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RESUMEN 

 

La leishmaniasis es una enfermedad de origen parasitario presente en más de 98 países, con 

una incidencia anual aproximada de 2 millones de casos.  En Colombia es una enfermedad 

endémica presente en casi todos los departamentos. Las formas de tratamiento actuales 

consisten en terapias de administración de fármacos (parenteral), principalmente de 

compuestos antimoniales pentavalentes. Los efectos adversos de esta terapia radican en que 

muchos de estos compuestos presentan un grado de toxicidad que alteran la salud del paciente 

con la aparición de efectos secundarios como náuseas, fiebre, dolor etc. Trayendo consigo el 

abandono de la terapia antes de su culminación tendiendo a cuadros clínicos de recaídas y 

desarrollo de resistencia del parásito al medicamento, por lo que el avance en los fármacos 

actuales y en las terapias tratamiento se hacen indispensables. Una terapia de interés actual 

para el tratamiento  de enfermedades localizadas es la terapia fotodinámica (TF), que consiste 

en la aplicación de un compuesto fotosensible que mediante la radiación apropiada 

preferiblemente en el rango visible produce especies oxidantes y/o reductoras que atacan en 

forma directa o indirecta la enfermedad. La Hipericina (HY) es un compuesto fotosensible, 

al que recientemente se le ha demostrado efecto anti-Leishmania bajo activación en el rango 

visible. Este compuesto es poco soluble en agua, requiere soluciones etanólicas o solventes 

orgánicos aumentando  la posibilidad de agregación,  baja selectividad (posibilidad de que el 

paciente presente fotosensibilidad) y la dificultad de garantizar la dosis adecuada del 

fotosensibilizador con la radiación apropiada de luz. Para superar estas desventajas, en el 

presente trabajo, se encapsuló la HY en nanopartículas de fosfatos de calcio (FC) obtenidas 

mediante dos rutas químicas de combustión en solución (Síntesis 1 y síntesis 2) encontrando 

que la encapsulación de la HY reduce notablemente la cantidad necesaria del medicamento 

para producir efecto antileishmanisis. Además se encontró que las partículas de FC presentan 

por si mismas un efecto antiparasitario.   También se sintetizaron nanoestructuras de dióxido 

de titanio por combustión en solución (TiO2),  con el fin de usarlas directamente o en 

asociación con principios activos como la HY para el tratamiento de la LC. Con el fin de 

mejorar la respuesta óptica del TiO2  en la región visible, éste fue dopado  con platino (TiO2 

+ Pt), con hierro (TiO2 +Fe) y con cinc (TiO2+Zn). El dopaje del TiO2 favoreció la producción 

de especies reactivas de oxigeno (ROS) cuando fue sometido a irradiación visible entre 400-

800 nm siendo el Pt y el Zn los elementos que favorecieron la mayor producción de ROS en 

el rango visible. Las pruebas de citotoxicidad in vitro realizadas en macrófagos  peritoneales 

de ratones mostraron que los compuestos  de  dióxido de titanio no presentan citotoxicidad 

significativa bajo condiciones de oscuridad o  al  ser expuestos a la irradiación visible. Los 

compuestos de TiO2 dopados con Pt y Zn presentaron una buena actividad antilehismania, al 

ser irradiados bajo luz visible, siendo el compuesto con Zn el que presentó mayor actividad 

antiparasitaria.  



VI 
 

Experimentos in vivo realizados en el modelo hámster y modelo ratones Balb/C  para los 

compuestos de FC + HY y los compuestos de TiO2 Zn-HY respectivamente, mostraron una 

reducción de la lesión en los hámster del 48%, y en el caso del TiO2 Zn-HY se presentó una 

reducción de la carga parasitaria de Leishmania amazonensis del 50 %. Sin embargo, no fue 

posible identificar una disminución significativa en el tamaño de la herida de los animales en 

este último. Estos resultados despiertan interés para plantear estudios futuros en los que se 

proponga la terapia fotodinámica como  una alternativa para el tratamiento de la LC o la 

combinación de la misma con las técnicas actuales para mejorar su eficiencia. 
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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a parasitic disease that is present in more than 98 countries, with an annual 

incidence of approximately 2 million cases. In Colombia, it is an endemic disease present in 

almost the entire country. The current ways of treatment consist of drug administration 

(parenteral) therapies, mainly pentavalent antimonial compounds. Many of these compounds 

have different degrees of toxicity that affect the patient's health and with side effects such as 

nausea, fever, pain, etc. These side effects encourage the patient to abandon the therapy 

before its end, tending to relapses and the development of resistance of the parasite to the 

drug. It is for this reason that the advance in current drugs and treatment therapies becomes 

indispensable. One therapy of current interest in localized diseases is photodynamic therapy 

(PT), which consists in the application of a photosensitive compound that by means of the 

appropriate radiation, mainly in the visible region, produces oxidizing and/or reducing 

species that attack directly or indirectly the disease. Hypericin (HY) is a photosensitive 

compound, which has recently been shown to have an anti-Leishmania effect under visible 

light activation. This compound is poorly soluble in water, requires ethanolic solutions or 

organic solvents increasing the possibility of aggregation, has low selectivity (possibility of 

the photosensitivity´s patient), and finally, it is difficult to guarantee the adequate dose of the 

photosensitizer with the appropriate light radiation. To overcome these disadvantages, in the 

present work, the HY was encapsulated in calcium phosphate nanoparticles (CP) obtained 

through two chemical routes of combustion in solution (synthesis 1 and synthesis 2) finding 

that the encapsulation of the HY significantly reduced the amount needed of the drug to 

produce antileishmaniasis effect. Furthermore, it was found that the CP particles themselves 

have an antiparasitic effect. Titanium dioxide (TiO2) nanostructures were also synthesized 

by combustion in solution, in order to use them directly or in association with active 

principles such as HY for the treatment of cutaneous leishmaniasis (CL). In order to improve 

the optical response of TiO2 in the visible region, it was doped with platinum (TiO2 + Pt), 

iron (TiO2 + Fe) and zinc (TiO2 + Zn). Doping of TiO2 favored the production of reactive 

oxygen species (ROS) when it was subjected to visible radiation between 400-800 nm. Pt 

and Zn were the elements that favored the highest production of ROS in the visible. In vitro 

cytotoxicity tests performed on peritoneal mouse macrophages showed that TiO2 compounds 

did not exhibit significant cytotoxicity under dark conditions or when it was exposed to 

visible irradiation. The TiO2 compounds doped with Pt and Zn showed good antileishmania 

activity when they were irradiated under visible light being the compound with Zn the one 

that showed the highest anti-parasitic activity. In vivo experiments performed on Balb/C mice 

showed that the TiO2-Zn-HY compound showed a 50% reduction of the parasitic load of L. 

amazonensis. However, it was not possible to identify a significant decrease in the animals 

wound size. These results are interesting to propose future studies in which photodynamic 

therapy is proposed as an alternative for the treatment of CL or the combination of PT with 

current techniques to improve its efficiency. 
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1.1 Leishmaniasis   

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria que pertenece al grupo de enfermedades 

infecciosas olvidadas según la OMS[1, 2] causada por un parásito protozoario del genero 

Leishmania perteneciente a la familia Trypanosomatide [3, 4]. Actualmente afecta 

aproximadamente a 12 millones de personas en el mundo con una tasa de 2 millones de casos 

nuevos por año y se calcula que hay cerca de 350 millones de personas en riesgo de contraer 

la enfermedad [1, 5]. En el año 2016 Colombia paso a ocupar el primer puesto en el país con 

más especies del parasito  Leishmania, puestos anteriormente ocupados por Brasil y  

Venezuela. El sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pública -SIVIGILA, al 2016 registro 

total en sus bases de datos acumulo  10743 casos de leishmaniasis, de los cuales 10561 casos 

fueron confirmados como leishmaniasis cutánea (LC)  , la forma clínica más prevalente  en  

el país, 122 casos confirmados de leishmaniasis mucosa y 60 casos confirmado para la forma 

visceral [6-8]. 

El ciclo de vida de la Leishmania (Figura 1.1) comienza en un reservorio animal tal como 

mosquitos (flebótomos), caninos o algunas especies de roedores. En el caso del hospedero 

vertebrado como el humano, el ciclo de vida de la Leishmania inicia cuando el promastigote 

metacíclico es inoculado por la picadura del flebótomo [8]. Posteriormente es captado por 

los macrófagos dermales y neutrófilos, el parasito se aloja en el fagolisosoma y pasa a su 

forma amastigote en el cual inhibe y es resistente a los procesos microbicidas de la célula. 

Allí inicia un proceso de desarrollo y multiplicación hasta que rompe el macrófago, 

diseminándose por toda la región infectada hasta ser engullido por otros macrófagos 

continuando su proceso multiplicativo generando una respuesta anti-inflamatoria y  la 

formación de la lesión. La diseminación alcanza regiones no sólo a nivel de la dermis sino 

también en lugares ricos en células macrofágicas como la médula ósea, el bazo o el hígado. 

El parásito vuelve a su vector cuando por ejemplo el flebótomo pica el hospedero a fin de 

alimentarse de su sangre. Allí el parásito en su forma amastigote se transforma en 

promastigote procíclico y se multiplica por fisión binaria desarrollándose luego a formas 

promastigotes metacíclicos con capacidad infectiva para los reservorios. El ciclo se repite 

cuando el vector pica nuevamente al hospedero. 

Dependiendo del sitio donde se aloje el parásito, la infección puede afectar la piel, las 

mucosas o las vísceras. Las características clínicas de la enfermedad varían de acuerdo con 

el género de  Leishmania, la respuesta inmune y la evolución de la misma enfermedad. Las 

formas clínicas de la Leishmaniansis son: cutánea (L.C) [3], mucosa (mucocutánea) (L.M) y 

visceral (LV). Las dos primeras son enfermedades de la piel y las mucosas, que comienzan 

con la aparición de un absceso que va creciendo convirtiéndose, en muchos de los casos, en 

una úlcera indolora localizada y en otros en una úlcera diseminada. Estas lesiones pueden 

cicatrizar espontáneamente en meses o persistir durante uno o más años [2]. La leishmaniasis 

visceral es de carácter crónico y de progresión lenta. Sin tratamiento, esta enfermedad puede 
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ser mortal. Los síntomas pueden aparecer de forma gradual o abruptamente. Por lo general 

sus síntomas van desde dolor, fiebre intermitente, malestar general, anorexia,  

enflaquecimiento progresivo, palidez y hemorragias.  

 

 
 

Figura 1.1 Ciclo de vida de la Leishmania, figura adaptada de  “Visceral leishmaniasis and 

Natural Infection Rates of Leishmania in Lutzomyia longipalpis in Latin America Karita y 

colaboradores” [9] 

Por más de 70 años, el tratamiento de la leishmaniasis ha consistido en primera instancia en 

la administración inicial de una primera línea de fármacos, como son las sales antimoniales 

pentavalentes [10], el antimonio de meglumina (glucantime®), el estibogluconato de sodio 

((Pentostam®) y la miltefosina. Los tiempos de tratamiento varían de acuerdo a la forma 

clínica de leishmaniasis y las condiciones del paciente pero puede durar hasta un mes 

aproximadamente. Sin embargo, la alta cantidad de efectos adversos, los tratamientos 

prolongados, los costos elevados y recaídas (por encima de un 25% de los casos) son las 

principales limitaciones de estos fármacos [4]. Algunos medicamentos correspondientes a 

una segunda línea de acción son la pentamidina y la anfotericina B los cuales han mostrado 

ser más efectivos pero aun así presentan efectos adversos como problemas miocárdicos y 

nefrotóxicos, escalofríos, fiebre, vómitos, pudiendo aparecer también anafilaxis, 

enrojecimiento facial, dolores musculares y articulares, cefalea, anorexia etc. Con frecuencia 

estos síntomas son más marcados en los primeros días del tratamiento. Para mejorar la 
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toxicidad se ha probado la encapsulación de algunos de estos fármacos como la 

encapsulación de anfotericina B en formulaciones lipídicas (AmBisome ®) la cual ha tenido 

buenos resultados. Sin embargo su costo es elevado para ser accesible a países en desarrollo 

además de que la posibilidad de aparecer cepas resistentes[1, 11] comienza a limitar su uso 

y efectividad. La tabla 1.1 resume la forma de administración así como la dosis, tiempo y 

desventajas de algunos fármacos usados en el tratamiento de la leishmanias. 

Tabla 1.1 Características de algunos fármacos usados en el tratamiento de la leishmaniasis 

[12, 13] 

Medicamento  Administraci

ón /dosis 

Tiempo Desventajas 

Antimoniales 

pentavalantes  

Intra 

muscular 

20mg/kg 

20 días 

LC 28 

días  

Costo Elevado, efectos adversos, 

dolores musculares, fallas renales, 

hepatotoxicidad, cardiotoxicidad 

Anfotericina B 

  

  

  

0.5-1 

mg/kg/día 

la dosis 

acumula

da 20-

30mh/Kg 

Fiebre, escalofrío, cefalea, malestar 

general, perdida de potasio y 

magnesio, vomito, administración 

altas dosis 

 

 

 

 

 

 

Miltefosina 

  

Vía oral 

100mg/día 

adulto 

2.5mg/kg 

niños <45 

Kg: 1.5 – 2.5 

mg/Kg/día 

45-64 Kg: 50 

mg Cada 12 

horas 

>65Kg: 50 

mg cada 8 

horas 

Duración: 28 

días 

  

4 

semanas  

  

tratamiento en LV y LC, 

enfermedades gastrointestinales, 

nauseas, vómitos, anorexia, 

diarrea, anormalidades 

oftalmológicas, nefrotóxico, 

patologías 

hepáticas (hepatotóxico), embarazo 
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Pentamidina  

  

3mg/kg/d  

intramuscular 

4 dosis  LC usados en pacientes intolerantes 

a los tratamientos de los 

antimoniales, tiempos cortos de 

tratamiento. Hipoglicemia, 

posibles daños pancreáticos, 

hipotensión, taquicardia  porcentaje 

de curación varía entre el 84% al 

96% 

ketoconazole, 

fluconazole, 

itraconazole 

  

Vía Oral 600 

mg/kg/d 

   

28 días  

  

  

Menos tóxicos que los antimoniales 

pentavalentes eficacia del 76% 

Miltefosina 2.5 mg/kg/d  

Oral  

28 días  Eficacia en aprox. El 84% medido 

en ratones 

Imiquimod 

  

20 mg/kg/d 

IM or IV 

  

20 días 

  

Recaídas cuando se suspende el 

tratamiento, pocos estudios clínicos 

Allopurinol  20 mg/kg/d 

oral  

15 días   efectividad del 46% comparada con 

los antimoniales Pentavalentes  

 

La mayoría de investigaciones relacionadas con la leishmaniasis en la última década, se han 

encaminado hacia el desarrollo de nuevos medicamentos o alternativas en las terapias de 

tratamiento diferentes a la química[14, 15]. Existe un elevado interés en terapias físicas de 

carácter localizado como la crioterapia, electro-disecación, escisión quirúrgica, 

radioterapia[4, 16],  y terapia fotodinámica [17-21]; estas terapias pueden ser alternativas en 

el tratamiento de la LC. Sin embargo, estas técnicas no son recomendadas cuando hay riesgo 

de diseminación de la infección [4]. En la actualidad estas técnicas, en especial la terapia 

fotodinámica, se viene usando en investigaciones de tratamiento de cáncer principalmente en 

los  tumores superficiales, donde se usa la radiación de una fuente de luz sobre el tejido a 

tratar, produciendo la excitación cuántica de un fotosensibilizador (FS) que genera especies 

reactivas de oxigeno (ROS)  que matan las células cancerígenas. 
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1.1. Terapia fotodinámica en el tratamiento de leishmaniasis cutánea como 

alternativa de tratamiento 

 

La terapia fotodinámica (TF) es un proceso de naturaleza fotoquímica que se utiliza en 

múltiples aplicaciones desde la desinfección de aguas hasta en tratamiento de cáncer. En la 

actualidad su uso en el tratamiento de LC ha tomado interés debido a los potenciales 

beneficios que presenta en comparación con la terapia tradicional como lo son el bajo costo, 

la disminución de efectos adversos, efectos cosméticos, uso en casos  que presentan 

resistencia a los fármacos actuales etc. Sin embargo, todavía es un área en exploración que 

ha presentado resultados prometedores [6].  El fundamento teórico de la terapia fotodinámica 

se aloja en los principios básicos de fotoquímica donde la luz puede generar especies ROS 

siempre y cuando haya condiciones apropiadas para promover la presencia de radicales libres 

[19, 22]. En la TF se requiere una excitación cuántica de un compuesto al que llamaremos 

fotosensibilizador o material fotoactivo. A medida que las unidades atómicas de un 

fotosensibilizante aumentan, la energía necesaria ∆E también conocida como energía de gap 

(Egap)  para excitar la especie disminuye (Figura 1.2). Es decir, se necesita menor energía para 

que un portador de carga ubicado en la última banda energética llena o semillena (banda de 

valencia Ev) pase a un estado energético superior (banda de  conducción Ec). Así  un fotón 

hv es absorbido por la banda de valencia promoviendo un electrón (e-) de la banda Ev a la 

banda Ec generando un hueco tras él ( h+) y el sistema alcanza un estado excitado 

 

Figura 1.2  Cambio en la estructura electrónica de un compuesto semiconductor  con el 

incremento de las unidades atómicas N  

Al estado de mínima energía de un átomo o molécula se le denomina estado energético 

fundamental (S0). Con la absorción de energía el sistema alcanza un estado excitado que 
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puede ser de carácter singlete o triplete. El primero se caracteriza porque los dos electrones 

más externos se encuentran apareados (números cuánticos de espín opuestos) y en el segundo 

caso los electrones se encuentran desapareados (Figura 1.3). 

 

Figura 1.3  Estado fundamental de un fotosensibilizador y paso a los estados energéticos 

excitados singlete y triplete. 

La desactivación de los estados excitados se puede producir por relajación vibracional, 

emisión de luz, o transferencia de carga. Así mismo las excitaciones pueden dar paso a 

procesos de sensibilización, como por ejemplo la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS). En este caso el oxígeno en su estado fundamental se encuentra en un estado 

triplete que no puede pasar a un estado singlete por sí solo, por lo cual es necesario la 

mediación de un sensibilizador. El mecanismo general consiste en que el sensibilizador es 

activado por luz llegando a un estado singlete el cual posteriormente evoluciona a un estado 

triplete de mayor tiempo de vida. Este puede transferir energía por intercambio electrónico a 

una molécula de oxígeno en estado fundamental obteniéndose el singlete de oxigeno 1O2  

(especie de alto comportamiento oxidante y tiempo de vida entre 40 µs a 60 ms (Figura 1.4). 

 

Figura 1.4  Ejemplo del estado singlete y triplete de un fotosensibilizador y su transferencia 

de carga a un átomo de oxígeno para formar singletes de oxígeno.  
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En el caso en que el fotosensibilizador sea de naturaleza semiconductora, la excitación del 

átomo da paso a la formación de un par electrón-hueco con el salto de un electrón de la banda 

de conducción a la banda de valencia. Cuando el electrón regresa a su estado fundamental  se 

presenta una recombinación cuántica. También puede ocurrir que el electrón fotogenerado 

reduzca a un aceptor electrónico o que el hueco generado oxide a un donador electrónico, 

produciendo de esta forma especies ROS.  

En el caso de los huecos estos pueden reaccionar con especies como agua o iones hidróxido 

y formar radicales hidroxilo.  

ℎ𝑉𝐵
+ + 2𝑂𝐻− → 𝑂𝐻− + 𝑂𝐻° 

𝐻2𝑂 + ℎ𝑉𝐵
+ → 𝐻+ + 𝑂𝐻° 

𝐻+ + 𝑂𝐻− 

Por otro lado los electrones pueden reducir especies como el oxígeno molecular y formar 

singletes de oxígeno.  

𝑒𝐶𝐵
− + 𝑂2 → 𝑂2

°− 

2𝑂2
°− + 𝐻2𝑂 → 2𝑂𝐻° + 2𝑂𝐻− + 𝑂2 

 

Ambas especies pueden generar la oxidación de reactantes orgánicos o en células degradar 

las organelas, proteínas y  ADN conllevando a la apoptosis o necrosis celular por el ataque 

sucesivo de los radicales hidroxilos o estados singlete [23, 24]: 

𝑅 + 4𝑂𝐻° → 𝑅°´ + 𝐻2𝑂 + 𝑂2 

Entre los diferentes compuestos usado en la TF para el tratamiento de leishmaniasis cutánea  

se tienen dos grandes grupos: los de origen orgánico como por ejemplo el azul de metileno 

[21], derivados de riboflavin [19], carbopyrrin [25], chloroaluminum phthalocyanine [17] y 

los de origen inorgánico como  nanopartículas de óxido de zinc, nanopartículas de oro, 

dióxido de titanio, plata etc. [18, 20]. De estos dos grupos son de especial interés para 

nosotros la hipericina (HY) y el dióxido de titanio como compuestos para el tratamiento de 

leishmaniasis cutánea mediante TF. 

