de la fluorescencia de HSA por NFX y NFX@CB[n] (n = 7, 8). 

 
Ecuación r2 

HSA:NFX y = 2,42E+10x2 + 1,10E+05x + 1,00E+00 0,9992 

HSA:NFX@CB[7] y = 1,98E+10x2 + 3,88E+04x + 9,64E-01 0.9955 

HSA:NFX@CB[8] y = 2,74E+10x2 + 3,50E+04x + 1,08E+00 0.9977 
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3.4.2 Estudios de fotoproductos generados en la irradiación 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 absorción UV-Vis cambia y aparecen nuevos máximos de absorción en 399 y 277 

nm (Ver sección 3.3.3.1). Estos fotoproductos fueron monitoreados por Cromatografía 

Líquida de Alta Precisión con detector de arreglo de diodo. En la Figura 3.9 NFX a 400 

nm (A.1) presenta un tiempo de elución a los 26 min con una señal de 1800 mAU, sin 

embargo, una vez que NFX es irradiado con luz UV-A (A.2), la señal disminuye 

prácticamente a la mitad y aparecen otras 2 señales con tiempos de retención a los 23 

Gráfica 3.5 Apagamiento de la fluorescencia de HSA por NFX y 
NFX@CB[n] (n = 7, 8). 
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y 25 min que posiblemente son los fótoproductos generados producto de la irradiación. 

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 fármaco ya presenta un proceso de degradación 

producto del tiempo de almacenamiento, exposición a la luz, efecto del solvente 

de la molécula en solución o condiciones atmosféricas. Es importante señalar que 

el máximo 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 disminución de sus señales a la mitad con respecto a 

las señales que presenta NFX no irradiado y también presenta el mismo patrón de 

señales en tiempos de retención 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 

absorción UV-Vis cambia y aparecen nuevos máximos de absorción en 393, 319 y 231 

nm (Ver sección 3.3.3.2). Estos fotoproductos fueron monitoreados por Cromatografía 

Líquida de Alta Precisión con detector de arreglo de diodo. En la Figura 3.10 NFX a 

400 nm (A.1) presenta un tiempo de elución a los 26 min con una señal de 1700 mAU, 

sin embargo, una vez que NFX es irradiado con luz azul (A.2) la señal disminuye 

aproximadamente cuatro veces y aparecen otras 2 señales con tiempos de elución 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 fármaco 

ya presente un proceso de degradación producto al tiempo de almacenamiento, 

exposición a la luz, efecto del solvente de la molécula en solución 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 disminución de sus señales con 

respecto a las no irradiadas y también aparecen las señales con tiempos de retención 

de 23 y 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). 
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La Química Supramolecular juega un papel importante en la protección de NFX del 

medio que la rodea. La luz UV-A tiene un máximo de absortividad de 367 nm con una 

energía de 326 kJ/mol, esta energía probablemente es suficiente para fotodegradar el 

enlace del grupo hidrazona (R₂C=NNR₂) (Figura 3.11 A), la fotodegradación 

disminuye notablemente cuando la molécula se encuentra encapsulada en CB[7] y en 

CB[8], esto se vincula directamente a la encapsulación que protege a NFX de los 

efectos de la irradiación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.11 A) Energías de enlace aproximadas de NFX (Huheey, pps., 1958)  B) 
Longitudes de onda que son usadas en la irradiación con luz blanca, azul y UV-A, C) 
NFX@CB[n] (n = 7, 8) bajo irradiación con luz blanca, azul y UV-A. 
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Además, los estudios de fotodegradación con luz blanca que presenta un máximo de 

absortividad en 450 nm y en 600 nm con energías de 266 kJ/mol y 199 kJ/mol 

respectivamente. Los resultados indican que el máximo de absortividad de 450 nm es 

el responsable de la fotodegradación del grupo hidrazona (R₂C=NNR₂) debido a que 

el máximo de 600 nm no cuenta con la energía suficiente para romper su enlace 

(Figura 3.11 B). La irradiación con luz azul que cuenta con un máximo en 450 nm con 

energía de 266 kJ/mol pero con mayor intensidad que el máximo 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 señales 

monitoreadas por Cromatografía Líquida de Alta Presión que fueron identificadas con 

tiempos de retención menores al NFX. En la (Figura 3.11 C) se ilustra que la 

encapsulación supramolecular de NFX le da protección a NFX de ser fotodegradado 

por la irradiación 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@CB[n] (n = 7, 8). 

El complejo de inclusión 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 disminución de la absorbancia y corrimiento del máximo de 417 nm de 

NFX@CB[7] (A) hacia el azul, del mismo modo se da la disminución y corrimiento del 

máximo de 415 nm hacia el azul para NFX@CB[8] (B). El máximo en 324 nm de BNZ 

aumenta con cada adición en ambos casos, es importante tener presente que tan 

rápido aumente el máximo de absorción de 324 nm de BNZ por que da un indicio 

de la fuerza de unión a la cavidad del macrociclo.  
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Figura 3.12 Ensayo de desplazamiento competitivo de BNZ frente a 
NFX@CB[n], n = 7(A), 8(B). 
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La calculadora de supramolecular.org arroja las constantes de asociación calculadas 

para ambos complejos de inclusión frente a BNZ, el Cuadro 3.7 contiene las 

constantes calculadas y el error (Ver sección 2.10.3.1). Con estos resultados 

podemos señalar que la constante de asociación 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 más fuerte para obtener una mejor aproximación de la 

constante aparente de NFX. 