La hipericina es un compuesto orgánico policíclico aromático perteneciente a la clase de las 

antraquinonas extraídas de las planta Hypericum perforatum, usada comúnmente como 

antidepresivo y que en las últimas décadas se ha reportado con propiedades anti-retroviricas, 

antitumorales y fotosensibilizantes [7, 26]. Es una molécula que se caracteriza por presentar 

un espectro intenso de absorción en el rango visible, con alto rendimiento cuántico que 

asegura una alta producción de oxígeno singlete y otras especies reactivas de oxígeno, bajo 

fotoblanqueo y mínima toxicidad, características que son fundamentales para las aplicaciones 

biológicas y clínicas de un fotosensibilizador [7]. Las principales investigaciones con este 

fármaco se han centrado en su uso tópico, en terapia fotodinámica para el tratamiento de 
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tumores cancerosos y también en terapias de foto diagnóstico [35, 36]. Estudios han 

demostrado su efecto anti fúngico y antibacterial en el tratamiento de Candida spp y S. aureos 

respectivamente [27-29]. La hipericina es un compuesto que no presenta toxicidad ni es 

agente mutagénico y actualmente su uso se encuentra aprobado por la FDA [30]. En el uso 

para tratamiento de la leishmaniasis, Shalini Singh y colaboradores[31] reportaron la 

actividad anti-Leishmania de la hipericina in vitro con una dosis entre 10uM-100uM en 

promastigotes, presentando una concentración inhibitoria (IC50) de 18 uM sin presentar 

efecto tóxico en macrófagos.  Montoya y colaboradores[30] evaluaron el efecto anti 

amastigota de la hipericina usando un modelo animal (L. panamensis en hasmter), 

desarrollando una formulación en crema con 0.5% de hipericina. Para el tratamiento se usó 

una dosis de 40 mg/día dos veces por semana durante tres semanas, y una energía de 

activación de 5 J/cm2. En este trabajo se reportó una mejoría en los animales infectados entre 

el 75% al 80%. La hipericina  mostró que al entrar en  contacto con la piel induce factores de 

crecimiento obteniéndose mejores resultados cosméticos en la cicatrización [30]. El 

mecanismo de acción de la hipericina  como agente fotosensibilizador aún no es claro y es 

fuente de estudio en la actualidad, así como su optimización en aplicaciones clínicas. Algunos 

trabajos se han centrado en la encapsulación de la hipericina con el fin de mejorar su 

agregación (la cual desactiva la respuesta fotoactiva), aumentar la eficiencia y selectividad 

[32]. Dentro de las desventajas de la Hipericina se cuentan el no ser soluble en agua y por lo 

tanto se requiere su disolución en medios etanólicos para su administración los cuales causan 

un dolor local, tiende a acumularse en la membrana celular (parte anfifílica) y el tratamiento 

es no selectivo.  

Por otra parte el dióxido de titanio es un material cerámico que se presenta en tres formas 

cristalográficas: Anatasa, Brookita y Rutilo. Es un material de gran popularidad debido a sus 

distintas propiedades como abundancia, baja toxicidad, estabilidad química que le ha 

permitido múltiples aplicaciones que van desde la industria del color, electrónica, celdas 

solares, industria cosmética,  aplicaciones fotocatalíticas y en el campo biológico se usa como 

potencial agente antimicrobial y antiparasitario debido a su respuesta fotodinámica. Sin 

embargo, su elevada reflectancia en el rango visible y la energía de activación para lograr un 

salto electrónico de 3.2 eV para la fase anatasa y 3.0 eV para la fase rutilo,  restringen sus 

aplicaciones. Según la ecuación de planck 𝐸𝑓 = ℎ𝜈 =
ℎ𝑐

𝜆
  dicha energía corresponde a una 

longitud de onda igual o menor a 387.5 nm valor que se encuentra en la región ultravioleta 

[33] y donde solo cerca de un 5 % de la energía solar podría ser aprovechada. En el caso de 

aplicaciones biológicas, irradiar con altas dosis de energía UV es contraproducente por 

presentar efectos citotóxicos. Por otra parte el par electrón-hueco fotogenerados tienden a 

recombinarse rápidamente limitando aún más su respuesta fotodinámica. De las fases de TiO2 

la de principal interés es la anatasa debido a que presenta una banda de conducción cerca de 

0.3eV más positiva que la fase de rutilo haciendo que el exceso de electrones en la banda de 

conducción genere una mayor fuerza de reducción de reactantes que la fase de rutilo. 

También esta fase presenta una capacidad de absorción de O2 mayor que previene la 
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recombinación cuántica[34]. En el tratamiento de la LC se han usado varios compuestos de 

TiO2 tales como nanopartículas de TiO2  y compuestos de TiO2-Ag. Este último, obtenido 

por ruta hidrotermal, fue usado en TF bajo luz visible para la inhibición de parásitos 

L.Tropica y L. infantum, dando como resultado una disminución de la viabilidad, la actividad 

metabólica y supervivencia en las células hospederas lo que amplía la posibilidad de uso de 

estos compuestos no solo en la LC sino también en la LV[35]. De igual forma se han realizado 

formulaciones del sistema TiO2-Ag con compuestos de acción antilehismania como 

meglumina y nigella savital oil encontrando que se puede mejorar la toxicidad de dichas 

moléculas al realizar combinaciones con las nanopartículas cerámicas[36, 37]. Sin embargo, 

el principal inconveniente de estos sistemas consiste en que su activación se hace mediante 

la exposición a fuentes de luz UV que resultan dañinas para las células. La búsqueda de 

sistemas con respuesta en el rango visible y de fácil obtención hace parte de los principales 

focos en el desarrollo de sistemas fotodinámicos y/o fotocatalíticos. En el caso del TiO2 se 

ha intentado mejorar su respuesta en el rango visible mediante el dopaje de la estructura con 

metales, sensibilización con diferentes moléculas y síntesis de compuestos de TiO2 con otros 

materiales. En el anexo 1 se resumen los diferentes compuestos usados en terapia 

fotodinámica para tratamiento de leishmaniasis con resultados prometedores que han sido 

valuados  in vitro y/o in vivo.   

Los fosfatos de calcio (FC) son materiales de gran interés en los campos de la biología, 

medicina e industria. Tanto su formación, funciones y aplicaciones dependen de su 

estructura, composición, solubilidad y estabilidad [38]. Los FC se utilizan principalmente en 

la regeneración de tejido óseo, por su excelente biocompatibilidad, osteoconductividad y fase 

mineral similar a la de los huesos, además de otras propiedades como lo son la viabilidad 

para realizar configuraciones con aplicación in vivo y capacidad de inyectabilidad[39]. Estas 

características los potencian para el desarrollo de sistemas de encapsulación para la liberación 

controlada, retardada y localizada de fármacos [40-43]. En la familia de los fosfatos de calcio 

se distinguen los metafosfatos con grupos PO3
-, los pirofosfatos con grupos P2O7

4- y 

ortofosfatos de calcio que son sales del ácido fosfórico tribásico H3PO4. Dependiendo de las 

condiciones, los FC pueden formar compuestos que contengan iones de H2PO4
-  HPO4

- o 

PO4
3- . Los dos últimos están presentes en los minerales de los huesos y los dientes. Para las 

aplicaciones biomédicas, los únicos de interés son los ortofosfatos de calcio puesto que los 

pirofosfatos y metafosfatos pueden generar calcificaciones extra óseas [44].  

En el sistema ternario Ca(OH)2-H3PO4 son conocidos once fosfatos de calcio que se 

distinguen entre sí por la variación de la relación molar de calcio a fosfato (Ca/P). Fosfato 

monocálcico monohidratado (MCPM), fosfato monocálcico anhídrido (MCPA), Fosfato 

dicálcico dihídratado (Brucita- DCPD), Fosfato dicálcico anhídro (Monetita-DCP o DCPA), 

fosfato octacálcico (OCP), dos formas de fosfato tricálcico alfa (α-TCP), fosfato de calcio 

amorfo (ACP) e hidroxiapatita (HA) o también la posibilidad de formar hidroxiapatita 

deficiente en calcio (CDHA), fosfato tricálcico beta (β-TCP), y fosfato tetracálcico (TTCP). 

Por otro lado con la sustitución del haluro por un ion hidróxido se obtiene fluroapatita (FAp) 
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o clorapatita (ClAp). La witlockita se forma en presencia de iones de magnesio y la apatita 

carbonatada (CO3Ap)  en presencia de carbonato. Tabla 1.2. resume la lista de fosfatos de 

calcio junto con sus parámetros estructurales, producto de solubilidad y relación Ca/P.  

 

Tabla 1.2 Tipos de fosfatos de calcio según su relación Ca/P adaptada del libro “calcium 

phosphates in biological and industrial systems” [11] 

Nombre y Formula  

Química  

Log Ksp a 25°C Relación 

Ca/P 

MCPM: Fosfato monocálcico monohidratado 

Ca(H2PO4)2.H2O 

Alta solubilidad 0.50 

MCPA: fosfato monocálcico anhídrido 

Ca(H2PO4)2 

Alta solubilidad  0.50 

DCPD: Fosfato dicálcico dihídratado 

CaHPO4.2H2O 

6.59 1.00 

DCPA:  Fosfato dicálcico anhídro 

CaHPO4 

6.90 1.00 

OCP: fosfato octacálcico 

Ca0.8H2(PO4)6.5H2O 

96.6 1.33 

α-TCP:  fosfato tricálcico alfa 

α-Ca3(PO4)2 

25.5 1.50 

β-TCP: fosfato tricálcico beta 

β-Ca3(PO4)2 

28.9 1.50 

HA: hidroxiapatita 

Ca5(PO4)3OH 

58.4 1.67 

FAp:Fluroapatita 

Ca5(PO4)3F 

60.5 1.67 

ClAp: Clorapatita 

Ca5(PO4)3Cl 

 1.67 

TTCP: fosfato tetracálcico 38 2.00 

 

Entre las principales estructuras de FC usados en encapsulación  se tienen la hidroxiapatita 

[42, 45-48] [49, 50], α-TCP[41], β-TCP[46, 51] y ACP [43, 52]. También se ha investigado 

en el uso de sistemas core-shell de FC con partículas magnéticas o poliméricas para la 

liberación controlada y retardada [53-57] con el fin de que el proceso de liberación del 

fármaco sea más lento desde el inicio (carga de fármaco liberado en los primero minutos u 

horas) y extendido en el tiempo. 

En el caso de los FC la incorporación de los fármacos se puede realizar mediante tres 

mecanismos globales [39] (Figura 1.5): 

1) Incorporación del fármaco a la fase sólida y posterior mezcla con la fase líquida. 
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2) Incorporación del fármaco a la fase líquida y posterior mezcla con la fase sólida.  

3) Formación y configuración  del FC  y posterior carga del fármaco ya sea gota a gota 

o por inmersión  

 

Figura 1.5   Mecanismos de encapsulación del fármaco en las estructuras de FC. 

Una vez se ha incorporado el fármaco a los FC se pueden establecer las siguientes 

interacciones entre el fármaco y la estructura de los FC 

a) El fármaco disuelve en la fase líquida sin formación de precipitados  

b) El fármaco enlaza en la superficie de cristales adyacentes  

c) La concentración de fármaco es mayor a la solubilidad del mismo en el medio 

presentándose la precipitación. (Figura 1.6) 

 

 

 
 

A B C 

   

Figura 1.6   Posibles Interacciones entre el fármaco y la estructura de los FC A) Fármaco 

libre B) Fármaco interactuando con los FC  C) Fármaco libre y precipitado. 

Los mecanismos de liberación del fármaco han sido ampliamente estudiados pero, en forma 

general, en el caso que la estructura de los FC permanezca estable durante todo el tiempo de 

liberación, los poros interconectados juegan un papel importante en la liberación del fármaco. 
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El mecanismo en ese caso es principalmente gobernado por procesos de difusión a través de 

los fluidos fisiológicos que permean la estructura (Figura 1.7 A). En otros sistemas, como es 

el caso de los cementos brucíticos, la porosidad aumenta por fenómenos de reabsorción 

haciendo el proceso de liberación más rápido (Figura 1.7 B). Lo contrario ocurre en los 

cementos de fosfato cálcico con comportamiento más bioactivo, en los cuales se forma una 

capa apatítica en la superficie del material por interacción con los fluidos circundantes, lo 

cual produce una liberación del medicamento más lenta (Figura 1.7 C)   

 

 

 

A B C 

   

Figura 1.7  Mecanismos de liberación del fármaco de las estructuras de FC A) liberación por 

difusión a través de los poros interconectados B) Reabsorción del FC y liberación más rápida. 

C) Formación de capa apatítica que retarda la liberación [13] 

Los diferentes tipos de fármacos incorporados a los FC van desde fármacos de bajo peso 

molecular hasta alto peso molecular[39]. Los de bajo peso molecular pueden ser 

antibióticos[42, 58], anti-inflamatorios [46], anticancerígenos, antiosteoporóticos etc. y en el 

caso de alto peso molecular pueden ser proteínas [39].  

Dependiendo de cómo se dé la incorporación del fármaco a la estructura encapsulante y de 

las características fisicoquímicas del mismo (solubilidad, tamaño del fármaco etc.) se tendrá 

un efecto sobre  la configuración del FC que a la larga afectará la cinética de liberación del 

fármaco[39]  

Se ha encontrado que el efecto de compuestos fotoactivos puede  ser potencializado cuando 

se encapsula o funcionaliza con el fin de mejorar su aplicación  y selectividad. Las opciones 

exploradas en encapsulación de sistemas fotodinámicos han sido realizadas en sistemas 

poliméricos o liposomales[17, 59, 60] pero aún no se ha explorado la opción de sistemas 

inorgánicos de carácter cerámico como son los fosfatos de calcio, los cuales en el mundo 

biológico gozan de popularidad por su buena biocompatibilidad, capacidad de reabsorción 

tanto activa (mediada por células) como pasiva (degradación de la estructura) [61, 62] 

1.2. Activación de estructuras de dióxido de titanio en el rango visible 
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El dióxido de titanio (TiO2) se caracteriza por ser un material semiconductor que actúa como 

fotocatalizador en diversas aplicaciones tecnológicas. Factores como la absorción de la 

radiación electromagnética, el gap de energía, la tasa de recombinación entre electrones y 

huecos,  la absorción de reactantes en la superficie externa de las partículas del polvo y las 

velocidades de óxido reducción entre los electrones y los huecos  afectan la foto actividad de 

un semiconductor[63]. Estos factores a su vez, se ven influenciados por la microestructura, 

la cristalinidad, la textura, los tamaños y la forma de las partículas. El TiO2 es un material 

fotocatalítico de gran interés, ya que presenta baja toxicidad, fácil reutilización, alta foto 

actividad, bajo costo, buena estabilidad térmica y química[64]. El mecanismo de 

fotogeneración de estados excitados en el dióxido de titanio se puede observar en la Figura 

1.8. 

 

Figura 1.8   Mecanismo de Fotogeneración de par electrón-hueco en la estructuras de banda 

del TiO2.   

Un electrón de la banda de valencia salta a través del band gap hasta la banda de conducción 

cuando es excitado con la energía apropiada dejando tras él un hueco. Este par electrón hueco 

puede actuar como centro de reacción a fin de formar especies oxidantes. A pesar que el 

TiO2 tiene una buena foto-respuesta con un fuerte potencial redox, su alta eficiencia se 

presenta principalmente cuando es sometido a irradiación ultravioleta lo que constituye una 
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de las principales desventajas para su aplicación. Solo el 6% de la radiación solar pertenece 

a la región ultravioleta y dicha región presenta efectos adversos en la salud humana. Además, 

el TiO2 presenta alta velocidad de fotodegeneración, es decir, alta velocidad en la 

recombinación de los pares electrón - hueco, lo cual disminuye su actividad fotocatalítica 

[65, 66] . Con el fin de superar estas falencias del TiO2, es necesario desplazar su respuesta 

fotocatalítica de la región ultravioleta a la región visible, que permita usar la radiación solar, 

y por otra parte, mejorar las propiedades microestructurales y químicas que lo hagan más 

foto activo disminuyendo su tasa de recombinación. Para desplazar la respuesta fotocatalítica 

del TiO2 al visible, se han realizado investigaciones en el uso de sistemas fotosensibilizantes 

como colorantes, dopaje con iones, polímeros conjugados, y metales de transición (Ag, Au, 

Pt)[67, 68] La idea fundamental con estos dopantes es generar estados intermedios de energía 

que aumenten la separación de carga entre los pares electrón-hueco de tal forma que se 

disminuya la tasa de recombinación cuántica, como se ve en la Figura 1.9, en la cual con el 

dopaje con Pt, se forma un estado de energía intermedio. 

 

Figura 1.9  Estados de energía intermedios asociados al dopante Pt [69] 

Otra alternativa para mejorar las propiedades microestructurales y químicas del TiO2 es 

mediante las rutas de síntesis que permitan obtener TiO2 con grandes áreas superficiales y 

tamaños nanométricos. Hay algunos reportes que intentan obtener sistemas de TiO2 en un 

solo paso sin necesidad de calcinaciones posteriores que desarrollen ambas características en 

el material. Es así como Wey Yang Teoh y colaboradores[70] reportaron la obtención de 

TiO2 dopado con Pt mediante Spray pirólisis, y obtuvieron la mezcla de las fases de anatasa 

y rutilo con tamaños de partícula nanométricos. Estudios similares realizaron Heiko Schulz 

y colaboradores[71] con el mismo método de síntesis,  pero enfocado en la optimización del 

control de la morfología de las partículas. G. Sivalingam y colaboradores[72] sintetizaron 

TiO2 por el método de combustión en solución directa y evaluaron principalmente el efecto 

en la degradación de colorantes como azul de metileno, sin tener en cuenta el efecto sobre 

las propiedades ópticas del TiO2 que tuvo la ruta de síntesis y el dopaje. 

1.3. Síntesis de fosfatos de calcio, dióxido de Titanio y la combustión en solución  

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009250905004860
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Hay una gran variedad de rutas usadas para la preparación de fosfatos de calcio y dióxido de 

titanio, desde rutas tradicionales en estado sólido, rutas químicas como sol gel, precipitación, 

co-precipitación, hidrotermal, método de plantilla, método sono-químico, síntesis asistidas 

por microondas, métodos de combustión etc.  La Tabla 1.3 y Tabla 1.4  resumen algunas de 

las técnicas empleadas para la síntesis de algunos fosfatos de calcio y dióxido de titanio. 

Tabla 1.3   Resumen de algunas técnicas de síntesis usadas en la obtención de fosfatos de 

calcio. 

  Método Característica del producto Ventajas Desventajas  Ref. 

    Tamaño Fase Forma 

M
ét

o
d

o
s 

en
 s

ec
o

 

Estado 

sólido 

Micrométrico HAP/ 

β –

TCP 

Diversas y 

porosas 

Bajo costo, 

escalable 

Aglomeraci

ón 

[73] 

Mecano-

químico 

Nanométrico HAp Nano 

granos, 

nano 

varillas 

Bajo costo, 

buena 

cristalinida

d, 

alta 

reproducibil

idad 

Aglomeraci

ón, 

contaminaci

ón durante la 

molienda 

[74] 

M
ét

o
d

o
s 

 Q
u

ím
ic

o
s 

Precipita

ción 

  Nano-micro  Baja 

cristalinidad 

[41] 

Co-

precipita

ción 

Nanométrico Hap, 

B-

TCP, 

CDA 

Nano 

varillas 

Bajo costo, 

método 

simple 

Agregación [75] 

Sol-gel nanométrico 

a pocas 

micras 

Hap, 

B-

TCP 

0D-1D, 

esféricas 

Alto control 

estequiomét

rico 

Algunos 

reactivos 

costosos y 

especiales, 

pequeña 

escala, 

aglomeració

n 

[76]

, 

[77] 

[78] 

[79] 
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Auto 

ensamble 

o método 

directo 

de 

cristaliza

ción 

nanométricos 

micrométrico 

DCP

D, 

DCP

A, 

Hap, 

mezcl

a de 

fases 

Flores, 

platos, 

diversas 

estructuras 

formas 

controlables 

alto costo, [80] 

[81] 

[82] 

[57] 

Sono-

químico 

Nanométrico HAP esferas, 

nano rods 

bajo costo, 

alta 

cristalinida

d, buena 

dispersión 

pequeña 

escala 

[55] 

[83] 

[84] 

[85] 

 

Hidroter

mal/ 

Hidroter

mal con 

plantilla 

Hidroter

mal 

asistido 

por MW 

Nanométrico 

micrométrico 

Multi

ples 

fases. 

HAP, 

B-

TCP,

DCP

D,DC

PA 

Múltiples 

formas: 

varillas, 

esferas, 

agujas, 

flores etc. 

Control en 

forma, 

control en 

cristalinida

d 

Escala 

pequeña, 

cuando se 

usa 

surfactantes 

son 

generalment

e costosos 

[45] 

[42] 

[43] 

[52] 

[46] 

M
ét

o
d

o
s 

d
e 

a
lt

a
 t

e
m

p
er

a
tu

ra
s 

Método 

de 

combusti

ón 

Nanométrico 

a 

submicrométr

ico 

HAp,

DCP

D, 

CDA, 

 

Mezcl

a de 

fosfat

os de 

calcio 

Diversa No se tiene 

un control 

en la forma 

de las 

partículas 

Bajo costo, y 

simplicidad 

de montaje, 

agregación 

[86] 

[87] 

[88] 

[89] 

[90] 

Combust

ión  

sol-gel 

Nano y 

submicrometr

ico 

Hap, 

BTC

O 

Granulares, 

nanotuboos 

 Bajo costo [91] 

[92] 
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Spray 

pyrolysis 

Nano, sub-

micrometrico

s 

Mezcl

a de 

fosfat

os, 

HAp 

Esferas, 

nano rods 

Escalable Agregados, 

alto 

consumo de 

energía 

[93] 

[94] 

Sales 

fundidas 

Nano, sub- 

micrométrico

, centímetros 

Hap  Platos, 

fibras 

Alta 

cristalinida

d 

Alto costo [95]  

T
éc

n
ic

a
s 

fí
si

ca
s 

Método 

de 

electrosp

inning, 

deposici

ón 

electrofo

rética 

Micrométrico HA, 

B-

TCP, 

mezcl

a 

Fibras, 

platos 

 Sistemas 

poli 

cristalinos, 

uso de 

aditivos 

costosos 

[96] 

[51] 

[97]  

 

Tabla 1.4  Algunas técnicas de síntesis usadas en la obtención de estructuras de TiO2 

Método 
Característica 

del producto 
morfología Ventajas Desventajas 

Ref. 

Sol gel  

Anatasa 

nanométrica  

Esférica, 

varillas  

Ruta de un solo 

paso, bajas T de 

síntesis, 

homogeneidad, 

control de 

morfologías  

Algunos 

reactivos 

costosos, 

tiempos de 

síntesis 

prolongados  [98] 

Hidrotermal-

Solvotermal  Anatasa, rutilo 

Esféricas, 

varillas, platos, 

fibras 

Alto control de 

morfología  

Uso de 

autoclaves, 

tiempos 

prolongados de 

síntesis  [99] [100] 

Oxidación 

anódica  Anatasa 

nanotubos de 

TiO2 

Fabricación in-situ 

con dopantes 

Difícilmente se 

puede variar la 

morfología [101] 

Métodos 

asistidos por 

microondas Anatasa, rutilo 

Placas varillas, 

nano hojas 

Cortos tiempos de 

reacción, costo 

eficiencia  

Algunas 

reacciones son 

difíciles de 

controlar  [102] 
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Métodos de 

Plantilla Anatasa, rutilo 

Variada 

dependiendo de 

la plantilla 

Alto control de la 

morfología, 

homogeneidad 

Uso de 

plantillas 

adecuadas  [103] 

Método 

sonoquímico Anatasa, rutilo 

esféricas y 

nano varillas 

tamaños micro 

métricos y 

nanométricos 

Costo eficiencia 

energía [104] 

Electro 

deposición 

CVD Anatasa , Rutilo Nano capas 

Fabricación de 

filmes Equipamiento  [105] 

 

 

 

La síntesis de combustión (SCS) es un método de alta temperatura, rápido y de amigable 

implementación por el bajo costo de los equipos usados. Es efectiva en la síntesis de 

diferentes óxidos o estructuras cerámicas en una escala nano lo que le permite ser usado en 

una gran variedad de aplicaciones avanzadas. Esta ruta permite obtener en la mayoría de los 

casos el producto deseado en una sola etapa ahorrando energía y tiempo aunque en ocasiones 

es necesario un tratamiento térmico posterior para promover la obtención de la fase. Desde 

el punto de vista termodinámico la síntesis de combustión en solución es una reacción 

exotérmica de óxido-reducción fuertemente dependiente de la relación combustible y 

oxidante. Se inicia en una temperatura llamada temperatura de ignición Ti y se sostiene por 

un determinado tiempo.  En general los principales parámetros que intervienen en la 

formación de una determinada fase son relación combustible oxidante,  tipo de flama, 

temperatura, gases generados,  composición química de los precursores e incluso hay reportes 

del contenedor de la reacción. 

1.4.1 Combustibles-Oxidantes  

 

Las características principales que debe cumplir un combustible para ser empleado en SCS 

es ser soluble en agua, tener bajas temperaturas de ignición, liberar gran cantidad de gases, y 

no dejar compuestos residuales durante la combustión. Los combustibles son fuente de C e 

H, los cuales durante la combustión forman CO2, H2O y liberan calor. Los combustibles 

forman complejos con los iones metálicos, permitiendo una mezcla homogénea. Durante su 

descomposición forman gases combustibles como HNCO, HNO3, NOx, CO etc. La presencia 

de flama se da por la mezcla de estos productos. La escogencia del combustible apropiado es 

fundamental en la exotermicidad de la reacción y la obtención del producto final. Por lo 

general los combustibles deben cumplir la propiedad de actuar como agentes acomplejantes 

de los iones metálicos que van a participar en la reacción, entonces los combustibles más 

adecuados son estructuras que se componen  generalmente de aminoácidos [106].  

Entre los combustibles más usados se tiene la glicina (NH2CH2COOH), la cual es un 

aminoácido de acción acomplejante de amplio espectro de iones metálicos, compuesta por 
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un grupo amino y uno carboxílico. El grupo amino acompleja más fácilmente los iones de 

transición, mientras que el grupo carboxilo presenta mayor afinidad por los cationes alcalinos 

o alcalinotérreos. Además presenta comportamiento bipolar (Zwiteriónico o amfotérico) que 

le permite acomplejar iones metálicos de diferentes tamaños previniendo la precipitación y 

la formación de un gel de alto grado de homogeneidad[34]. Otros tipos de combustibles 

explorados han sido úrea, carbohidrazida etc. En las rutas de combustión, los nitratos son por 

lo general los principales precursores escogidos debido a su buena solubilidad. Los grupos 

(NO3) de estos actúan como agentes oxidantes. En el caso en que se requiera se pueden usar 

agentes oxidantes extra como por ejemplo el nitrato de amonio (NH4NO3), el cual aumenta 

el gas en la combustión por lo que incrementa el área específica de los polvos producidos 

[107]. 

1.4.2 Relación Combustible Oxidante  

 

El combustible posee la propiedad de intervenir sobre los enlaces CH aceptando electrones 

mientras que un oxidante es la sustancia que ayuda a la combustión proveyendo el oxígeno 

(donador de electrones).  Cuando la mezcla de combustibles y oxidante es la adecuada se 

genera una reacción exotérmica a la temperatura de ignición. Para el cálculo de la relación 

apropiada combustible-oxidante se emplea el concepto de propelente químico y la energía 

liberada durante la combustión conocida como el impulso especifico (Isp) 

𝐼𝑠𝑝 = 𝑘√
𝑇𝑐

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠 𝑔𝑎𝑠𝑒𝑜𝑠𝑜𝑠
 

Donde Tc es la temperatura de combustión. La máxima temperatura de combustión Tc se 

alcanza cuando la relación entre el combustible y el oxidante 𝜑 =
𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝑅𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑢𝑠𝑡𝑖𝑏𝑙𝑒
   es 

igual a la unidad. Esta relación puede ser expresada en términos de los coeficientes 

estequiométricos que participan en la reacción  

𝜑 =
 ∑ 𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒. 𝐸𝑙𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠 𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑋 𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 

(−1) ∗ ∑ 𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒. 𝐸𝑙𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 𝑋 𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎  
 

El elemento oxidante es el oxígeno, mientras que el carbono, hidrogeno y los cationes 

metálicos son los elementos reductores y el nitrógeno es considerado como neutral. Los 

elementos oxidantes tienen valencias positivas y los elementos reductores tienen valencias 

negativas. Una reacción deficiente en combustible es aquella para la que φ>1, una reacción 

rica en combustible es aquella  φ<1. En los casos en que dicha relación es baja o muy elevada 

las reacciones de combustión son lentas y sin presencia de llama. Variables como tamaño de 

cristalito, área específica, porosidad, morfología, fases, grado de aglomeración dependen 

generalmente de una adecuada escogencia del parámetro φ.  

1.4.3 Temperaturas Características 
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En la combustión en solución se identifican varias temperaturas características como los son:  

La temperatura de ignición T0 la cual es considerada como la temperatura promedio de la 

mezcla inicial de precursores.  

Temperatura de ignición Tig corresponde a la temperatura a la cual se inicia la reacción de 

combustión. 

Temperatura adiabática de flama T(ad) Es la máxima temperatura de combustión alcanzada  

por el sistema bajo condiciones adiabáticas. 

Temperatura máxima de flama: Corresponde a  la máxima temperatura alcanzada por el 

sistema bajo condiciones no adiabáticas (Temperatura de flama en el sistema). 

Estas temperaturas pueden ser influenciadas por múltiples factores, como relaciones de 

combustible oxidante y sus cálculos incluyen  modelos físico químicos y termodinámicos. 

Por ejemplo en el cálculo de la temperatura adiabática se puede proceder  como sigue  

∆𝐻0 = ∆𝐻𝑓
0 = ∫ ∆𝐶𝑝(𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠)𝑑𝑇

𝑇𝑎𝑑

𝑇𝑖

 

Donde Tad, Tig son la temperatura adiabática de llama y la temperatura de ignición  

respectivamente, Cp es la capacidad calórica molar y ∆H0 es la entalpía de reacción que está 

dada por: 

∆𝐻0 = (∑ 𝑛∆𝐻𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠) − (∑ 𝑛∆𝐻𝑅𝑒𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠) 

donde ∆Hproductos y ∆Hreactivos son las entalpías de formación a condiciones estándar de los 

productos y los reactivos respectivamente  



Diseño de un dispositivo médico que sirva como terapia alternativa para el tratamiento de la 

Leishmania Cutánea 

38 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.   OBJETIVOS 
 

 

  



Capítulo 2- Objetivos  
 

39 
 

 

  



Diseño de un dispositivo médico que sirva como terapia alternativa para el tratamiento de la 

Leishmania Cutánea 

40 
 

La leishmaniasis es una enfermedad de origen parasitario presente en más de 98 países, con 

una incidencia anual aproximada de 2 millones de casos.  En Colombia es una enfermedad 

endémica presente en casi todos los departamentos. Las formas de tratamiento actuales 

consisten en terapias de administración de fármacos (parenteral), principalmente de 

compuestos antimoniales pentavalentes. Los efectos adversos de esta terapia radican en que 

muchos de estos compuestos presentan un grado de toxicidad que alteran la salud del paciente 

con la aparición de efectos secundarios como náuseas, fiebre, dolor etc. trayendo consigo el 

abandono de la terapia antes de su culminación tendiendo a cuadros clínicos de recaídas y 

desarrollo de resistencia del parásito al medicamento, por lo que el avance en los fármacos 

actuales y en las terapias tratamiento se hacen indispensables. Una terapia de interés actual 

en el uso de enfermedades localizadas es la terapia fotodinámica (TF), que consiste en la 

aplicación de un compuesto fotosensible que mediante la radiación apropiada 

preferiblemente en el rango visible produce especies oxidantes y/o reductoras que atacan en 

forma directa o indirecta la enfermedad. La terapia fotodinámica se potencia como una 

alternativa de  tratamiento para L.C que busca en primera instancia disminuir los efectos 

adversos de los fármacos actuales y evitar el abandono del tratamiento por parte del 

paciente[11]. Esta terapia implica la aplicación o inyección de un compuesto fotosensible en 

la zona afectada el cual, mediante irradiación focalizada, genera especies ROS que atacan el 

parásito o reservorio donde éste se encuentre. Los principios activos de interés para ser 

aplicados, deben cumplir especificaciones y características que son fundamentales para las 

aplicaciones biológicas y clínicas de un fotosensibilizador como presentar un espectro 

intenso de absorción en el rango visible, un alto rendimiento cuántico que asegure una alta 

producción de oxígeno singlete y otras especies reactivas de oxígeno, bajo fotoblanqueo y 

mínima toxicidad. La Hipericina  (HY) es un compuesto fotosensible, de origen natural, 

presenta actividad antitumoral y ha servido para realizar marcación de células 

cancerígenas[29]. Recientemente fue demostrado que también presenta comportamiento 

anti-Leishmania [7, 26], lo que lo convierte en candidato potencial para ser usado como 

agente fotosensibilizador en el tratamiento localizado de L.C. Sin embargo, la hipericina al 

ser altamente lipofílica, presenta baja  solubilidad en agua lo que restringe su aplicación 

médica al requerir soluciones etanólicas y solventes orgánicos aumentando la posibilidad de 

agregación. Además, se ha identificado que en el tratamiento de células cancerígenas la 

eficiencia de este fármaco está íntimamente ligada con la localización subcelular, tipo de 

célula o tejido, dosis del fármaco presente, irradiación con la fuente de luz apropiada, tiempo 

y duración de la irradiación, y se cuentan con pocos estudios de cómo estas variables pueden 

afectar el efecto anti-Leishmania. Para superar estas desventajas se ha llevado a cabo 

encapsulación de HY en complejos poliméricos y lipídicos o inclusión en formulaciones 

biofarmacéuticas encaminadas al tratamiento de cáncer, pero estos procesos son en la 

mayoría de elevado costo y de difícil acceso en caso de que se quiera implementar para 

mejorar el efecto anti-Leishmania [40, 108, 109]. Una alternativa para realizar la 

encapsulación de la HY la constituyen los Fosfatos de Calcio (FC),los cuales son 

biomateriales que gozan de excelente popularidad por su buena biocompatibilidad y 
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capacidad de reabsorción tanto activa (mediada por células) como pasiva (degradación de la 

estructura) [61, 62]. Con dicha encapsulación se busca garantizar la protección del fármaco 

hasta llegar al sitio de interés que en el caso de la L.C serían los macrófagos superando las 

barreras físicas, disminuyendo la localización no selectiva del fármaco, fotoactivación 

indirecta, realizando cambios en la dosis terapéutica, garantizando la sostenibilidad de la 

terapia en el tiempo, comodidad para el paciente durante la terapia,  y mejorando la eficiencia 

del principio activo.  

Una segunda alternativa para el tratamiento de la LC la constituyen los materiales inorgánicos 

que presenten comportamiento fotodinámico. El  dióxido de titanio es un material cerámico 

de elevado interés debido a sus distintas propiedades como abundancia, baja toxicidad, 

estabilidad química y  propiedades catalíticas, que lo potencia para múltiples aplicaciones 

que van desde la industria del color, electrónica, celdas de solares, industria cosmética, y 

aplicaciones fotocatalíticas. En el campo biológico su respuesta fotodinámica le ha permitido 

ser usado como potencial agente antimicrobial, antiparasitario e incluso en liberación 

controlada de fármacos. Su efecto antilehismania ya ha sido reportado en nanoestructuras 

cuando han sido sometidas a irradiación UV y se han hecho asociaciones de este material con 

principios activos antileishmania mostrando mayor eficiencia de dichos fármacos. Estas 

características posicionan el dióxido de titanio como una alternativa para el tratamiento de la 

LC, mucho más si se mejora su respuesta fotodinámica en regiones de longitud de onda 

visible que permitan su aplicación con fuentes de luz de bajo costo y que no presentan ningún 

efecto adverso como lo hacen fuentes de luz UV.  

El objetivo general de este trabajo fue diseñar un sistema de encapsulación de Hipericina en 

Fosfatos de Calcio como terapia alternativa para el tratamiento de la leishmaniasis cutánea. 

En el desarrollo del trabajo, y como una opción adicional para el tratamiento de la 

enfermedad, se planteó mejorar la respuesta fotodinámica del TiO2 en regiones de longitud 

de onda visible que permitan su aplicación con fuentes de luz de bajo costo y que no presentan 

ningún efecto adverso como lo hacen fuentes de luz UV.  

Para alcanzar el objetivo general, fue necesario enfatizar algunos tópicos como:  

Sintetizar por métodos químicos vehículos de encapsulación y liberación basados en fosfatos 

de calcio con las propiedades estructurales adecuadas para la encapsulación de fármacos 

hidrófobos. 

Relacionar las propiedades micro-estructurales y químicas de los vehículos de encapsulación 

con la eficiencia de carga de fármaco y posterior liberación en el tiempo. 

Establecer los efectos que tiene el vehículo encapsulante en la respuesta fotodinámica de la 

HY. 

Establecer la carga de fármaco necesaria en el vehículo encapsulaste para generar una 

respuesta anti-Leishmania (dosis terapéutica). 

Realizar la batería de pruebas biológicas necesarias para proponer el sistema fosfato de 

calcio-Hipericina como una alternativa al tratamiento de la leishmaniasis cutánea. 
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Con el fin de lograr los objetivos propuestos se sintetizaron fosfatos de calcio mediante la 

ruta de combustión en solución y una variación de la misma obteniendo dos morfologías 

diferentes para realizar la respectiva encapsulación de la HY. Por otra parte,  teniendo en 

cuenta los principios de terapia fotodinámica que se fundamenta en la respuesta electrónica 

de un material a una determinada longitud de onda quisimos explorar la respuesta 

fotodinámica de compuestos cerámicos como el TiO2 y su potencial uso como 

fotosensibilizador en el tratamiento de LC. Este trabajo anexo al principal consistió en 

obtener estructuras de dióxido de titanio dopadas con Pt, Fe, Zn  las cuales también fueron 

obtenidas por combustión en solución. A todos los compuestos se les realizó una respectiva 

caracterización estructural y morfológica para luego ser sometidos a las pruebas biológicas 

in vitro y como plus realizar ensayos in vivo con las mejores estructuras de TiO2 combinadas 

con HY. La Figura 3.1 resume la metodología general seguida en el desarrollo de la tesis.  

 

Figura 3.1 Esquema de la metodología utilizada para alcanzar los objetivos de este trabajo 

3.1 Síntesis de los sistemas de encapsulación  

3.1.1 Síntesis de las nanoestrcuturas de fosfato de calcio esféricas (Síntesis 1) 

 

Las estructuras de fosfato de calcio (FC) se sintetizaron por la ruta de autocombustión en 

solución. Como materias primas se usaron nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NO3)2 4H2O 

(Merck), hidrogeno-fosfato de amonio  (NH4)2HPO4 (Alfa Aesar) como fuentes de calcio y 

fósforo respectivamente, glicina C2H5NO2 (Merck) como combustible,  y ácido nítrico HNO3  
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al 65% (Biochemical). Inicialmente el Ca(NO3)2 4H2O y el (NH4)2HPO4 fueron mezclados 

en 20 ml de agua destilada bajo constante agitación manteniendo una relación Ca/P=1,5; a la 

mezcla se añadió HNO3 suficiente para disolver el precipitado previamente formado. Con el 

fin de agregar la cantidad adecuada de combustible (glicina) y obtener la máxima temperatura 

de combustión, se usó el parámetro  definido como 𝜑 =
∑ Coefficient.Reducing elements X Valence 

∑ Coefficient.Oxidant elements X Valence
 y ajustado a la relación estequiométrica oxidante-

combustible para φ = 1. En esta etapa la solución permaneció en agitación y calentamiento a 

una temperatura de 60°C durante una hora hasta la evaporación casi total del solvente y 

formación de una resina, esta resina fue llevada a una temperatura de 140°C hasta la 

combustión. Las cenizas formadas fueron llevadas a tratamiento térmico a 800°C durante 2 

horas. Los polvos fueron suspendidos en 80 ml de alcohol isopropílico y ultrasonicados en 

un equipo Cole Palmer de 500W a diferentes amplitudes durante 1 hora. Los polvos fueron 

nuevamente secados durante 2 horas a 90°C. 

3.1.2 Síntesis de las nanoestructuras de fosfato de calcio tipo whiskers, agujas o varillas 

(Síntesis 2) 

 

Con el objetivo de modificar la morfología de los fosfatos de calcio mediante la ruta de 

combustión en solución se optó por la modificación de la síntesis tradicional con la 

combinación de sales fundidas y asistencia de reacción por microondas [69]. Para esto el  

Ca(NO3)2 4H2O y el (NH4)2HPO4 fueron mezclados en 15 ml de agua destilada bajo constante 

agitación manteniendo una relación Ca/P=1,5; a la mezcla se añadió HNO3 suficiente para 

disolver el precipitado previamente formado. La cantidad de combustible se  controló con el 

parámetro  ɸ definido en la ecuación 1. En esta etapa la solución permaneció en agitación 

constante por una hora. La sal usada como aditivo fue el cloruro de potasio KCl (Merck). 

Con el fin de controlar la cantidad de sal a adicionar, se definió el parámetro ϒ, como la 

relación entre la cantidad en peso del FC a preparar y la cantidad de sal a adicionar. Se 

prepararon soluciones con valores de  ϒ de 0, 0.07, 0.11, 0.16, 0.33, y 1. Las muestras fueron 

renombradas como ϒ0 , ϒ1 , ϒ2 , ϒ3 , ϒ4 , y ϒ5 respectivamente.  Las mezclas fueron llevadas 

por separado a una plancha de calentamiento a una temperatura de 60°C bajo fuerte agitación 

y cada mezcla permaneció en la plancha hasta la evaporación casi total del solvente. Cada 

mezcla fue llevada por separado a un horno microondas Marca LG de 2.4GHz y puesto entre 

refractarios de Alúmina manteniendo la irradiación con microondas en todas las muestras 

durante 1:30 s, hasta la combustión. Cada sistema se dejó en el microondas durante 20 

minutos con el fin de evitar el choque térmico del beaker. Posteriormente, cada muestra fue 

lavada mediante filtración al vacío con agua caliente por tres veces con el fin de eliminar el 

exceso de KCl presente. El material recuperado se secó en una estufa eléctrica por 30 minutos 

a 70°C. Los polvos obtenidos fueron suspendidos en 80 ml de alcohol isopropílico y 

sometidos a agitación con ultrasonido en un equipo Cole Plamer de 500W a diferentes 

amplitudes durante 1 hora. Los polvos fueron nuevamente secados durante 2 horas a 90°C. 
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3.1.3 Síntesis de las estructuras de TiO2 dopadas con Pt, Fe, Zn (Síntesis 3) 

 

Los precursores usados en la síntesis del TiO2 fueron isopropóxido de titanio (IV) 

Ti(OCH(CH3)2)4Ti (IV) (Alfa Aesar), glicina  NH2CH2CO2H (Alfa Aesar), tetracloruro de 

platino PtCl4 (SigmaAldrich), nitrato  de Zinc Zn(NO3)26H2O (Sigma), nitrato de hierro 

Fe(NO3)3 9H2O   (Merck) y  ácido nítrico HNO3 (Scharlau). 