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

Constante de asociación (M-1) Error (%) 

NFX@CB[7] 5.7E+3 ± 0.1091 

NFX@CB[8] 2.6E+3 ± 0.2237 

 

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

El complejo de inclusión de NFX@CB[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 disminución y corrimiento del máximo de 417 nm hacia el azul para 

NFX@CB[7] (A) y la disminución y corrimiento del máximo en 413 nm hacia el azul 

para NFX@CB[8] (B). Además, a medida que aumenta la concentración de MB 

aumenta de forma sutil el máximo 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@CB[n], n = 7(A), 8(B). 
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La calculadora de supramolecular.org arroja las constantes de asociación calculadas 

para ambos complejos de inclusión frente a MB, el Cuadro 3.8 contiene las constantes 

calculadas y el error (Ver sección 3.10.3.2). El azul de metileno tiene una constante de 

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

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

Constante de asociación (M-1) Error (%) 

NFX@CB[7] 2.256E+4 ± 0.4178 

NFX@CB[8] 6.300E+4 ± 0.4518 

 

En el Cuadro 3.9 se muestran las constantes de asociación para BNZ, NFX y azul de 

metileno (MB) donde el BNZ tiene una constante de asociación 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 comparación de las constantes de asociación de BNZ, NFX y MB con CB[7] 
y CB[8]. 

  

 BNZ(KITC/M-1)° NFX(K/M-1) MB* 

@CB[7] (7.40±0.7)E+3  2.256E+4 1.26E+7 

@CB[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 asociación de NFX@CB[n] con n=7,8 se puede señalar que la 

solubilidad de NFX en agua debería aumentar, haciendo una comparación con un 

estudio publicado (Bedogni, G., 2023) donde complejos de inclusión de NFX con β-

ciclodextrinas tienen constantes de asociación de 236.79 M-1 y 359.57 M-1 y la 

solubilidad alcanza hasta 290 μg/mL. El hecho de que las constantes de asociación 

entre Cucurbit[n]uril (n = 7, 8) con NFX sean mayores a β-ciclodextrinas y además 

similar a BNZ que según Dominguez (Dominguez G., 2018) mejora la solubilidad de 

BNZ gracias a los macrociclos, entonces podemos indicar que la solubilidad en agua 

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

Para el NFX@CB[7] y NFX@CB[8] se realizaron 20 conformaciones según su afinidad 

y con el error raíz media cuadrática (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@CB[n] n =7 (Izquierda), 8(Derecha). 
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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 según su afinidad y energía, los modelados están en la Figura 3.16 y 

Figura 3.17. 

 

 

 

  

Figura 3.15 Histogramas de las 20 conformaciones posibles 
para NFX@CB[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 energía; grupo 9(G9) menor afinidad, mayor energía] para 

NFX@CB[7]. 
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Figura 3.17 Diferentes grupos obtenidos en el histograma [grupo 1(G1) 
mayor afinidad, menor energía; grupo 9(G9) menor afinidad, mayor 

energía]. 
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De todas las conformaciones se obtuvo la más estable, para NFX@CB[7]  Figura 3.18 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3.18 Conformación más estable para 
NFX@CB[n], n = 7(A), 8(B).  
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Conclusión 

 

1- Se caracterizó fotofísicamente Nifurtimox y sus respectivos complejos de 

inclusión con el Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo. Los máximos de absorción de 

Nifurtimox cambian cuando se forma el complejo de inclusión con 

Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo,    

2- Se determinaron las constantes de asociación del Nifurtimox con el 

Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo, Las constantes calculadas muestran que la 

asociación de Nifurtimox es mayor con Cucurbit[8]urilo y menor con 

Cucurbit[7]urilo. 

3- Se observó el efecto de la encapsulación supramolecular del Nifurtimox en el 

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

resultado se plantea que Nifurtimox en solución acuosa se estabiliza gracias a 

la presencia de Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo producto de la encapsulación 

supramolecular, lo que mejora su solubilidad en medios acuosos. 

4- Se determinaron las estructura de los complejos de inclusión del Nifurtimox con 

el Cucurbit[7]urilo y Cucurbit[8]urilo. Los conformeros más estables obtenidos 

en el estudio de Acoplamiento Molecular Inducido muestran que el grupo 

sulfona de NFX queda afuera de las cavidades de los macrociclos. 

5- Se observó el efecto de la encapsulación 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 presentó mejor estabilidad 

frente a la irradiación 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@CB[8].  

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

presencia de NFX, NFX@CB[7] y NFX@CB[8].   
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Anexos 

 

Apéndice A: Abreviaciones  

ACN- Acetonitrilo  

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

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

BNZ-Benznidazol  

CB[7]-Cucurbit[7]uril 

CB[8]-Cucurbit[8]uril  

DMSO-Dimetilsulfoxido  

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

HSA:NFX@CB[8]-Complejo ternario entre la HSA y  NFX@CB[8] 

HSA-Seroalbúmina humana 

HSA-Seroalbúmina humana 

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

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

MB-Azul de metileno 

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

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

THF- Ácido trifluoroacético 

λ-Longitud de onda máxima  

Apéndice B: Espectros de masas de la sección 4.1.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 

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. 

Espectro 0.5 Espectro de masas MS/MS de m/z 1203. 
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Espectro 0.6 Espectro de masas (MS/MS) de m/z 1241. 

Espectro 0.7 Espectro de masas del agua 