Inicialmente se obtuvo el titanyl nitrato mediante la reacción química previamente reportada 

[34] entre el ácido nítrico y el Titanyl hidróxido, el cual fue sintetizado por la hidrolisis lenta 

de 2,98 ml de Ti (IV) isopropoxido en 25 ml de agua destilada con fuerte agitación a 0°C 

durante 1 hora. Posteriormente, se siguió con el proceso de nitración agregando 3,98 ml de 

ácido nítrico y agitando por dos horas hasta formar una solución transparente. Después se 

agregaron los dopantes de Pt, Fe, Zn  a una concentración de 0.6% por cada síntesis. Luego 

1,03 g de glicina fue añadido a las soluciones anteriores y se continuó con la agitación por 5 

minutos. La mezcla oxido reductora fue llevada hasta la temperatura ambiente y 

posteriormente puesta en una plancha de calentamiento a 90°C con el fin de eliminar 

lentamente el agua hasta la formación de una resina blanca. En ese momento la temperatura 

de la plancha fue llevada hasta 180 °C produciéndose una reacción exotérmica de combustión 

en dos etapas, primero la formación de una ceniza gris y después de 10 minutos la formación 

de polvos con coloración amarilla que al ser llevados a temperatura ambiente se tornaron 

blancos. Estos polvos fueron macerados en mortero de ágata. 

3.2 Caracterización estructural de los polvos obtenidos en las rutas de síntesis 

 

La estructura de los materiales obtenidos fue evaluada usando difracción de rayos X con un 

equipo Xpert-Pro PANanalytical difractometro de doble circulo multipropósito de radiación 

Cu-Ka (λ = 0.15406 nm) en ángulos de difracción entre 10-50° y 20-80° (2θ) para las 

muestras de fosfatos de calcio y para las muestras de TiO2  respectivamente.  Las medidas de 

espectroscopía Raman fueron obtenidas con un equipo Labram Horiba usando un láser de 

532 nm con potencia de 5mW. Para el análisis morfológico las muestras fueron preparadas 

mediante lavado y ultrasoniación en alcohol isopropilico en un equipo Cole Palmer de 500W 

con una amplitud de 80% durante 1:20 h. Las imágenes SEM fueron recolectadas con un 

equipo Carl Zeiss EVO MA10 y microscopio electrónico de barrido con emisión de campo 

marca JEOL-JSM – 6701F (FE-SEM). Posteriormente se realizó un análisis de imagen y 

estadístico con un software GNU e InfoStat respectivamente. Para las muestras de TiO2 se 

realizaron medidas de Espectrofotometría de reflectancia difusa UV-Vis usando un 

espectrofotómetro Marca Ocean Optics S 2000 con rango espectral entre 280-800 nm.  

3.3  Encapsulación de Hipericina (HY) en las estructuras de fosfatos de calcio 

sintetizadas  
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La encapsulación de la HY se hizo en las estructuras de fosfatos de calcio obtenidas en la 

ruta de síntesis 1 y en la mejor estructura por sus propiedades morfológicas obtenidas en la 

ruta de síntesis 2 (aquella que presentó menor cantidad de agregados y tamaño de grano 

apropiado para la aplicación muestra γ1 γ3). 

Para la encapsulación de la HY se usó la técnica de impregnación-agitación. Para ello 20 mg 

de nanopartículas fueron re-suspendidas en 0,5 ml de DMSO y llevadas a agitación mediante 

ultrasonido durante 30 segundos. Una solución de HY con una concentración de 100 µM en 

DMSO se preparó por separado y posteriormente se agregó a la dispersión de nanopartículas. 

El sistema se dejó en agitación durante 20 horas a 60 rpm. Posteriormente la dispersión fue 

centrifugada a 15000 rpm. El precipitado fue recuperado y llevado a 40°C durante 24 horas. 

Las posibles interacciones del fármaco con el encapsulante se evaluaron por medio de  

espectroscopia IR con transformada de Fourier en un equipo Thermo Scientific Nicolet iS50 

FTIR y espectrofotemetria VIS en un equipo Infinite M200Pro, TECAN 

 

3.4 Evaluación indirecta de producción de especies ROS  

 

La semicuantificación de producción de especies ROS se realizó indirectamente mediante 

ensayos de fluorescencia de moléculas de prueba. En el caso de la HY encapsulada en los FC 

la sonda usada fue  Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG- Thermo Fischer Scientific) la cual 

es específica para especies reactivas de oxigeno (1O2) y para los  compuestos de TiO2 

dopados se empleó 2’,7’ -dichlorofluorescein diacetate  (H2DCFDA-sigma Aldrich) la cual 

es específica para radicales hidroxilo (-OH).Se prepararon suspensiones de la HY 

encapsulada en los FC y de las NPs del TiO2 en medio acuoso en un volumen final de 200 µl 

en placas negras de  96 pozos de fondo plano (Corning™). A los compuestos de FC se les 

añadió 3 µM de SOSG y para las NPs de TiO2  se agregó 10µg/mL de H2DCFDA; ambas 

moléculas de prueba disueltas previamente en DMSO (los experimentos fueron hechos por 

triplicado). Posteriormente las placas fueron sometidas a irradiación visible durante 60 

minutos tomando medidas de fluorescencia en diferentes intervalos con valores de longitud 

de emisión/excitación 505/525 nm,  488/520 para la SOSG y la H2DCFDA respectivamente 

en un equipo  Infinite M200Pro, TECAN. 

3.5  Cuantificación de la carga del fármaco HY en las estructuras de fosfatos de 

calcio  

 

Para la determinación de la cantidad de hipericina cargada en las nanopartículas de fosfato 

de calcio se construyó una curva estándar de concentración. Para ello la HY fue diluida en 

metanol en diluciones seriadas 1:5 a partir de 25µg de hipericina[30]. La fluorescencia de la 

dilución fue leída en un espectrofluorómetro Varioskan Flash (Thermo Scientific) a una 
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longitud de onda de excitación de 542nm y emisión a 610 nm (el experimento fue realizado 

por triplicado). Los datos obtenidos fueron ajustados al mejor modelo matemático obteniendo 

una ecuación de intensidad en función de la concentración. Posteriormente 20 µg /mL de 

partículas cargadas con HY fueron sometidas a lavado en metanol, vortex y centrifugación 

varias veces, con el fin de liberar la HY contenida en ellas. El sobrenadante fue recuperado 

y su fluorescencia fue medida en tres réplicas por triplicado. Este resultado se compara con 

la curva estándar anteriormente realizada para calcular la cantidad de HY encapsulada en las 

partículas.   

 

3.6  Ensayos biológicos  

3.6.1 Ensayos realizados con fosfatos de calcio (Síntesis 1-2) 

3.6.1.1 Cultivo de Parásitos  

Para los diferentes ensayos in vitro de los FC se usaron promastigotes de L (V) panamensis 

(MHOM/CO/87/UA140 epir-GFP) que corresponden a parásitos transfectados con el gen de 

la proteína verde fluorescente (GFP). Los parásitos se mantuvieron en cultivo en medio NNN 

(Nicole Novy Neal) a 26°C. Para las infecciones in vitro de macrófagos derivados de 

monocitos humanos (huMDM) se usaron promastigotes en fase estacionaria de crecimiento, 

es decir de 5 días de cultivo que corresponden a promastigotes metacíclicos o infectivos. 

3.6.1.2 Obtención de macrófagos humanos derivados a partir de monocitos de sangre 

periférica (huMDM) para los ensayos in vitro 

 

Para los experimentos biológicos in vitro los huMDM se obtuvieron a partir de la 

metodología reportada previamente por Montoya [110]. Se tomaron 60 mL de sangre 

periférica almacenada en tubos de 10 mL. Los tubos se agitaron manualmente hasta que se 

formó coágulo de fibrina. Una vez finalizado el proceso de desfibrinación se transfirió la 

sangre a un tubo nuevo, donde se diluyó con PBS en proporción 1:1. En tubos cónicos de 15 

ml se depositaron 3 ml de Ficoll-Hystopaque 1077 (Sigma-Aldrich) y se agregaron 

lentamente 12 ml de la sangre diluida 1:1 en PBS. Estos tubos se centrifugaron a 2000 r.p.m 

(300g) por 20 minutos a temperatura ambiente.  Se tomó la capa de células mononucleares, 

las cuales se lavaron dos veces con PBS a 1800 rpm por 5 minutos. El botón de células que 

quedó en el fondo después de estos lavados correspondió a la población de células 

mononucleares las cuales fueron re-suspendidas en medio RPMI-1640 suplementado con 

0.1% de suero autólogo. 5 x 105 células por pozo fueron colocadas en platos de 96 pozos  y 

3 x 106 células por pozo fueron colocadas en platos de  24 pozos. Las células se dejaron 

adhiriendo durante 4h a 37°C, al 5% de CO2. Luego de este periodo de incubación se 

removieron las células no adherentes con dos lavados con 500 µl de PBS por pozo. Se 

adicionó RPMI al 10% de suero autólogo y las células se dejaron diferenciando durante 72h. 
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3.6.1.3 Captación de las nanopartículas cargadas con hipericina en huMDM. 

 

La captación celular fue evaluada mediante microscopia de fluorescencia en un microscopio 

Nikon Labophot-2  a una longitud de onda de excitación de 540-580 nm y de emisión de 600-

680 nm. Se cultivaron huMDM en presencia de 20ug/ml de nanopartículas cargadas con el 

fármaco.  Se tomaron imágenes a las 2, 4 y 6 horas para evidenciar la captación. Si las 

nanopartículas son cargadas por las células estas  deben presentar fluorescencia con longitud 

de emisión en el rojo. 

3.6.1.4 Fuente de irradiación de luz visible  

 

La fuente de luz usada con el fin de activar la HY  fue una lámpara de luz visible hecha con 

18 leds de 1 Watt de potencia de color blanco. La lámpara tiene un sistema de refrigeración 

y control de temperatura. La potencia y espectro de emisión de la lámpara se caracterizó con 

un potenciómetro Thorlabs PM100D y un espectrofotómetro Ocean Optics PS-2000 

3.6.1.5 Ensayos de Citotoxicidad 

 

El potencial citotóxico de las nanopartículas solas y cargadas con hipericina se determinó 

según la concentración letal 50 (CL50 o CC50) en cultivos primarios huMDM cultivados en 

presencia de diferentes concentraciones de nanopartículas solas y de nanopartículas cargadas 

con hipericina. Para ello, 5 x 105 huMDM fueron colocadas en platos de 96 pozos en 200 µL 

de RPMI-1640 suplementado con 10% de suero  bovino fetal (SFB) y 10% de penicilina (100 

U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml). Se evaluaron 6 concentraciones de nanopartículas solas 

y cargadas con hipericina, partiendo de 200 µg/ml en diluciones seriadas 1 en 2. Como 

control de citotoxicidad se usó anfotericina B. Las células se incubaron en presencia del 

compuesto a diferentes concentraciones durante 2 horas bajo oscuridad. Posteriormente los 

platos fueron sometidos a irradiación visible garantizando una dosis de 22 J/cm2. Esta energía 

es la necesaria para la activación del fármaco [30]. Luego de la irradiación, las células se 

encubaron nuevamente a 37°C y 5% de CO2 durante 72 horas en condiciones de oscuridad. 

Los resultados se expresaron como la Concentración Letal 50 (CL50) [111], calculada 

mediante un análisis Probit, (relación dosis-respuesta) [112]  

3.6.1.6 Evaluación de la actividad leishmanicida in vitro 

 

Para los ensayos de actividad leishmanicida in vitro en amastigotes intracelulares de 

Leishmania, se infectaron 3 x 105 huMDM con promastigotes de L. (V.) panamensis 

(MHOM/CO/87/UA140 epirGFP) en proporción 30:1 parásitos:células siguiendo el 

protocolo descrito por Muñoz y col en 2009[112] . Las nanopartículas se adicionaron a una 
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concentración inicial de 20 µg/ml en diluciones seriadas 1 en 2. Pasadas 2 horas de 

incubación, las células se irradiaron con la luz visible  suministrando una energía de 22 J/cm2.  

Las células se llevaron nuevamente a incubación 34°C, 5% de CO2 y luego de 72 horas se 

determinó el efecto de los compuestos  en la viabilidad  de los amastigotes intracelulares por 

medio de citometría de flujo. Para ello, las células se desprendieron del fondo de cada pozo 

y las células en suspensión se leyeron en el citómetro de flujo (Cytomics FC 500MPL, 

Beckman Coulter, E.U) a 488 nm de excitación y 525 nm de emisión contando al menos 

10.000 eventos. Se determinó el porcentaje de células infectadas según el número de eventos 

positivos (fluorescencia verde) mediante análisis de diagrama de puntos, al igual que la carga 

parasitaria según el análisis de la Intensidad de Fluorescencia Media para el canal de 

fluorescencia verde[112] . La actividad anti-Leishmania se calculó mediante el porcentaje de 

inhibición de la infección obtenido para cada compuesto a la concentración evaluada, 

determinando el porcentaje de infección de acuerdo a lo reportado por Muñoz y col 2009. La 

Concentración Efectiva 50 (CE50) para cada compuesto se calculó mediante un  análisis 

estadístico, usando como datos los porcentajes de infección y de inhibición de la infección 

obtenidos para cada concentración evaluada en cada caso.  Se calculó además el índice de 

selectividad (IS) dividiendo la actividad citotóxica entre la actividad leishmanicida con la 

fórmula IS = CC50/CE50. 

 

3.6.1.7  Ensayos biológicos in vivo 

 

Con el fin de llevar a cabo los ensayos in vivo con la HY encapsulada en los fosfatos de 

calcio el compuesto que presentó mejor respuesta in vitro fue utilizado para la fabricación de 

un parche polimérico con las nanopartículas dispersas. Esta etapa fue realizada en asocio con 

el instituto tecnológico de Aragón. Para esto la HY encapsulada en los FC fueron mezclados 

con el polímero PA6, una poliamida  termoplástica semicristalina de buena resistencia 

mecánica (en una proporción 10% en peso de partículas respecto al polímero).  La mezcla 

fue sometida a un tratamiento de molienda, secado y posteriormente llevada a una extrusora 

de doble husillo donde se realizó la extrusión del  hilo bajo unas condiciones de 

procesamiento de  240°C a 250°C  y  una velocidad de 100-150 rpm durante  5 minutos. El 

hilo obtenido fue cortado utilizando Nitrógeno líquido y usado en la conformación del parche 

para su posterior evaluación antileishmania. (ver Figura 3.2) 
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Figura 3.2 Metodología de conformación del parche mediante hilado por extrusión de 

doble husillo 

El potencial terapéutico del parche se evaluó en hámsteres dorados (Mesocrisetus auratus) 

infectados experimentalmente siguiendo el método descrito por Robledo y colaboradores  

2012 y Montoya [113]. Para ello, hámsteres de 7 semanas de edad en promedio se infectaron 

con 5 x 108 promastigotes de L. (V.) panamensis (MHOM/CO/87/UA140 epirGFP). Los 

animales se mantuvieron en condiciones estándar para micro y macroambiente  (temperatura 

of 24-28°C; 70-80% humedad), alimento (10% del peso Rodentina®, agua estéril ad libitum), 

con cambios de cama una vez por semana y agrupados por género y rango de edad. Los 

animales se distribuyeron en los siguientes grupos experimentales (n = 5 animales por grupo) 

G1:Glucantime, G1: Parche con luz + Partículas, G2: Parche sin luz + partículas, G3: Parche 

con luz, G4: Parche sin luz. La respuesta terapéutica del parche se comparó con la del 

glucantime intralesional, por ser éste el medicamento estándar y ampliamente utilizado.  

Luego de 6 a 8 semanas, una vez los animales desarrollaron las lesiones, se inició el 

tratamiento con el parche  El esquema de tratamiento para el  parche fue el siguiente: Se 

hidrató el material y se colocó sobre la herida, se irradió cada lesión con una lámpara de luz 

visible de 5 mW/cm2 durante el tiempo apropiado para suministrar  22 J/cm2. Este tratamiento 

se aplicó dos veces por semana durante tres semanas. Para los grupos sin exposición a la luz, 

la formulación luego de aplicada era protegida de la luz durante 24 horas. El glucantime se 

aplicó intralesionalmente (200 µg en 20 µl) dos veces por semana durante tres semanas. 

 

Una vez finalizado el tratamiento  se midió el tamaño de la lesión. La respuesta terapéutica 

a cada tratamiento se evaluó según criterios clínicos en términos de cura (cicatrización y 

desaparición completa de la lesión), mejoría clínica (reducción > 30% en el tamaño de la 
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lesión), falla (reducción < 30% o aumento del tamaño de la lesión) o recaída (reaparición de 

la lesión luego de una cura inicial).  

 

3.6.2 Ensayos realizados con dióxido de titano  

3.6.2.1 Cultivo de Parásitos 

 

Para los diferentes ensayos in vitro se usaron promastigotes de L. amazonensis 

MPRO/BR/1972/M1841-LV- Los parásitos se mantuvieron en cultivo en medio “in liver-

infusion tryptose médium” (LIT)(SILVA; NUSSENZWEIG, 1953) suplementado con  10% 

de suero bovino fetal (FBS) (Gibco) a 28°C. Para las infecciones in vitro de los macrófagos 

se usaron promastigotes en fase estacionaria de crecimiento, es decir de 5 días de cultivo que 

corresponden a promastigotes metacíclicos o infectivos. 

3.6.2.2 Obtenciones de los macrófagos y ensayos de citotoxicidad 

 

Se obtuvo macrófagos peritoniales según la metodología reportada previamente por 

Velasquez y colaboradores [114]. Para ello ratones Swiss (machos, con 6 a 8 semanas de 

edad, y masa de entre 25 e 30 g) fueron inoculados via intraperiotonial con 3 mL de 

tioglicolato de sódio al 3 %[115]. Después de cuatro días los ratones fueron sacrificados 

según los procedimientos adoptados por el comité de ética  CEUA/FCF/CAr: 43/2016. Los 

macrófagos fueron retirados con 5ml de PBS y almacenados en tubos falcon bajo hielo [116] 

3.6.2.3 Captación de las nanopartículas de TiO2 por los huMDM. 

 

Con el fin de verificar la captación de las partículas de TiO2 en las células  mediante 

fluorescencia se usó como molécula de prueba extracto de hipericina. Para ello se cargó 

mediante la técnica de impregnación-agitación la solución de extracto de HY en las 

nanopartículas de TiO2  y la  captación celular fue evaluada mediante microscopia de 

fluorescencia en un microscopio Nikon Labophot-2  a una longitud de onda de excitación de 

540-580 nm y de emisión de 600-680 nm. Se cultivaron huMDM en presencia de 20µg/ml 

de nanopartículas de dióxido de titanio cargadas con HY como molécula de prueba.  Se 

tomaron imágenes a las 2, 4 y 6 horas para evidenciar la captación. Si las nanopartículas son 

cargadas por las células estas deben presentar fluorescencia con longitud de emisión en el 

rojo.  

3.6.2.4 Fuente de irradiación de luz visible  
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La fuente de luz usada con el fin de activar los compuestos de TiO2  fue una lámpara de luz 

visible con longitud de 400-800 nm. La potencia y espectro de emisión de la lámpara se 

caracterizó con un potenciómetro Thorlabs PM100D y un espectofotómetro Ocean Optics 

PS-2000. 

3.6.2.5  Ensayos de citotoxicidad 

 

Los macrófagos fueron contados y su concentración ajustada a 5x106 macrófagos/mL. 100 

μL de la suspensión de macrófagos fueron adicionados en cada pozo de una placa de 96 

pozos. Para la adhesión de las células estas fueron encubadas durante 4 h a 37°C y 5 % de 

CO2  y posteriormente lavadas con 200 μL de medio RPMI. Se adicionaron los compuestos 

de TiO2 en diluciones seriadas entre 300 a 1 μg/mL y nuevamente se encubaron durante 4 

horas para la posterior  irradiación durante 40 minutos con luz visible y 55 J, llevándolos 

nuevamente a encubación por 24 h, tiempo después del cual, se realizó el ensayo MTT para 

determinar la viabilidad celular descrito inicialmente por Mosman y colaboradores [117]. El 

ensayo se basa en la capacidad de las células vivas para reducir la sal de  3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) en formazán catalizado por metalsulfato de fenazina (PMS), 

el cual característicamente presenta un color azul. En cada pozo de la placa se adicionaron 

10 μL de MTT/PMS [118]  y se encubaron las células protegidas de la luz durante 75 min a 

28°C. Luego de este tiempo, los cristales de fromazán fueron disueltos con 100 μL de  una 

solución de dodecil sulfato de sodio al 10% en HCl en una concentración de 1 mol/L (SDS-

HCl) y las células se encubaron nuevamente por 30 min a temperatura ambiente, protegidas 

de la luz durante 30 min. La lectura de la placa se realizó en un espectrofotómetro de placas 

a longitud de onda de 540 nm. La intensidad de la absorbancia es  proporcional a la cantidad 

porcentual de macrófagos vivos. Estos ensayos fueron llevados a cabo por triplicado.  

3.6.2.6 Evaluación in vitro de la capacidad anti amastigota intracelular de L. amazonensis 

de los compuestos de TiO2  

 

Se obtuvieron macrófagos peritoniales de ratones swis conforme al ítem anterior y fueron 

encubados en platos de 24 pozos con laminulas circulares de 13 mm de diámetro a una 

concentración de 1 x 105 macrófagos/mL durante 4 h  (37°C, 5 % de CO2). Parásitos de L. 

amazonenses  fueron adicionados en una proporción 5:1 (promastigotas:macrófagos) y 

dejados por 24 horas, permitiendo la infección de los macrófagos y posterior replicación de 

los parásitos en el interior del macrófago. Los parásitos no interiorizados fueron removidos 

mediante lavado con PBS. Los compuestos de TiO2 fueron añadidos en diluciones seriadas 

por debajo del valor de LC50 encontrada en el ensayo de citotoxicidad. Los compuestos 

fueron encubados por 4 horas previas a la irradiación con la luz durante 40 minutos y 

posteriormente otras 24 horas más. Después de este tiempo las laminulas fueron removidas 
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y coloreadas con Gimsa para la observación del número de amastigotas intracelulares por 

cada 100 macrófagos mediante microscopia óptica tradicional [119]. 

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y según lo establecido por el comité 

de ética en el uso de animales (CEUA), CEUA/FCF/CAr 44/2016, da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade Estadual Paulista, UNESP-Araraquara 

3.6.2.7 Ensayos biológicos in vivo Compuesto TiO2 +Zn + HY 

 

Para realizar los ensayos in vivo se tomó el compuesto de TiO2 que presentó mejores 

resultados en la evaluación in vitro y se elaboró una suspensión con HY de forma análoga a 

lo realizado con la encapsulación en sistemas de fosfatos de calcio. Para ello 20 mg de 

partículas de TiO2 + Zn fueron suspendidas en una solución de HY al 25 µM y mantenida 

bajo agitación durante 24 horas. Después las partículas fueron recuperadas para ser usadas 

en la preparación de la solución stock con PBS como medio. Hembras BALB/c con 3-4 

semanas de edad fueron infectadas subcutáneamente en la pata trasera derecha con una 

concentración de 1x107 de promastigotas L. amazonensis en fase meta cíclica. Después de 

dos meses  de infección se dio inicio al tratamiento vía subcutáneo durante 30 días aplicando 

dosis en días alternados y suministrando una energía de activación equivalente a 55 J/cm2 

con longitudes de onda  492 nm y 660 nm. Se establecieron 7 grupos con una cantidad de 5 

animales por cada uno de la siguiente forma: Grupo control animales no infectados (G1), 

animales infectados y no tratados (G2), Animales infectados y tratados con el vehículo (G3), 

animales infectados y tratados con fármaco de referencia vía intraperitonial, Anfotericina B 

(2 mg/Kg- G4) animales infectados y tratados con el compuesto a un valor de ½ EC50 (G5), 

animales infectados y tratados con el compuesto a un valor de EC50 (G6), animales infectados 

y tratados con el compuesto a un valor de EC50 (G7).  Durante el tiempo de tratamiento se 

realizó la medida de la lesión mediante un calibrador digital marca Mitutoyo. Después del 

tratamiento los animales fueron sacrificados, siguiendo las recomendaciones del comité de 

ética-protocolo CEUA/FCF/CAr: 43/2016 y la dermis y epidermis de la región de la lesión 

fueron removidas para la cuantificación de la carga parasitaria mediante las técnicas de 

dilución limitante. 

 



Capítulo 4- Resultados y Discusión 
 

55 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS Y 

DISCUSIÓN  



Diseño de un dispositivo médico que sirva como terapia alternativa para el tratamiento de la 

Leishmania Cutánea 

56 
 

  



Capítulo 4- Resultados y Discusión 
 

57 
 

 

4.1 Síntesis y caracterización  

4.1.1 Fosfatos de Calcio Síntesis 1 

 

 

Figura  4.1  Difractogramas de rayos X para los polvos obtenidos por combustión en solución 

antes (Ceniza) y después del tratamiento térmico.  

La Figura  4.1 muestra el difractograma de rayos X de las muestras obtenidas por combustión 

(ceniza) y con tratamiento térmico de 900° C durante dos horas. Desde la combustión se 

evidencia la formación de dos fases mayoritarias de fosfato de calcio: la Hidroxiapatita la 

cual indexa en el patrón JCDPDS 010740566 (HAP), y el fosfato de calcio tricálcico fase   

JCDPDS 01-070-2065  (-TCP). Además se detecta la presencia de fases minoritarias de  

pirofosfato de calcio 01-073-0440 (CPF). Con el tratamiento térmico es posible corroborar 

que se mejora la cristalización de las fases mayoritarias y la fase pirofosfato desaparece. 
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Figura 4.2  Espectofotometria Raman para las cenizas y polvos tratados térmicamente 

obtenidas por combustión en solución. 

En la Figura 4.2 se muestran los espectros Raman de las muestras obtenidas con y sin 

tratamiento térmico. Los espectros de la HAP y el β-TCP están dominados por los modos de 

vibraciones internas de los grupos PO4
3- [120]. El modo de vibración v1  que corresponde al 

estiramiento simétrico del enlace P-O, se ubica a 962 cm-1 para la HAP y en 945 cm-1 para el 

β-TCP. Los modos de flexión doblemente degenerados O-P-O v2 para el  β-TCP están en 403, 

473 mientras que para la HAP se ubica en 432. Los modos de estiramiento asimétricos triples 

degenerados P-O  v3, se encuentran a  1013 y 1084 cm-1  para el β-TCP y los modos de flexión  

triplemente degenerados O-P-O v4 se encuentran en 545- 625 cm-1 para el β-TCP  y para la 

HAP el v4  se observa en 606 cm-1 [121, 122]. En las cenizas se observan débilmente los 

modos de estiramiento simétrico P-O y con mayor intensidad los modos de estiramiento 

asimétricos triples degenerados P-O (v3) y los modos de flexión triplemente degenerados O-

P-O ( 2 y  4). 

La Figura 4.3  muestra las imágenes de microscopía electrónica de barrido (SEM) de los 

polvos obtenidos por combustión en solución. Se observó la presencia de agregados de 

aproximadamente 5 µm compuestos a su vez de nanopartículas con morfología granular o 

esférica. El tamaño de grano de las nanopartículas se estimó por medio de un conteo 

estadístico de 200 partículas. El comportamiento de los datos del tamaño del grano obedece 

a una distribución Gaussiana. El tamaño aproximado de grano obtenido fue de 42.9 nm ± 

1.12 nm. 
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Figura 4.3   Imágenes SEM de los polvos de fosfato de calcio obtenido por combustión en 

solución y tratado térmicamente a 800°C durante dos horas. 

4.1.2 Fosfatos de calcio Síntesis 2 

 

La Figura 4.4 muestra los difractogramas de rayos X para las muestras ϒ0, ϒ1, ϒ5 

respectivamente. La fase predominante sin adición del KCl fue el pirofosfato de calcio 

Ca2PO7 (JCPDS  01-073-0440) y una fase minoritaria de fosfato de calcio hidratado               

Ca(PO3)2·2H2O (JCPDS 00-003-0331). Con la presencia del KCl se formaron fases apatíticas 

como la Hidroxiapatita Ca10(PO4)6(OH)2(JCPDS  01-074-0566) y clorapatita Ca5(PO4)3Cl  

(JCPDS 01-70-1454). Con el incremento de la cantidad de KCl se favoreció la formación de 

clorapatita, la disminución de la HAP y la formación de Ca2PO7  (muestra ϒ5) 
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Figura 4.4  Difractogramas de Rayos X para las muestras ϒ0, ϒ1, ϒ5  

 

Figura 4.5   Espectros Raman para las muestras en función del contenido de sal ϒn 

En la Figura 4.5 se muestran los espectros Raman entre 300 y 1500 cm-1 para los fosfatos de 

calcio sintetizados. Los modos de vibración internos del grupo tetraedral PO4
3- a 960 cm-1 

corresponden a un estiramiento simétrico de los enlaces P-O. La banda vibracional centrada 

en 429 cm-1 es atribuida a los modos de flexión del enlace O-P-O. Las bandas presentes a 
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1046 cm-1 y 1074 cm-1 se relacionan con estiramiento asimétrico del enlace P-O del grupo 

PO4
3 [123, 124]. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos en los 

difractogramas de rayos X de las muestras ϒ1, ϒ5, en las cuales se detectan fases apatíticas 

como hidroxiapatita y cloroapatita.  

Las bandas del espectro Raman localizadas en 742 cm-1 y 1051 cm-1
, corresponden a modos 

de vibración de estiramiento simétrico del enlace P-O en el grupo pirofosfato P2O7
4-, los 

cuales han sido reportados para pirofosfatos alcalinotérreos [125]. Es importante anotar que 

ambas bandas se encuentran en la muestra ϒ5, lo cual concuerda con lo encontrado en los 

difractogramas de rayos X, permitiendo comprobar la influencia de la sal KCl en la formación 

de hidroxiapatita y cloroapatita y el polimorfo alfa de pirofosfato de calcio [126], que no se 

encuentra en las muestras ϒ1, ϒ2, ϒ3 y ϒ4 . También se observan vibraciones a 1163 cm-1 y 

1105 cm-1+ asociadas con estiramientos asimétricos del enlace P-O en el grupo P2O7
4-. A  974 

cm-1 se observa una banda de vibración de estiramiento asimétrica del enlace P-O-P en el 

grupo P2O7
4-, de baja intensidad en la muestra ϒ0. Finalmente, los picos de baja intensidad 

en 354 cm-1, 380 cm-1, 504 cm-1 y 537 cm-1, corresponden a los modos de flexión [127].  

Una vez las muestras fueron lavadas y filtradas al vacío, presentaron alto grado de agregación 

de las partículas formando aglomerados micrométricos (Figura 4.6 A). Las muestras se 

sometieron a ultrasonicación, en un equipo Cole Palmer de 500W a una amplitud de 40% 

durante 5 minutos con el fin de disgregar las partículas (Figura 4.6 B) quedando en un estado 

adecuado para realizar análisis de imagen. En general todas las muestras presentaron 

comportamientos similares antes y después del lavado y la ultrasonicación.  

A B 

Figura 4.6   Imágenes SEM de los polvos correspondientes a la muestra ϒ1 A) Sometidas a 

lavado y filtración B) Sometidas a lavado, filtración y tratamiento en ultrasonido. 

En la Figura 4.7 A-F se observan las imágenes obtenidas por microscopía electrónica de 

barrido (SEM) para todas las muestras sintetizadas con diferente cantidad de sal.  Es posible 
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observar que el contenido de sal durante la síntesis afecta la morfología del polvo obtenido. 

La Figura 4.7.A, sintetizada sin sal, presenta partículas con morfologías irregulares y 

gránulos ovalados. Incrementando la cantidad de KCl, se distinguen morfologías tipo 

whiskers (Figura 4.7 B-F)   de longitudes y diámetros variables.  La muestra ϒ5, con la mayor 

cantidad de sal, presenta nuevamente geometrías granulares en combinación con whiskers  

(Figura 4.7 F).  

 

Figura 4.7   Foto micrografías SEM de las muestras A) ϒ0   B) ϒ1  C) ϒ2  D) ϒ3  E) ϒ4 F) 

ϒ5 

Con el fin de validar las observaciones cualitativas, se realizó un análisis estadístico 

considerando un total de 200 partículas en cada muestra analizada. En la Figura 4.8  se 
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muestran los histogramas correspondientes al análisis realizado a las imágenes SEM sobre la 

longitud y diámetro de las agujas resultantes. 

 

Figura 4.8  Histogramas resultantes de las distribuciones de las medidas de longitud y 

diámetro de los materiales obtenidos por combustión asistida por sal. 

Las muestras que presentan más cantidad de partículas con valores de longitud mayor fueron 

ϒ2, ϒ4 y ϒ5 con valores aproximados entre 500 nm y 1 µm.  Las muestras que presentaron 

mayor cantidad de partículas con menor longitud fueron las correspondientes a  ϒ1 y ϒ3 con 

valores aproximados entre 50 y 500 nm. Los espesores de los whiskers estuvieron en el rango 
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de 30 a 300 nm aproximadamente. Se definió un factor de forma F como la relación entre el 

largo y el ancho de cada partícula. A estos datos se les realizó un test de normalidad y 

homocedasticidad arrojando resultados negativos por lo que se realizó un test estadístico no 

paramétrico. El método implementado fue  Kruskal-Wallis ANOVA donde la hipótesis nula 

H0 se definió como H0: El efecto del contenido de sal ϒn es idéntico en términos del factor 

de forma F, mientras que la hipótesis alternativa se expresó como  H1: Por lo menos el efecto 

de  uno de los contenidos de sal ϒn no es idéntico en términos del factor de forma F, con un 

nivel de significancia del 5%. 

El análisis de Kruskal-Wallis arrojó que, para al menos un tratamiento, el factor de forma F 

varía significativamente (chi-square 588.84 ,P<0.05) con el contenido de sal ϒ0 usado 

durante la síntesis. La Tabla 4.1 resume los valores utilizados para el análisis estadístico de 

la prueba y la Tabla 4.2  resume los resultados de dicho análisis. 

 

Tabla 4.1 Valores utilizados para el análisis estadístico para la prueba no paramétrica 

Kruskal-Wallis en este experimento 

 

Tratamiento 

N 

Media 

de 

ranquins 

Media Mediana 

Desviación  

Estándar 

(SE) 

SE de 

La 

media 

 

Relación 

de 

aspecto 

ϒ0 200 153.96 2.28649 2.25446 0.68401 0.04837  

ϒ1 200 527.51 4.90903 4.47269 2.11254 0.14938  

ϒ2 200 890.365 9.52927 9.1143 4.27076 0.30199  

ϒ3 200 524.24 4.97257 4.41567 2.46535 0.17433  

ϒ4 200 831.695 8.47193 7.58415 4.07916 0.28844  

ϒ5 200 675.23 6.50005 6.11962 3.37044 0.23833  

 

Tabla 4.2  Resultados del estadístico de prueba 

Estadisticos Kruskal-Wallis ANOVA 

Chi-

cuadrado 588.83 

Df 5 

p 0.0001 

 

Con el fin de establecer la comparación entre poblaciones asociadas a los distintos valores 

de ϒn, se realizó un análisis de los rangos utilizando el software infoStat ®. Los resultados 

de la comparación múltiple arrojó que el factor de forma fue similar para las muestras   ϒ3 y 

ϒ1 y lo mismo ocurrió para la pareja de muestras   ϒ4 y ϒ2  (tabla 5.3).  
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Tabla 4.3  Resultados del análisis entre grupos para las muestras con diferentes contenidos 

de sal (ϒn).Las Medidas con una letra común no presentan diferencias significativas (p > 

0,05) 

Tratamiento Ranquins   

ϒ0 153.96 A 

ϒ3 524.24 B 

ϒ1 527.51 B 

ϒ5 675.23 D 

ϒ4 831.695 C 

ϒ2 890.365 C 

De estas muestras la que se eligió para realizar la encapsulación fue la correspondiente a ϒ1 

ϒ3 por presentar la morfología y distribución de granos micrométricos y submicrométricos  

inferiores al intervalo de 5-10 um que puede medir un macrófago. 

4.1.3 Estructuras de Dióxido de titanio. Síntesis 3 

 

 

Figura 4.9   Difractogramas de Rayos x de las polvos de TiO2 dopados obtenidos por 

combustión en solución. 

La Figura 4.9  muestra los difractogramas de rayos X de los polvos de TiO2 obtenidos por 

combustión en solución. Es posible identificar que la fase predominante en todas las muestras 

fue anatasa indexando en la carta estándar JCPDS No. 21-1272 y una fase minoritaria de 

rutilo (JCPDS No. 76-1940) excepto en la síntesis donde se incluyó el precursor dopante de 

Zn. La temperatura reportada como crítica para la transformación de anatasa a rutilo es 

600°C[128]. Figura 4.10 A-D muestra los ajustes de refinamiento Rietveld realizados en el 

software Gsas@. La Tabla 4.4 muestra los resultados de la semicuantificación relativa de 

fases. Es posible ver que la inclusión del precursor de Zn inhibió la formación de rutilo, 

mientras que la presencia de rutilo en las otras muestras fue inferior al 10% en peso. La no 
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presencia de picos asociados al ZnO al Fe2O3 y al Pt sugiere una posible incorporación de 

los dopantes en la estrcutura.  [129, 130].  

 

A) TiO2 

 

B) TiO2 + Fe 

 

C) TiO2 + Pt 

 

D) TiO2 + Zn 

 

Figura 4.10  Ajustes de los  Refinamiento Rietveld de las muestras de TiO2  A) sin dopante 

B) dopadas con hierro C) dopadas con platino D) Dopadas con cinc. 
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Tabla 4.4 Relación de fases y tamaño de cristalito obtenido por refinamiento Rietveld de las 

muestras de TiO2 dopadas. 

Muestra X2 Rwp Rexp Anatasa 

% wt 

Rutilo 

%wt 

Tamaño cristalito  

(nm) 

TiO2 1.508 0.1205 0.0981 93.98 6.01 12.394 

TiO2 + Zn 1.290 0.1093 0.0962 100 -- 9.285 

TiO2 + Fe 1.603 0.1155 0.0912 94.84 5.15 10.98 

TiO2 + Pt 2.276 0.0391 0.0259 92.122 7.877 11.44 

 

La Figura 4.11  muestra las fotomicrografías SEM de los polvos de TiO2 dopados con Pt, Fe, 

y Zn. Todos los compuestos mostraron una morfología con tendencia granular. Es posible 

observar la formación de agregados de tamaños aproximados entre 1-10 µm e incluso  la 

presencia de agregados con valores por debajo de 1 µm (Figura 4.11 A,B,C, izquierda). La 

microscopia de emisión de campo mostró que para todas las muestras de TiO2  estos 

agregados están compuestos por partículas más pequeñas con valores por debajo de los 100 

nm (Figura 4.11 A, B, C, D derecha). Las técnicas de combustión en solución se caracterizan 

por ser reacciones exotérmicas de óxido reducción,  en las cuales dependiendo de la relación 

combustible oxidante es posible obtener la fase deseada sin necesidad de tratamiento térmico 

posterior, al igual que la obtención sencilla de nanoestructuras[34, 131].  En este trabajo fue 

posible obtener TiO2  en su fase anatasa en todas las reacciones de combustión con los 

dopantes. La presencia de agregados se puede relacionar con la cantidad de gases liberados 

y la velocidad de combustión, los cuales son factores determinantes en el tamaño de granos 

y la porosidad. Una liberación de gases importante conlleva a la obtención de sistemas menos 

agregados y con tamaño de partículas menores, mientras que para reacciones de combustión 

rápidas y de menor cantidad de gases la probabilidad de obtener agregados es mayor[132, 

133] hecho que se evidenció en todas las reacciones.   
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D 

Figura 4.11 . Microscopia electronica de barrido y emission de campo de las nanopartículas 

de  TiO2 y  TiO2 dopados A) TiO2 + Fe B) TiO2 + Zn C) TiO2 + Pt D) TiO2 

La microscopia electrónica de transmisión mostró que para todas las muestras, de TiO2 

dopadas y sin dopar, los agregados estaban compuestos por partículas con morfología 

granular y tamaño por debajo de los 20 nm (Figura 4.12 A-B)   

A B 

 

Figura 4.12  Microscopia electrónica de transmisión para las muestras de TiO2 obtenidas por 

combustión en solución. 

La Figura 4.13 muestra los espectros de absorbancia para los polvos de TiO2 obtenidos por 

combustión en solución y dopados con Fe, Pt y Zn.  Es posible observar que la absorbancia 

en el rango visible del TiO2 sin dopante aumenta respecto al TiO2 comercial además las 

energías de activación fueron de 3.26 eV, 3.15 eV y 3.14 eV respectivamente. Mani y 

colaboradores [134] mostraron que era posible obtener estructuras de TiO2 con buen 

comportamiento fotocatilítico en el rango visible mediante la ruta de combustión en solución 
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debido al posible dopaje con C producto de la reacción de combustión. Jia Wang [135] 

mostró que el dopaje con Fe en estructuras de TiO2 afecta la energía de transición electrónica 

cambiando el band gap óptico. Comportamientos similares se han encontrado cuando se 

incorpora Zn y Pt presentando un desplazamiento de la región UV a la región visible[136]. 

Sin embargo, es necesario ejercer un control sobre el dopaje del TiO2 puesto que un 

corrimiento en la absorción óptica hacia el visible  no es garante de una producción efectiva 

de especies ROS y por lo general habrá un valor óptimo de dopante y tipo de dopante donde 

se optimiza la respuesta fotocatalítica. 

  

Figura 4.13  Gráfica longitud de onda vs absorbancia de los polvos de TiO2 dopados  

La Figura 4.14 muestra la variación de la intensidad en la fluorescencia con el tiempo de la 

molécula de prueba H2DCFDA en presencia de las nanopartículas de TiO2 con y sin dopaje. 

La variación de la intensidad de la fluorescencia está directamente relacionada con la 

producción de especies ROS. Las muestras de TiO2 dopado con Fe presentan menor 

producción de especies ROS, incluso por debajo de la anatasa comercial, a pesar que fue el 

compuesto que presentó una mayor absorción en el rango visible en comparación con los 

otros compuestos. Un fenómeno similar observó Özge Kerkez-Kuyumcu y colaboradores 

[137], quien atribuyó la baja actividad fotocatalítica del dopaje con Fe a la inhabilidad de 

éste para actuar como un nivel de energía intermedio para el salto de electrones de la banda 

de valencia del TiO2. Además se plantea que el dopaje con Fe puede crear defectos 

superficiales como vacancias de oxígeno, que aumentan la probabilidad de recombinación 
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de cargas. El dopaje con Pt y Zn potenciaron la producción de especies ROS del TiO2 y 

fueron los dos compuestos siguientes con mayor absorción en el rango visible. Estos metales 

de transición pueden generar estados  intermedios de energía en el gap del TiO2 por debajo 

de la banda de conducción y  cumplir funciones de atrapamiento de centros donde electrones 

de la banda de valencia del  TiO2 pueden saltar a los orbitales d disponibles y donde 

electrones en estos estados energéticos pueden ser excitados  a la banda de conducción del 

TiO2  evitando los fenómenos de recombinación  y una mayor respuesta fotocatalítica [136-

138]. 

 

Figura 4.14  Variación de la intensidad de la fluorescencia con el tiempo de la molécula de 

prueba H2DCFDA en presencia de las nanopartículas de TiO2 con y sin dopaje. 

4.1.4  Posibles Mecanismos de combustión  

 

En las reacciones de combustión el combustible actúa como el agente reductor, mientras que 

los nitratos son la fuente oxidante, generándose de esta manera una reacción de óxido-

reducción que se inicia cuando la temperatura del entorno alcanza un valor crítico conocido 

como la temperatura de Ignición. Este fenómeno favorece la formación de fases estables o 

metaestables al alcanzar una máxima temperatura conocida como temperatura de flama. En 

el caso de la síntesis de fosfatos de calcio el principal agente oxidante es el nitrado de calcio 

puesto que el precursor fosfato de amonio hidrogenado no  participa en la reacción de 

combustión. En el caso de la síntesis de las estructuras de dióxido de titano el agente oxidante 

corresponde al oxinitrato de titanio. 

Para los cálculos termodinámicos de la temperatura adiabática de combustión de los FC y las 

estructuras de TiO2 se siguió lo reportado por Samir Kumar Ghosh y colaboradores[87] y KC 

Patil respectivamente. El primero asocia  el nitrato de calcio como el principal compuesto  
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oxidante en la reacción de combustión y el segundo establece el oxinitrato de titanio como 

principal agente de reacción para la obtención del TiO2.  

La temperatura de flama de la combustión  de las reacciones se puede evaluar mediante 

cálculos termodinámicos (ecuación 1, 2) [87]  teniendo en cuenta el precursor del calcio para 

las síntesis de los FC y el oxinitrato de titanio en la síntesis 3, además   considerando los 

sistemas bajo condiciones adiabáticas. 

𝐶𝑎(𝑁𝑂3)2. 4𝐻2𝑂 +
10

9
𝑁𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻= 𝐶𝑎𝑂 +

14

9
𝑁2 +

20

9
𝐶𝑂2 +

61

9
𝐻2𝑂 (Ec. 1) 

∆𝐻0 = −96.76𝑘𝑐𝑎𝑙 

9𝑇𝑖𝑂(𝑁𝑂3)2 + 10𝑁𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂𝐻 → 9𝑇𝑖𝑂2 + 14𝑁2 + 20𝐶𝑂2 + 25𝐻2𝑂 (Ec. 2) 

 

∆𝐻0 = ∆𝐻𝑓
0 = ∫ ∆𝐶𝑝(𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡)𝑑𝑇

𝑇𝑎𝑑

𝑇𝑖
 (Ec. 3) 

donde Tad, y Ti  son la temperatura adiabática de flama y la temperatura de ignición 

respectivamente, Cp es la capacidad calórica molar y  ΔH0 es la entalpía de reacción dada 

por la ecuación 4 [139] 

∆𝐻0 = (∑ 𝑛∆𝐻𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠) − (∑ 𝑛∆𝐻𝑅𝑒𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠) (Ec 4) 

Donde  ΔHproductos y ΔHreactivos son las entalpías de formación a condiciones estándar de los 

productos y reactivos respectivamente  

Los parámetros termodinámicos para el cálculo de la temperatura de flama en la ecuación 3 

se adaptaron de las referencias reportadas previamente  [87, 139, 140] y se listan en la Tabla 

4.5 

Tabla 4.5   Entalpias de formación y calor específico asociado a los reactivos y productos. 

Compuesto ∆𝐻𝑓
0 (25°C kcal mol-1) Cp (cal/mol K) 

𝐶𝑂(𝑁𝐻2)2   -79.71  

NH2CH2COOH -127.36 23.71 

Ca(NO3)2.4H2O -509.37  

CaO -151.79 6.44+0.0182T 

H2O -59.796  7.20+00036T 

CO2 -94,051 10.34+0.00274T 

N2 0 6.50+0.0010T 

TiO(NO3)2 -321.6 - 

TiO2 -225.8 13.15 

O2 0 5.92+0.0035T 

 

El valor calculado de temperatura de flama teórico para los fosfatos de calcio  es equivalente 

a 1415K, temperatura que permite la formación de las fases de fosfatos de calcio desde la 
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combustión, lo cual se comprobó en los DRX de la síntesis 1. Un posible mecanismo que da 

cuenta de la formación de estructuras en forma de whiskers en la síntesis 2 mediante el 

método de combustión hibrido o asistido por sales cuando se adiciona el KCl como aditivo, 

ha sido planteado en los últimos años. Los mecanismos tradicionales se fundamentan en un 

proceso de calentamiento convencional donde la formación de las nanopartículas depende 

principalmente de la temperatura local,  y la  distribución de ésta en el medio. De esta forma, 

temperaturas inhomogéneas producirán distribuciones variadas en los tamaños y formas de 

la partícula (Nucleación y crecimiento)[141]. En el caso de la síntesis por combustión asistida 

por sales y microondas la evaporación de solvente se da idealmente por un calentamiento 

homogéneo en toda la solución producto de la irradiación por microondas. Cuando se evapora 

la cantidad de solvente indicado, el soluto puede alcanzar un estado sobresaturado y 

comenzar a nuclear y precipitar formando cristales semilla, ya sean producto de las materias 

primas, la sal, e incluso impurezas presentes en el medio. La forma en que se precipita la sal 

y su distribución juega un papel importante en la morfología de las partículas.  Chen y 

colaboradores [142] sugieren que la sal al precipitar forma una costra alrededor de los 

complejos, semillas o nanopartículas previamente formadas. Cuando el sistema alcanza las 

condiciones óptimas de ignición se libera una gran cantidad de calor en corto tiempo, 

resultando en una alta temperatura de reacción. En esta etapa se pueden presentar dos 

situaciones: que la temperatura no exceda el punto de fusión de la sal (en el caso del KCl una 

T de 1409 K[140]) la cual actúa como una caja de reacción, que impide la interacción con 

partículas o complejos adyacentes, evitando la presinterización típica que se observa en la 

síntesis convencional de combustión en solución, obteniendo sistemas altamente dispersos 

con una disminución marcada de agregados [143] [144-148].  La segunda situación se 

presenta cuando la temperatura de combustión supera la temperatura de fusión de la sal, 

produciendo una fase liquida que puede actuar como medio de disolución, acelerando la 

cinética y mejorando la difusión de especies. La sal reduce significativamente la temperatura 

de reacción entre especies vecinas debido a la absorción de calor de reacción por parte de la 

sal fundida[149, 150]. Cuando la mezcla de sal fundida se enfría rápidamente se produce una 

rápida cristalización a lo largo del eje preferencial de crecimiento de la fase obteniéndose 

estructuras tipo whiskers o agujas con buen grado de dispersión [141, 150-152]. Sahil Jalota 

y colaboradores explica este comportamiento como  un proceso secuencial de disolución-

cristalización y crecimiento. En el caso de la obtención de whiskers de fosfatos de calcio 

Jolat y colaboradores[141] reportan que la morfología y distribución de whiskers puede  

depender también de la solubilidad del fosfato de calcio en la sal además de otros factores 

como el grado de sobrecalentamiento de la sal fundida, tiempo de remojo y del pico de 

temperatura alcanzado en el sistema. En la reacción de obtención de las estructuras de TiO2 

el valor de la temperatura teórica adiabática de llama fue de 2309 K. Por deabjo de 2453K 

solo es posible formar Anatasa y por encima de esta temperatura, se nuclea la fase Rutilo. 

Esto concuerda con los resultados obtenidos por DRX y Raman. 
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En conclusión, las reacciones de combustión en solución convencional y asistida por sales 

son rutas adecuadas para la obtención de fases de fosfatos de calcio y estructuras de dióxido 

de titanio con un óptimo rendimiento y con las prestaciones adecuadas tales como morfología 

y estructura para poder ser usadas como potenciales encapsulantes  de fármacos 

fotodinámicos o soportes fotocataliticos. 

4.2 Encapsulación de la Hipericina en los fosfatos de calcio 

4.2.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)  

 

La Figura 4.15  muestra los espectros IR asociados a los polvos obtenidos mediante las 

síntesis 1 y 2. Es posible observar en ambos espectros los modos principales de vibración 

típicos de los fosfatos de calcio asociados a los grupos PO4
3- . Se distinguen los modos de 

vibración v2 a 460 cm-1, y los modos de vibración v4 en el rango de 500-600 cm-1.   En la 

síntesis 1 se puede observar la presencia de βTCP confirmada por  los hombros situados a 

949 y  975    cm-1 típicos de esta fase (Figura 4.16). El agua adsorbida puede ser monitoreada 

entre 2600 y 3600 cm-1 y el grupo OH a 3580 cm-1 y 1650 cm-1. Las vibraciones asociadas a 

los grupos CO3 se explican como posibles iones sustitutos de los fosfatos. La vibración a 725 

cm-1 confirma la presencia de una fase minoritaria de pirofosfatos de calcio. La presencia  de 

HAP  se confirma con  los modos de vibración propios de la HAP  v1  a 960 cm-1  y 632cm-1 

y los modos v3 se pueden observar en el rango de 1000 a 1130 cm-1. El hombro a 632 cm-1 se 

asocia al grupo HPO4
2- que evidencia la presencia de HAP no estequiométrica en ambas 

síntesis. 

 

Figura 4.15  Espectros Infrarrojos de los fosfatos de calcio obtenidos mediante la síntesis 1 

y 2 
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Figura 4.16  Picos de confirmación de la fase B-TCP. 

En la Figura 4.17 se muestra el espectro FTIR de los polvos cargados con HY. Además de 

los picos y bandas característicos de los fosfatos de calcio, se puede observar la aparición de 

picos característicos de la HY. Los picos situados a 3000 y 2920 cm-1 corresponden a los 

estiramientos de los enlaces C-H de los grupos metilo mientras que el pico ubicado a 1380 

cm-1 corresponde al grupo CH3 [153] [154]. El aumento de intensidad de la banda ubicada 

aproximadamente a 1585 y 1725  cm-1 también confirma la presencia de hipericina ya que 

puede ser atribuido a la contribución de los grupos carboxilo (1640 cm-1) o los grupos OH 

(1650 cm-1)  [155]  . Además se puede notar claramente la disminución de intensidad asociada 

a los modos de vibración v3 y v4  correspondientes a los grupos PO4
3- y parcialmente del 

grupo OH, sitios donde la Hipericina podría estar enlazándose con la estructura del fosfato 

de calcio. 
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Figura 4.17      Espectros FTIR de los compuestos de fosfatos de calcio tratados térmicamente 

con encapsulación de la HY 

5.2.2 Espectrofotometría de  Fluorescencia y Absorbancia  

 

A 
 

B 

Figura 4.18  Espectros de absorción y emisión A) HY sola B) HY cargada en fosfatos de 

calcio. 
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En la Figura 4.18 A-B  se observan los espectros de absorción y emisión de la HY y de la 

HY cargada en el fosfato de calcio respectivamente. Se pueden identificar las dos transiciones 

en el rango visible  características de este compuesto en medios orgánicos  S0>S1 λmax 

=500-600 nm y S0>S2 λmax =485-425 nm. La transición más al rojo ha sido asignada a la 

primera transición π>π* que es polarizada a lo largo del eje más corto del esqueleto de la 

estructura (Skeleton) de la HY.  La segunda transición S0>S2 λmax = 485-425 nm, es la 

transición polarizada a lo largo del eje más largo que contiene los grupos carbonilos (Figura 

4.18 A).  La Figura 4.18 B muestra un corrimiento de los espectros de absorción y emisión 

al rojo confirmando la interacción de la HY con el sistema encapsulante. Estudios previos 

han mostrado que los corrimientos en los espectros de absorción al igual que los cambios 

solvocromáticos  están  asociados a los posibles estados en que se presente la HY ya sea 

monomérica, agregada o protonada. Dichos estados están asociados a  factores como el tipo  

de solvente (prótico o aprótico), la temperatura, el pH y átomos vecinos. En medios ácidos 

se induce a una protonación de la HY y en medios básicos una desprotonación donde la 

molécula fácilmente pierde los protones de los grupos hidroxilos. Esta desprotonación se 

correlaciona con  un desplazamiento al rojo de la absorción y con la fluorescencia. También 

se ha encontrado que la HY forma enlazamientos inter moleculares de hidrógeno de sus 

grupos Hidroxilo 4,4’ y 5 5’  formando agregados o dímeros. Esto se vería reflejado en una 

disminución o desaparición total de la fluorescencia.  En nuestro caso el desplazamiento de 

los espectros al rojo corroboran la desprotonación de la HY debido posiblemente a las 

interacciones con los grupos OH y PO4
3-  del fosfato de calcio que en principio  pueden 

romper los enlaces intra moleculares de la HY y formar enlaces intermoleculares que 

coinciden con la disminución de las bandas de estos grupos en el FTIR [156]. Los picos  a 

600 y 650 nm muestran que hay HY monomérica pero también se presenta una disminución 

de la intensidad asociada a la fluorescencia y la absorbancia junto con un aumento del ancho 

de banda. Esto puede ser debido a la aparición de algunas especies agregadas.   
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4.2.3 Cuantificación de la encapsulación de Hipericina 

 

 

Figura 4.19  Curva de calibración de la concentración de HY vs. la intensidad usada para la 

cuantificación de la cantidad de HY encapsulada en los fosfatos de calcio. 

La Figura 4.19  muestra la curva estándar de concentración de HY vs intensidad usada para 

la cuantificación de HY cargada en los fosfatos de calcio. Los datos se ajustaron a una 

regresión lineal con un  R de 0.9986 y  límite de detección correspondiente  al valor más bajo 

ajustado (0.01 µg/mL). Por medio de la ecuación resultante de la curva  

(Y=10234.91X+39695) y utilizando el valor de la intensidad correspondiente a la media 

resultante de la medida de la fluorescencia realizada a las partículas cargadas. Los fosfatos 

de calcio obtenidos mediante la metodología 1 encapsularon  0.13 ± 0.01µg de HY por cada 

µg del material y los obtenidos por la metodología 2 presentaron una encapsulación de  0.22± 

0.01µg respectivamente.  

Estos resultados fueron relacionados con  las medidas de área superficial BET que se 

muestran en la Tabla 4.6. Es posible observar que las partículas que presentaron mayor 

porcentaje de encapsulación fueron las obtenidas por la síntesis 2 cuya área superficial fue 

de 18.0852 m2/g mientras que las partículas obtenidas por la síntesis 1 presentaron  área 

superficial de 7.5099 m2/g. Estos resultados muestran  que el grado de encapsulación está 

asociado principalmente con la HY adsorbida a nivel superficial de los fosfatos de calcio y 

no con la incorporada a nivel de los poros puesto que las partículas correspondientes a la 

síntesis 1 presentaron una menor área de microporos correspondiente a 5.9368 m2/g, mientras 

que en el caso de los fosfatos obtenidos por la síntesis 2 este valor fue de casi tres veces 

15.7861m2/g   
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Tabla 4.6  Resultados de área superficial BET  (Brunauer, Emmett, Teller) y BJH  (Harkins y 

Jura,. Halsey 

COMPUESTO BET (m2/g) BJH (m2/g) 

Síntesis 1 7.5099 5.9368 

Síntesis 2 18.0582 15.7861 

4.2.4 Medidas de producción de especies ROS  de los fosfatos de calcio cargados con HY  

 

Figura 4.20  Medida de producción indirecta de oxigeno singlete por la  HY encapsulada en 

los  fosfatos de calcio, monitoreada por la fluorescencia de la sonda SOGs. 

La Figura 4.20  muestra la gráfica de intensidad de fluorescencia vs tiempo para los fosfatos 

de calcio en solución obtenidos en las síntesis 1 y 2 de la sonda SOGs sometidos a irradiación 

de luz visible durante 80 minutos con el fin de detectar de forma indirecta la producción 

específica de oxigeno singlete. Es posible observar que la encapsulación no afectó la 

propiedad fotodinámica de la HY. Ambos materiales mostraron un máximo de producción 

de especies ROS a los 40 minutos. La caída de intensidad de la fluorescencia que se detecta 

en ambos materiales después de este tiempo, corresponde a la inestabilidad química de la 

sonda que pierde fluorescencia con el tiempo. El compuesto que presentó un mayor pico de 

producción ROS fue el fosfato de calcio con HY obtenido por la ruta de síntesis 2. Esto puede 

estar relacionado directamente con el grado de carga de HY en la estructura puesto que esta 

corresponde a casi el doble de HY encapsulada que en las estructuras tipo 1. Es de resaltar 

entonces que los fosfatos de calcio cumplen la función de actuar como soportes catalíticos 

sin afectar la respuesta fotodinámica de la HY y son de principal interés para generar la 

respuesta antileishmania  
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4.3 Ensayos Biológicos  

 

4.3.1 Resultados fosfatos de calcio in-vitro 

4.3.1.1 Captación de las nanopartículas de fosfatos de calcio + HY 

 

En la  Figura 4.21 se observan las imágenes de microscopia de fluorescencia de  los cultivos 

de las células con los compuestos de fosfatos de calcio para varios tiempos de encubación y 

vistas con un filtro 580nm-680nm. Después de dos horas, el macrófago ya ha comenzado a 

internalizar las nanopartículas cargadas con HY. Esto es apreciable con la aparición de 

fluorescencia de la célula (Figura 4.21  A). En cuatro y seis horas se aprecia una mayor 

fluorescencia que se puede asociar a una mayor captación de nanopartículas (Figura 4.21 B-

C). Ensayos previos mostraron que la HY libre se capta por parte de los macrófagos desde 

las 6 horas y la mayor captación se da a las 8 horas[110]. De acuerdo con sus propiedades, la 

HY puede atravesar la membrana celular de forma pasiva. En los ensayos realizados con HY 

libre, las células captan la HY a partir de 10 µM [30] mientras que en el caso de la HY 

encapsulada en las nanopartículas de fosfatos de calcio, la captación se logra con 5.15 nM de 

HY reduciendo considerablemente la cantidad de medicamento necesaria para que se observe 

la internalización. La encapsulación muestra una disminución del tiempo de captación y la 

cantidad necesaria de fármaco por parte de las células, lo cual evidencia que encapsulando la 

HY en las nanopartículas se hace más eficiente el mecanismo para la administración del 

fármaco. Por otra parte la captación de los fosfatos de calcio a nivel celular depende de 

factores como tamaño de partícula, morfología, concentración de partículas, carga etc. Las 

vías de internalización puede ser por mecanismos de difusión para partículas nanométricas y 

por endocitosis para partículas submicrométricas o micrométricas. Este último mecanismo 

consiste en la formación de vesículas alrededor de las partículas cuando son cargadas al 

interior de la célula y una posterior liberación y distribución  a las distintas organelas [157]. 

Los tiempos de captación celular de estas partículas han sido reportados desde 3 hasta 5 horas 

tiempos en los cuales las partículas de fosfatos de calcio pueden estar ubicadas en los 

lisosomas donde el pH entre 4-5 puede iniciar la degradación de dichas estructuras y posterior 

liberación del sistema [157]. J. Schwiertz y colaboradores [158] encapsularon azul de 

metileno (MB) como agente fotosenzibilizante en fosfatos de calcio para terapia 

fotodinámica de células cancerígenas, encontrando que la captación celular del MB en 

comparación al fotosensibilizante solo, fue mayor. La captación celular se dio en 4 horas y 

aumentó levemente con el tiempo de encubación.  
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Figura 4.21  Imágenes de  microscopia de fluorescencia de los cultivos de las células con los 

compuestos de fosfatos de calcio + compuesto fluorescente observadas con filtro 580nm-

680nm A) 2 horas B) 4 horas C) 6 horas para varios tiempos de encubación. 
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4.3.1.2 Caracterización de la fuente de irradiación  

 

 

Figura 4.22 Espectro de emisión de la lámpara usada para los ensayos biológicos de los 

compuestos de fosfatos de calcio.  

La Figura 4.22 muestra el espectro de emisión de la lámpara led utilizada para la activación 

de la HY. Se puede evidenciar que no hay presencia de picos en el UV o en el IR, 

garantizando que los sistemas biológicos no van a ser sometidos a irradiaciones que las 

puedan afectar directamente. Los picos principales corresponden a longitudes de onda 

propias del visible de 430 nm y 542 nm. La potencia entregada por la lámpara a una distancia 

de 15,5 cm fue de aproximadamente 5mW/cm2. 

4.3.1.3 Citotoxicidad y ensayo antileishmania 

La Tabla 4.7  muestra los resultados de los ensayos de citotoxicidad realizados en macrófagos 

humanos derivados de sangre periférica medidos mediante viabilidad celular en huMDM  

expresados como CC50  y el  efecto antileishmania   evaluado  mediante la  capacidad de los 

compuestos de eliminar  amastigotas intracelulares  de L.  panamensis  expresada según la 

concentración efectiva CE50 en huMDM.  

 

 

 

 

 

Tabla 4.7  Resultados biológicos in vitro de la concentración citotóxica CC50  y la 

concentración efectiva CE50 de los compuestos de fosfatos de calcio obtenidos por la síntesis 

1 (FC1) y síntesis 2 (FC2). 
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Síntesis CC
50 

µg/mL CE
50

 sin Luz 

µg/mL 

CE
50

  Luz 

µg/mL 

Indice 

selectividade 

Fosfatos de 

calcio Síntesis 

1 (FC1) 

>200 120±4.5 100.45±3.2 1.99 

FC1 + HY >200 60.54±4 54.22±9.1 3.66 

Fosfatos de 

calcio Síntesis 

2 (FC2) 

>200 50.54±5.7 40.765±9.2 4.80 

FC2 + 

Hipericina 

>200 130.15±18.3 19.5±2,4 10.21 

HY Libre  >200 800±0.5 458.0 ±0,6 0.46 

 

 

Es posible observar que ninguno de los compuestos presentaron actividad citotóxica en los 

huMDM para las concentraciones evaluadas (<200 µg/mL) tanto con y sin irradiación de luz 

visible. Esto asegura que los fosfatos de calcio sintetizados mediante las dos metodologías 

pueden ser usados sin presentar efectos adversos en las células. Los  resultados de la 

evaluación antileishmania  mostró  que los fosfatos de calcio sin encapsulación del 

compuesto fotodinámico presentaron CE50 siendo los FC obtenidos por la síntesis 2 quienes 

presentaron menores valores (40.76 ± 9.2 µg/mL  y 60.54±12 µg/mL con y sin luz 

respectivamente) mientras que los  FC obtenidos mediante  la síntesis 1 presentaron CE50 de  

100.4 ± 3.2 µg/mL y 120.0±4.5 µg/mL con y sin luz respectivamente. Con la incorporación 

de la HY el efecto de la luz se hace evidente siendo los FC2 + HY los compuestos que 

presentaron mayor respuesta fotodinámica logrando una reducción en la CE50 del 85% 

cuando fueron irradiados con la fuente de luz visible y una energía de 22 J/cm2. Además este 

compuesto fue el que presentó mayor indicie de selectividad.  

Si bien los fosfatos de calcio presentan una CC50 por si solos, esto puede estar relacionado 

con el efecto que puede tener el calcio en la viabilidad celular de la Leishmania y la alta 

concentración a nivel intracelular producto de la captación por parte de la célula. Se ha 

encontrado que el Ca2+ y el pH son cruciales para la actividad enzimática de los parásitos. El 

calcio es un importante segundo mensajero en los tripanosomas pero un aumento prolongado 

de este conlleva a la muerte celular. Los tripanosomas usan dos fuentes de calcio Ca2+ para 

generar señales: el liberado a través de los compartimentos intracelulares y el Ca2+ que entra 

a través de la membrana plasmática. En los tripanosomatidios como en las células eucariotas 

el Ca2+ intracelular es finamente regulado y esto es garantizado por la presencia de diferentes 

mecanismos de transporte, algunos de estos localizados en organelas intracelulares y otros 

en la membrana plasmática. La Leishmania posee dos estados diferentes, uno extracelular 

promastigote y otro intracelular amastigote. Esto implica que estos parásitos pueden poseer 

dos mecanismos diferentes de regulación de estos cationes. A nivel celular la regulación del 
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calcio ocurre en la mitocondria la cual es capaz de acumular grandes cantidades de Ca2+ y en 

el retículo endoplasmatico. Estos parásitos también tienen acidocalcisomas, una organela 

involucrada en los procesos bioenergéticos las cuales pueden acumular grandes cantidades 

de polifosfatos junto con iones de Ca2+. De esta manera la regulación del Ca2+ va estar ligada 

a la capacidad de almacenamiento de cada compartimiento celular. Estos mecanismos son de 

regulación a corto plazo y son controlados por el inositol 1,4,5 trifosfato  en el caso para la 

regulación a largo tiempo los  parásitos de Leishmania tienen Ca2+-ATPasa la cual es capaz 

de bombear el calcio fuera de la célula. El Ca2+ en Leishmania presenta una influencia en la 

invasión de la célula hospedera, en los procesos de diferenciación y en los procesos 

bioenergéticos. En la actualidad se ha relacionado el efecto antileishmania de algunos 

fármacos a la capacidad de romper este equilibrio a nivel  intracelular tal como lo hacen la 

Miltefosina® y el Pasoconazole®. En síntesis, el efecto de las nanopartículas de fosfatos de 

calcio puede estar relacionado con la disrupción de la homeostasis del  ion Ca2+ que conduce 

a un efecto letal en la célula de Leishmania ya sea mediante un mecanismo de apoptosis o 

necrosis [159-161].  

La actividad antileishmania de la HY está relacionada con su capacidad de generar especies 

reactivas de oxigeno como el singlete de oxigeno (mecanismo tipo II) o la formación de ion 

superóxido (mecanismo tipo I) cuando es sometida a la acción de luz visible [162]. Con la 

incorporación de la HY en los fosfatos de calcio estos últimos actúan como soportes 

fotocatalíticos que sirven para inmovilizar y proteger el compuesto fotosensible hasta llegar 

al sitio de interés aumentando la selectividad y disminuyendo la acumulación del 

fotosensibilizador o dispersión no selectiva. En la Figura 4.23 se ilustra el posible mecanismo 

de captación. Inicialmente las interacciones de los fosfatos de calcio con la HY se dan a través 

de una desprotonación e interacción con los grupos OH y PO4
3-  del fosfato de calcio a nivel 

superficial de las partículas y de su porosidad. Esta etapa se caracteriza por un cambio  

solvocromático de la suspensión de las partículas de rojo a verde. Como se encontró en los 

resultados, las partículas que incorporaron mayor cantidad de HY fueron los FC obtenidos 

por la síntesis 2 los cuales presentaron área superficial dos veces mayor que los obtenidos 

mediante la síntesis 1 lo cual coincide con las partículas que presentaron mayor respuesta 

fotodinámica. Los fosfatos de calcio son incorporados en los macrófagos mediante dos 

posibles mecanismos: por fagocitosis para partículas de tamaño micrométrico y 

submicrométrico y por difusión de la membrana para partículas con tamaños nanométricos. 

En el caso de las partículas que entran por fagocitosis, estas son cubiertas por un lisosoma al 

entrar a la célula. Como se demostró en los experimentos de captación este proceso puede 

tardar entre dos y cuatro horas. Una vez los FC cargados con HY entran a la célula estos 

pueden comenzar a degradarse debido condiciones de pH ayudando a la liberación de la HY 

cargada en la porosidad de las partículas de FC. En este punto la célula puede ser sometida a 

irradiación visible haciendo que la HY libre o asociada a la partícula a nivel superficial pase 

a un estado excitado produciendo especies ROS las cuales presentan el efecto antilehismania. 

El mecanismo de acción a nivel celular de los sistemas fotosensibilizantes aún es materia de 
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estudio, pero se sabe que la HY aumenta los niveles de especies ROS intracelulares lo cual 

induce a muerte celular por apoptosis. Shalini Singh y colaboradores[31] mostró que la HY 

decrece los niveles de tripanotiona  e incrementa  los niveles de  glutationa  y de especies 

ROS. Además se ha demostrado que los agentes fotosensibilizadores pueden inducir 

peroxidación de membranas lipídicas, y generar un estrés oxidativo [30, 163]. 

Estos resultados muestran que el sistema encapsulaste no afecta la respuesta antilehismania 

de la HY. Trabajos previos han reportado la viabilidad del uso sistemas cerámicos de HAP 

como soportes catalíticos [164]. Además se observa que el sistema encapsulaste presenta 

cierta actividad antileishmania y baja considerablemente la cantidad de HY necesaria para 

producir una respuesta antileishmania,  pasando de 458 µg/mL cuando se trata de HY libre  

hacia un valor de 2.53 µg/mL cuando se tiene HY encapsulada en los fosfatos de calcio [30], 

reduciendo hasta en 181 veces la cantidad de HY necesaria para generar una respuesta 

antileishmania. El potencial efecto antilehismania por parte del sistema encapsulante da a 

entender que la reducción del EC50 con el sistema FC + HY se debe posiblemente a un efecto 

conjunto tanto del fármaco como del encapsulante cuyos mecanismos de acción deberán ser 

materia de estudio en investigaciones futuras. 

 

Figura 4.23  Diagrama del posible mecanismo de encapsulación, incorporación a las células, 

liberación y producción de especies ROS de la HY encapsulada en fosfatos de calcio.   

 

4.31.4 Ensayos biológicos in vivo del parche hecho con la HY encapsulada en fosfatos de 

calcio obtenidos por la síntesis 2 y poliamida 6 
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A B 

Figura 4.24 A) Microscopia electrónica de barrido para el parche B) Análisis químico EDS 

Microscopia electrónica de barrido mostró que en el parche se presentan las partículas con 

alto grado de dispersión (a nivel nano), mientras otras están formando aglomerados de rangos 

micrométricos de hasta 50 µm Figura 4.24 A) Microscopia electrónica de barrido para el 

parcheA. No fue posible remover los aglomerados por medios mecánicos.  Análisis de EDS 

confirmaron la presencia de átomos de Ca, P y Cl propios de las estructuras apatíticas 

verificadas anteriormente por DRX como fases de fosfatos de calcio fase B, hidroxiapatita y 

clorapatita. En la Figura 4.24 B  

 

Figura 4.25 Microscopia de barrido para los hilos usados para la conformación del parche 
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Mediante SEM, también fue posible verificar que el hilo usado en la conformación del 

parche presentó micro y nanogrietas al ser sometido a estiramiento lo  cual puede favorecer 

la difusión de las partículas dispersas y del medicamento a través de él(Figura 4.25 

Microscopia de barrido para los hilos usados para la conformación del parcheFigura 

4.25). 

En la Figura 4.26  se puede apreciar el tamaño de la lesión al iniciar el tratamiento y 90 días 

después de finalizar el tratamiento 

 

Figura 4.26 Fotos representativas de un hámster perteneciente a cada grupo de tratamiento  

Estos resultados mostraron que la reducción del tamaño de la herida fue del 48% lo que se 

traduce como una mejora clínica en términos de cura cicatrización. Esto permite potenciar el 

parche como una alternativa de uso en el tratamiento de lesihmanisis cutánea. Aunque se 

hace necesario realizar investigaciones futuras encaminadas a optimizar la fabricación del 

parche, la cantidad de partículas de fosfato de calcio con hipericina encapsulada incluidas en 

el parche y el mecanismo de administración en la herida. 

4.3.2  Resultados  compuestos de dióxido de titanio in vitro  

 

4.3.2.1  Evaluación de la captación celular de las estructuras de dióxido de titanio 

 

En la Figura 4.27  A-C se puede observar un agregado de nanopartículas de dióxido de titanio 

con extracto de hypericum,  el cual presenta fluorescencia al ser observada con el filtro 

580nm-680 nm confirmando que el marcador fluorescente está en la superficie de las 

partículas. Fue posible identificar una captación de las nanopartículas a partir de 2 horas de 

encubación y un aumento de la fluorescencia a las 4 horas de encubación (Figura 4.27 B). 

Estos tiempos resultan similares a los observados en la carga de fosfatos de calcio por células 
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[157, 158]. La captación también fue corroborada por microscopia óptica (Figura 4.28). No 

hay una metodología estándar que permita cuantificar el grado de captación de nanopartículas  

al interior de la célula. Incluso la relación entre las propiedades físico químicas de las 

nanopartículas y el grado de captación aún no ha sido dilucidado completamente [165]. 

Investigaciones previas afirman que la carga de partículas en el interior de la célula es 

dependiente del tamaño, donde partículas de gran tamaño activan los mecanismos de la 

endocitosis mientras que las de pequeño tamaño pueden entrar por difusión, y alojarse dentro 

de vesículas  distribuidas a  través del citoplasma [166, 167]. Además,  muchas de las 

partículas no necesariamente pueden estar dentro de la célula sino estar asociadas a la 

membrana. En la Figura 4.28 se observan las fotos de microscopia óptica de macrófagos 

encubados a concentraciones diferentes de Nps de TiO2 (20ug/mL -50ug/mL) A-B  grupo 

control, C-D después de dos horas de incubación. Es posible observar puntos negros 

asociados al compuesto de TiO2 los cuales tienden a formar mayor cantidad de agregados 

con el aumento de la concentración. Se encontró que parte de estas partículas rodeaban la 

membrana y otra parte fue posible identificarlas dentro de la célula. Zouhir E. Allouni [165] 

realizó un estudio de la posible influencia de la  asociación celular de Nps de TiO2 con 

diferentes propiedades fisicoquímicas, encontrando que en la mayoría de los casos se 

formaron aglomerados y que el porcentaje de células  asociadas con las nanopartículas 

dependía de la concentración de NPs alcanzando valores de saturación de 5mg/mL de Nps. 

También encontró que la carga de captación era mayor para las NPs que mostraban mezcla 

de fases cristalinas y una morfología esférica.   
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Figura 4.27 . Captación de los compuestos de TiO2 + extracto fluorescente medidos por 

microscopia de fluorescencia a) 2 horas b) 4 horas c) 6 horas 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

Figura 4.28  Imágenes de microscopia óptica tradicional  A-B) Control de macrófagos sin 

presencia de compuesto  C) Macrófagos incubados 2 horas con 10ug/mL de Nanopartículas 

de TiO2  D) Macrofagos incubados 2 horas con 20 ug/mL de Nanopartículas de TiO2   

4.3.2.2  Caracterización de la lámpara usada 

El espectro de la fuente de luz usada para los ensayos biológicos observa en la Figura 4.29  

presenta una emisión totalmente en  el visible con dos picos principales en 450 nm y 552nm 

sin presencia de picos asociados a la región UV o IR y la potencia medida fue de 22.6 

mW/cm2 
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Figura 4.29  Espectro de emisión de la lámpara usada en los ensayos in vitro de los 

compuestos de dióxido de titano.  

4.3.2.3 Citotoxicidad y ensayo antileishmania 

 

 

Figura 4.30  Efecto In vitro  de los compuestos de  TiO2  con y sin dopante  en macrófagos 

peritoneales de mamífero.  
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Los compuestos de TiO2 dopados con Pt y Zn presentaron actividad leishmanicida en 

amastigotas intracelulares  L. amazonensis cuando fueron sometidos a irradiación visible con 

una energía de  55 J (Figura 4.30) presentando un EC50 de 18.2 ± 0.8 µg/mL y  16.4 ± 0.3 

µg/mL con y sin luz respectivamente. La actividad antileishmania de los compuestos 

estudiados se vincula a la capacidad de producción de especies ROS por parte de los 

compuestos cuando son irradiados. Los compuestos dopados con Pt y Zn fueron los que 

presentaron mayor producción de especies ROS (TiO2+Fe < TiO2 < TiO2+Pt  TiO2+Zn) y 

mayor actividad antileishmania.  La presencia de los dopantes en la estructura del TiO2 parece 

potenciar la capacidad de producción de especies ROS y produce desplazamientos de la 

longitud de absorción en el rango visible, debido probablemente a la aparición de estados 

intermedios de energía y transferencia de carga entre el dopante y el hospedero cuando se 

usan metales de transición [168, 169]. Por otro lado, hay diferentes reportes que dan cuenta 

del buen comportamiento antibacterial de estructuras con  Zn y Pt y por tal el posible efecto 

por si solo del dopante [131, 170, 171]. 

Tabla 4.8  Actividad antileishmania  (EC50, Concentración media inhibitoria) y toxicidad en 

células de mamífero  (CC50, concentración citotoxica media) de NPs de TiO2 en presencia de 

luz y su índice de selectividad  (IS = CC50/EC50). Los datos fueron expresados como el 

promedio ± SD, p<0.05.  ND: no efectivo  (EC50 50 µg/mL); ND: no determinado 

Compuesto CC 50 µg/mL 

sin luz 

EC50 (μg/ mL) 

Con luz 

CC50 (μg/ mL) 

Con Luz 

INDICE 

SELECTIVIDAD 

LUZ (IS) 

TiO2 NE NE 92.8 ± 10.3 SI 

TiO2 + Pt NE 18.2± 0.8 58.3 ± 4.7 ND 

TiO2 +Zn 75.88±6.68 16.4 ± 0.3 30.4 ± 3.5 3.2 

TiO2 + Fe NE NE 275.1 ± 17.3 1.9 

 

 

Adicionalmente, la citotoxicidad de las NPs para las células hospederas fue evaluada con y 

sin irradiación visible durante 40 minutos y comparada con la actividad antileihsmanicida 

con el fin de determinar el índice de selectividad (IS) el cual corresponde a la relación entre 

el CC50 para los macrófagos y EC50 para los parásitos (Tabla 4.8). Entre más alto el valor del 

IS quiere decir que el compuesto es más selectivo para el parásito que para la célula. Nuestros 

datos mostraron que el dióxido de titanio dopado con Zn fue el único compuesto que mostró 

comportamiento citotóxico en condiciones de oscuridad, con un valor de  CC50 de 75.88±6.68 

µg/mL. El TiO2 dopado con Fe  fue el compuesto que presentó menor citotoxicidad tanto con 

irradiación como sin ella, con un CC50 de 275.1 ± 17.3 µg/mL para las muestras irradiadas y  
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sin LC sin irradiación respectivamente. Los compuestos de  Pt- (CC50= 58.3 ± 4.7, IS= 3.2) 

y el  Zn- (CC50= 30.4 ± 3.5, IS=1.9) fueron dos veces más selectivos para el parásito 

coincidiendo en ser los materiales que presentaron los mayores niveles de producción de 

especies ROS. Sin embargo, el TiO2 dopado con Zn fue levemente más citotóxico para las 

células hospederas.  

Las pruebas de citotoxicidad que examinan nanopartículas inorgánicas, dan como resultado 

una relación de la citotoxicidad con el tamaño de partícula y otras propiedades físico- 

químicas. A menores tamaños de partículas, la citotoxicidad aumenta. En los compuestos de 

titanio la citotoxicidad también se relaciona con la capacidad de producción de especies ROS 

que resultan cuando el TiO2 es excitado con la energía adecuada que por lo general se 

encuentra en longitudes de onda del ultravioleta. La fase anatasa resulta más activa en 

producción de especies ROS en comparación con el rutilo. Es por esto que cuando hay 

presencia predominante de fase anatasa hay mayor respuesta fotodinámica. El dopaje no solo 

es importante en el desplazamiento de la respuesta fotodinámica a longitudes de onda visible 

sino también en el efecto que pueden presentar los dopantes sobre el sistema biológico. En 

nuestro caso se puede ver que la citotoxicidad estuvo influenciada principalmente por la 

respuesta fotodinámica de los compuestos dopados, siendo los compuestos más citotóxicos 

aquellos que presentaron mayor producción de especies ROS (dopados con Zn y Pt). Por otra 

parte, el efecto que presentó el TiO2 dopado con Zn sin irradiación, se puede asociar al 

dopante en concordancia con las propiedades antimicrobiales de diferentes compuestos de 

Zn reportadas en un número considerable de publicaciones, lo cual puede estar relacionado 

con la capacidad antimicrobial del Zn  [172, 173]   

4.3.2.4 Ensayos biológicos in vivo de las estructuras de dióxido de titanio TiO2 + Zn 

asociado con HY 

 

Los resultados in vitro mostraron que los compuestos de TiO2 +Zn presentaron el menor EC50 

correspondiente a un valor de 16.4 ± 0.3 ug/mL en amastigotas intracelulares L. amazonensis. 

Por eso fue el material escogido para realizar los estudios in vivo formulando una asociación 

entre el compuesto con la HY mediante la técnica adsorción agitación como fue reportado en 

la metodología. A partir del EC50 in vitro se determinaron tres concentraciones a trabajar 

correspondientes a  EC50/2, EC50, 2EC50. 

La Figura 4.31 muestra una foto representativa de las heridas de los ratones cuando son 

inyectados con la formulación TiO2 + Zn-HY bajo irradiación visible led correspondiente a 

una longitud de onda de 492 nm. Con la ayuda de los filtros de la cámara fotográfica fue 

posible identificar la emisión del compuesto fotosensible de HY el cual se caracteriza por 

estar en el  verde.  Es posible ver que la distribución del compuesto no fue homogénea a 

través de toda la lesión. Por el contrario se encuentra localizada alrededor de los puntos de 

inoculación 
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Figura 4.31  Fotos de la lesión de los ratones sometidos a irradiación visible y con filtro, 

los puntos verdes corresponden a la emisión de la HY. 

La  Figura 4.32 muestra las fotos de la evolución del tamaño de la herida de un ratón 

característico por cada grupo, durante las últimas tres semanas de tratamiento. Fue posible 

observar que la herida creció durante el tratamiento y no se observó una disminución de la 

misma. La Figura 4.33 muestra el promedio del volumen de la herida de cada grupo. 

Estadísticamente no fue posible identificar una disminución significativa de la herida en los 

grupos tratados con el compuesto de TiO2+Zn-Hy. Solo el grupo tratado con anfotericina B 

mostró una reducción aproximada del 40% de la herida respecto al grupo control.  Estos 

resultados pueden ser debidos posiblemente a una respuesta inflamatoria del sistema inmune 

debido a los compuestos.  

 

 

 

Grupo 2 
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Grupo 4 

 

 

 

Grupo 5 
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Grupo 6 

 

Grupo7 

  

 

Figura 4.32 Fotos de la evolución de las heridas de los ratones durante las tres semanas de 

tratamiento Grupo 2 ) Control Grupo 3) tratados con anfotericina B, Grupo 4) Tratados con 

PBS Grupo 5 ) tratados con EC50/2 Grupo 6) Tratados con  EC50, Grupo 7) Tratados con  

2EC50. 

 

 

Figura 4.33  Tamaño de la herida de los grupos tratados, medidas durante el tratamiento en 

días alternados. 
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Los resultados de cuantificación de la carga por dilución limitante (Figura 4.34) para 

determinar la carga parasitaria mostró que el compuesto TiO2+Zn-HY  disminuye la carga 

parasitaria en un 50% respecto al grupo control y solo presentan una diferencia del 23% 

respecto a la anfotericina B la cual presentó una disminución de la carga parasitaria del 73%.  

Así está demostrado que la combinación del TiO2+Zn- HY reduce la carga parasitaria casi 

en el mismo orden al fármaco de referencia. Es bien conocido que el actual tratamiento de la 

LC presenta muchos problemas como el incremento de la toxicidad, aparición de resistencia 

por parte de los parásitos y un elevado costo. Los resultados mostrados por el  compuesto de 

TiO2+Zn lo impulsan como un potencial  fármaco para ser usado en el tratamiento de LC 

mediante una terapia alternativa de tratamiento  como lo es la TF. El principal objetivo de 

esta terapia es decrecer los efectos citotóxicos y disminuir los costos de tratamiento. Estudios 

previos ya han mostrado el potencial uso de nanopartículas de TiO2 para el tratamiento de 

LC, pasando por nanopartículas dopadas con Ag hasta la formulación de compuestos de TiO2 

combinados con fármacos de respuesta antileishmania como por ejemplo la meglumina. La 

respuesta antileishmania de este compuesto está asociada principalmente al mismo 

mecanismo visto en los resultados in vitro, el cual es la producción de especies ROS. En este 

caso al combinar el TiO2+Zn con HY se logra un efecto conjunto de producción de especies 

ROS. Por una parte la activación del compuesto de HY que produce especies ROS a una 

longitud de onda de 600 nm aproximadamente y del compuesto de TiO2+Zn el cual se 

fotoactiva entre 400 nm y 600 nm. Otros trabajos han mostrado que las nanopartículas de 

TiO2 pueden asociarse a las membranas celulares microbianas provocando daño celular y 

capacidad de interaccionar con el DNA, enzimas y otras proteínas contribuyendo a la 

erradicación de los parásitos [35-37]. 
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Figura 4.34 Eficácia in vivo de los compostos de titanio ,y anfotericina B . El índice de 

infeccción fue calculado mediante dilución limitante. Datos expresados em média ± DS 

p<0,05. 

Otro efecto interesante que se encontró fue que los compuestos de TiO2+Zn-HY no 

presentaron una respuesta antileishmania dosis-dependiente puesto que para las tres 

concentraciones probadas no hubo diferencia estadística. Esto puede ser debido a dos 

posibles causas: la primera es la no distribución homogénea del compuesto al ser inoculado 

en la herida como se puede observar en la Figura 4.31 en la cual se observan los puntos 

asociados al compuesto fluorescente cercanos al punto de inoculación. Otra causa puede ser 

posiblemente a que al inocular el compuesto, el sistema de inyección no fue el adecuado para 

garantizar el volumen efectivo correspondiente a cada concentración, puesto que se tuvieron 

casos en que por lo avanzado de la lesión parte del compuesto salía por las partes abiertas de 

la herida. 

Estos resultados indican que los compuestos de TiO2-Zn+HY muestran un efecto 

fotodinámico antilehismania  en el modelo Balb/c cuando son activados con 55 J de energía, 

lo que los hace de interés para continuar las investigaciones alrededor de los posibles efectos 

secundarios y la forma de optimizar el suministro de las dosis. 
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La ruta de síntesis química de combustión en solución permitió obtener nanopartículas de 

fosfato de calcio ricas en hidroxiapatita y fosfato tricálcico fase β, siendo este proceso más 

eficiente que los reportados actualmente en la literatura en cuanto  a la relación costo/ 

cantidad. Se probaron dos rutas de síntesis. La síntesis 1 (FC1) se caracterizó por ser una 

reacción de  combustión tradicional iniciada mediante una fuente de calor por convección y  

la síntesis 2 (FC2)  uso como aditivo KCL y la combinación con ignición por microondas. 

Ambas rutas de síntesis  FC1 y FC2 permitieron obtener sistemas nanométricos. La ruta FC1 

se caracterizó por presentar partículas altamente agregadas con morfologías tendientes a ser 

granulares de tamaños aproximados entre 12 nm-50 nm y área superficial de 7.5099 m2/g. 

Con la inclusión de la sal en la ruta de síntesis de combustión en solución y la combinación 

de microondas (FC2) se favoreció  la obtención de estructuras tipo whiskers o nanotubos con 

alto  grado de dispersión con tamaños en longitud variando  entre 100-200µm y diámetros 

entre 20 nm a 80 nm. El área superficial se caracterizó por ser mayor que la combustión 

tradicional presentando un valor de 18.05 m2/g . Estas estructuras de FC fueron adecuadas 

para realizar la encapsulación de la HY mediante la técnica de impregnación/agitación. Este 

proceso permitió adsorber y absorber el principio activo en las estructuras de los FC, lo cual 

fue validado mediante FTIR y espectroscopia de fluorescencia.  La incorporación de HY se 

dio principalmente por las interacciones de la HY a nivel de los grupos  PO4
3- y parcialmente 

del grupo OH de los fosfatos de calcio a través de interacciones electrostáticas y puentes de 

hidrogeno. Los fosfatos de calcio obtenidos mediante la síntesis 1 encapsularon  0.13 ± 

0.01µg de HY por cada µg del material y los obtenidos por la síntesis 2 presentaron una 

encapsulación de  0.22± 0.01µg. Estos resultados fueron relacionados con  las medidas de 

área superficial observando que los materiales que presentaron  mayor porcentaje de 

encapsulación fueron los obtenidos por aquellos con mayor área superficial. 

 La ruta de combustión en solución también permitió obtener estructuras de dióxido de 

titanio, principalmente tipo anatasa dopadas con Fe, Pt y Zn incluso sin necesidad de 

tratamiento térmico posterior. La microscopía electrónica de transmisión permitió confirmar 

que en estas estructuras las morfologías fueron granulares con tamaños  por debajo de 20 nm. 

El principal efecto del dopante en las estructuras de TiO2 fue generar un  corrimiento del 

espectro de absorción hacia la región visible y una disminución de la energía de activación 

siendo el dopaje con Pt y Zn quienes presentaron valores de 3.15 eV y 3.14 eV 

respectivamente. 

Mediante medidas indirectas de especies ROS fue posible verificar que el encapsulamiento 

de la  HY en las estructuras de FC no afecta la respuesta fotoactiva de ésta. Se observó que 

los fosfatos de calcio actuaron como soportes fotocatilíticos sin comprometer la producción 

de especies ROS. Por otra parte, el dopaje de los compuestos de  TiO2 con Pt, Fe, y Zn 

condujo a la excitación del TiO2 en la región visible de manera tal que la producción del par 

electrón hueco permitió la producción de especies ROS, posiblemente por la formación de 

estados intermedios de energía producto de los dopantes. Los  compuestos dopados con Zn 

y Pt fueron los que presentaron mejores resultados. 

Las medidas cualitativas de  captación celular mostraron que los compuestos de fosfatos de 

calcio y dióxido de titanio son incorporados por las células a partir de las 2 horas de cultivo, 
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presentando mejores resultados a las 4 y 6 horas confirmando que dichas estructuras son 

aptas para usarse en terapias que precisen de la ubicación del compuesto dentro de la célula.  

Las pruebas de citotoxicidad in vitro realizadas en macrófagos humanos derivados de 

monocitos y macrófagos  peritoneales de ratones mostraron que los compuestos de fosfato 

de calcio y  de  dióxido de titanio no presentan citotoxicidad significativa bajo condiciones 

de oscuridad o  al  ser expuestos a la irradiación visible.  

La evaluación de la actividad antileishmania in vitro mediante estimulación fotodinámica   

mostró que la HY encapsulada en  los fosfatos de calcio presentó un EC50 de 40,76±9,2 

µg/mL y 19.5±2.4 µg/mL  para los obtenidos por la ruta de síntesis 1 y síntesis 2 

respectivamente. Estos resultados en comparación con la cantidad de HY libre necesaria para 

generar una respuesta terapéutica (458.0±0.5 µg/mL) muestran que la encapsulación favorece 

significativamente la acción antileishmania disminuyendo hasta 181 veces el EC50 de la 

hipericina libre y a su vez los  fosfatos de fosfato de calcio mostraron una acción 

antileishmania por si solos. Este fenómeno se relacionó con un posible rompimiento del 

equilibrio del Ca2+ intracelular y debe ser tenido en cuenta en investigaciones futuras. Los 

compuestos de TiO2 dopados con Pt y Zn presentaron actividad antilehismania, al ser 

irradiados bajo luz visible, siendo el compuesto con Zn el que presentó mayor actividad 

antiparasitaria  (16.4 ± 0.3 µg/mL.)  seguido por el dopado con Pt que mostró un EC50 de 

18.2± 0.8µg/mL .  

Los resultados in vivo para el parche conformado por  la HY encapsulada en los FC mostaron 

una reducción de la herida del 48% catalogada como una mejora clínica aunque se hace 

necesario profundizar en investigaciones futuras en la conformación del parche para mejorar 

dicha respuesta. Los resultados in vivo de lo  compuestos de TiO2 Zn-HY presentaron una 

reducción de la carga parasitaria de L. amazonensis del 50 % pero no fue posible identificar 

una disminución significativa de la herida de los animales  tratados con el compuesto de TiO2 

Zn-Hy. Estos resultados pueden ser debidos posiblemente a una respuesta inflamatoria del 

sistema inmune debido al compuesto de titanio.  

Tanto los compuestos de fosfatos de calcio como encapsulantes de compuestos orgánicos 

fotoactivos, como el TiO2 dopado con Zn y Pt, presentaron resultados prometedores en el 

tratamiento de leishmanisis cutánea mediante terapia fotodinámica avalados tanto por 

ensayos in vitro como in vivo. Estos resultados potencian su uso en investigaciones futuras 

encaminadas a entender los mecanismos de acción y su potencial aplicación como 

alternativas o combinación con terapias actuales para el tratamiento de la LC con un gran 

impacto a nivel social. 
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5. Anexo 1 
Compuestos de acción fotodinámica usados en el tratamiento de leishmaniasis. 

Compuesto Ensayo 
Concentraciones 

trabajadas  
Observaciones 

Año 

Sol gel de zinc 

photoalocyanine in sol-gel   de 

TiO2 

Células cancerígenas  y 

parásitos de L. Chagasi, L. 

Panamenesis  in vitro. 

Evaluación en 

promastigotes  

0,05uM-50uM Luz 

roja y una dosis de 

2,5J/cm 

El compuesto  fue  soportado en TiO2   los sistemas 

presentan una buena absorción en la región 600-800 

nm. No se observaron efectos citotóxicos para valores 

de 50µg/ml  

2010 

[174]  

Azul de metileno, 3,7-bis(N,N-

dibutylamino)phenothiazinium 

bromide (PPA904) ,δ-

aminolevulinic acid-derived 

protoporphyrin IX 

(ALA),chloroaluminum 

phthalocyanine ,imethyl and 

diethyl carbaporphyrin ketals 

(CKOMe and CKOEt)  

Ensayo realizado en L. 

Major   

  Con el  ALA  se realizó un ensayo clínico con  

pacientes que presentaban la enfermedad.  

Se tratan pacientes clínicos con el compuesto, a los 90 

días se observó una mejoría del 93,5 % en la herida 

tratada, el control se realizó con paramomicin y un 

placebo 

2013 

[175] 

[176] 

Zinc phthalocyanine 

liposomados  

 L. braziliensis  evaluación 

en amastigotes y  

macrófagos   

0.01 µM ZnPc and 

7.6 µM Lámpara 

halógena de 

0,22mW/cm2 

durante 15mn dosis  

0.2 J/cm2 

Se obtuvieron compuestos con 130nm 

aproximadamente, la liposomación ayudó a la 

captación de los macrófagos,  Se realizaron medidas 

de especies ROS con ayuda de H2DCFDA y 

citometría de flujo. 

2014 

[60] 

 



Diseño de un dispositivo médico que sirva como terapia alternativa para el tratamiento de la Leishmania Cutánea 

104 
 

3,7-bis(di-n-

utylamino)phenothiazin-5-ium 

bromide   (PPA904  

Leishmania major 500uM en ungüento 

aplicaciones por 7 

días 665,15 nm  

dosis de 50 J/cm2  

Los mejores resultados se lograron cuando se dejó la 

crema por 90 minutos con tres dias de aplicación  en 

4 días de intervalo entre tratamiento. Los  parásitos 

de Leihsmania tienen carga negativa. El fármaco al 

ser de carga positiva presenta afinidad eléctrica La 

crema es altamente lipófila.  

 

2009 

[179] 

Chloroaluminum 

phthalocyanine (ClAlPc) 

encapsulados en liposomas in 

vitro. Tamaños de 109 nm 

 Leishmania chagasi y  

Leishmania panamensis 

 (0.0282–1666 nM) 

se varió la energía de 

0 J a 17 J/cm2 

longitud 597-752 nm 

Se encapsuló en ultra liposomas deformables, con la 

encapsulación se logró 10 veces mayor efecto 

antileishmania que  los compuestos sin encapsular, 

los sistemas fueron no tóxicos, presentó selectividad 

para promastigotes pero no para amastigotes, Con el 

aumento de la energía aumenta el efecto 

antileishmania  

 

2011 

[17] 

Nanopartículas de plata  Leishmania trópica, 

promastigote y amastigote 

25-200µg/ml UV 

por 30 m.  

Presenta una reducción de 1,5 veces  de carga 

parasitaria respecto al control sin luz y 6,5 a 7 veces 

de disminución con UV, los promastigotes 

presentaron mayor sensibilidad que los amastigotes. 

2011 

[177] 

 

ZnO dopado con Ag y 

liposomado  

 L Tropica, amastigotes 0,1ng/ml 15 minutos 

a la luz solar 

168w/m2   

solo se producen las ROS cuando el sistema es 

irradiado no presentó efecto en la oscuridad, 

efectividad en amastigotes hasta del 89%  

2014 

[20] 

 Metvix (Photocure, Oslo, 

Norway) in vivo  

L. donovani  2 veces por semana y 

luego de la uso de 

Luz roja y dosis de 

75 J/cm2 

Los resultados cosméticos fueron buenos no hubo   

toxicidad y diez meses después no se presentaron 

recaídas  

2003 

[178] 
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5-ethylamino-9-

diethylaminobenzo[a]phenosel

enazinium chloride (EtNBSe) 

and 

(3,7-Bis(N,N-dibutylamino) 

phenothiazinium bromide 

(PPA904). In vivo como in 

vitro 

L. major  Formulación en 

crema (500 uM de 

PPA904). 635 y 665 

nm dosis de 10J/cm2 

para los 

experimentos in vivo 

la potencia fue  

50J/cm2 

Se proponen tratamientos con intervalos de 5- 7 el 

PPA904 mostró una tasa de reducción en los modelos 

de ratón , debido a la reactivación de la Leishmania 

in vivo en es posible que el PPA904 active la 

respuesta inmune Th1, el fármaco hidrófilo presenta 

mayor efecto anti Leishmania, las posibles 

limitaciones de la TF son la penetración del 

medicamento, inequidad de la distribución en la 

herida y la irritación con el contacto 

 

2007 

[180] 

Riboflavin in vitro  L. major   0.1-40 uM 470 nm 

por 30 minutos 

60J/cm2 

Los derivados de riboflavin no presentaron toxicidad 

en la oscuridad, pero tienen baja solubilidad en medio 

fisiológico y baja foto estabilidad, se pueden dar los 

dos mecanismos de fotosensibilización por 

producciones de radicales libres y singletes de 

oxígeno  

2015 

[19] 

Azul de metileno (MB) in vitro 

y caso clínico 

 Leishmania amazonensis 100-20uM del 

antimonial 

pentavalente en 

solución acuosa de 

Azul de metileno al 

0,5% Dosis de 

20J/cm2 con y 

longitud de onda de 

650nm 

5mg/kg/d dosis en el 

paciente 

El tratamiento fue por 20 días de un antimonial 

combinado con MB y una dosis de 20J/cm2 se irradió 

con 570 a 750 nm, se presenta citotoxicidad con el 

aumento de la concentración de MB. A los 14 días de 

tratamiento la lesión ya se había cerrado. Se pasó de 

una reducción  de IC50 del antimonial pentavalente de 

100 a 20uM cuando se combinó con la TF 

2011 

[21] 

ZnPc en Ultraliposomas 

deformables 

L. Braziliensis  1-10 mM 15J/cm2 

luz solar 

Se pasa de una actividad anti promastigote y 

amastigote del 20% al 80-100% con la 

encapsulación, la liposomación ayuda a la 

penetración en la piel 

 

 [18] 
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 TiAg-Nps    L. tropica y L. infantum  1-500ug/ml Luz 

visible 

Se presentó una disminución de 20 veces carga 

parasitaria cuando es sometida a la luz en el caso de 

promastigotes y 4,5 veces en el caso de amastigotes, 

Entre 5 µg/ml a 15 µg/ml no se observaron efectos 

citotóxicos  nanopartículas de TiO2 se observan 

altamente agregadas.  

2013 

[35] 

Chloroaluminium  

phthalocyanine liposamado  

(AlClPC)  

Leishmania 

(L.) amazonensis 

  

 AlClPC 200uM y de 

la miltefosina 200 

mg/kg/d 

suministrada vía oral 

en días alternado por 

20 días laser de 

80mW con longitud 

de onda de 670 nm y 

energía total de 

100J/cm2  

 

La combinación de ambos compuestos muestran una 

significante reducción de la carga parasitaria 

comparada con el grupo control usan  Pluronic F-127 

para la formulación de un gel que permita mayor 

adhesión al cuerpo, la liposomación ayuda a la 

captación celular 

2016 

[181] 

Dimethyl and diethyl 

carbaporphyrin ketals 

Leishmania   1.1–4.2 uM lámpara 

fluorescente de 20 y 

70 W para 

irradiación a 3 horas 

y 30 minutos 

Evaluación en promastigotes, Se realizaron medidas 

de las especies ROS mediante monitoreo indirecto 

por resonancia magnética nuclear, se usan 

marcadores para conocer la ubicación en la célula, el 

Ketal se aloja incluso dentro de los parásitos de 

Leishmania, estos compuestos presentan actividad 

antileishmania 

2008 

[182] 

Ag NPs,  Au NPs, TiO2 NPs, 

ZnO NPs, y MgO NPs  in vitro. 

Tamaños aproximados de 10-

40 nm 

 Leishmania major  concentraciones 

evaluadas de 1-100 

ug/ml UV, IR, 200-

300nm and 800-

1400nm 

 Se presentó mayor actividad  antileishmanial  para 

las  nanopartículas de Ag NPs, seguidas por las de Au 

NPs, TiO2 NPs, ZnO NPs, y MgO NPs - Bajo 

condiciones de oscuridad esas nanopartículas tienen 

alta toxicidad a los macrófagos, hecho que debe ser 

considerado y analizado en futuros estudios. 

2013 

[183] 
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