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La leishmaniasis es una enfermedad de origen parasitario presente en mas de 98 paises, 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 administracion de farmacos (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 aparicion de efectos secundarios como nauseas, fiebre, dolor etc. Trayendo consigo el
abandono de la terapia antes de su culminacion tendiendo a cuadros clinicos de recaidas y
desarrollo de resistencia del parasito al medicamento, por lo que el avance en los farmacos
actuales y en las terapias tratamiento se hacen indispensables. Una terapia de interés actual
para el tratamiento de enfermedades localizadas es la terapia fotodinamica (TF), que consiste
en la aplicacion de un compuesto fotosensible que mediante la radiacion 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 activacion en el rango
visible. Este compuesto es poco soluble en agua, requiere soluciones etanolicas o solventes
organicos aumentando la posibilidad de agregacion, baja selectividad (posibilidad de que el
paciente presente fotosensibilidad) y la dificultad de garantizar la dosis adecuada del
fotosensibilizador con la radiacion apropiada de luz. Para superar estas desventajas, en el
presente trabajo, se encapsulé la HY en nanoparticulas de fosfatos de calcio (FC) obtenidas
mediante dos rutas quimicas de combustion en solucion (Sintesis 1 y sintesis 2) encontrando
que la encapsulacion de la HY reduce notablemente la cantidad necesaria del medicamento
para producir efecto antileishmanisis. Ademas se encontré que las particulas de FC presentan
por si mismas un efecto antiparasitario. También se sintetizaron nanoestructuras de dioxido
de titanio por combustion en solucion (TiO2), con el fin de usarlas directamente o en
asociacion con principios activos como la HY para el tratamiento de la LC. Con el fin de
mejorar la respuesta optica del TiO2 en la region visible, éste fue dopado con platino (TiO2
+ Pt), con hierro (TiO2+Fe) y con cinc (TiO2+Zn). El dopaje del TiO. favoreci6 la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) cuando fue sometido a irradiacion visible entre 400-
800 nm siendo el Pt y el Zn los elementos que favorecieron la mayor produccion de ROS en
el rango visible. Las pruebas de citotoxicidad in vitro realizadas en macrofagos peritoneales
de ratones mostraron que los compuestos de dioxido de titanio no presentan citotoxicidad
significativa bajo condiciones de oscuridad o al ser expuestos a la irradiacion visible. Los
compuestos de TiO2 dopados con Pty Zn presentaron una buena actividad antilehismania, al
ser irradiados bajo luz visible, siendo el compuesto con Zn el que presentd mayor actividad
antiparasitaria.



Experimentos in vivo realizados en el modelo hamster y modelo ratones Balb/C para los
compuestos de FC + HY y los compuestos de TiO2 Zn-HY respectivamente, mostraron una
reduccion de la lesion en los hamster del 48%, y en el caso del TiO2 Zn-HY se presentd una
reduccion de la carga parasitaria de Leishmania amazonensis del 50 %. Sin embargo, no fue
posible identificar una disminucion significativa en el tamafio de la herida de los animales en
este ultimo. Estos resultados despiertan interés para plantear estudios futuros en los que se
proponga la terapia fotodinamica como una alternativa para el tratamiento de la LC o la
combinacion de la misma con las técnicas actuales para mejorar su eficiencia.
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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 TiO, 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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FC1 Fosfatos de calcio obtenidos mediante la ruta
de sintesis 1

FC2 Fosfatos de calcio obtenidos mediante la ruta
de sintesis 2

DMSO Dimetilsulfoxido

FTIR Espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier

IS Indice de selectividad

MB Azul de metileno
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1. ANTECEDENTESY
MARCO TEORICO
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Disefio de un dispositivo médico que sirva como terapia alternativa para el tratamiento de la
Leishmania Cutanea

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria que pertenece al grupo de enfermedades
infecciosas olvidadas segun la OMSJ[1, 2] causada por un parasito 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 afo y se calcula que hay cerca de 350 millones de personas en riesgo de contraer
la enfermedad [1, 5]. En el afio 2016 Colombia paso a ocupar el primer puesto en el pais con
mas especies del parasito Leishmania, puestos anteriormente ocupados por Brasil y
Venezuela. El sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica -SIVIGILA, al 2016 registro
total en sus bases de datos acumulo 10743 casos de leishmaniasis, de los cuales 10561 casos
fueron confirmados como leishmaniasis cutanea (LC) , la forma clinica méas prevalente en
el pais, 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 (fleb6tomos), 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
metaciclico es inoculado por la picadura del flebdtomo [8]. Posteriormente es captado por
los macréfagos dermales y neutréfilos, 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.
Alli inicia un proceso de desarrollo y multiplicacion hasta que rompe el macréfago,
disemindndose por toda la region infectada hasta ser engullido por otros macréfagos
continuando su proceso multiplicativo generando una respuesta anti-inflamatoria y la
formacion de la lesion. La diseminacion alcanza regiones no sélo a nivel de la dermis sino
también en lugares ricos en células macrofagicas como la médula dsea, el bazo o el higado.
El parasito vuelve a su vector cuando por ejemplo el flebétomo pica el hospedero a fin de
alimentarse de su sangre. Alli el parasito en su forma amastigote se transforma en
promastigote prociclico y se multiplica por fision binaria desarrollandose luego a formas
promastigotes metaciclicos con capacidad infectiva para los reservorios. El ciclo se repite
cuando el vector pica nuevamente al hospedero.

Dependiendo del sitio donde se aloje el parasito, la infeccion puede afectar la piel, las
mucosas 0 las visceras. Las caracteristicas clinicas de la enfermedad varian de acuerdo con
el género de Leishmania, la respuesta inmune y la evolucion de la misma enfermedad. Las
formas clinicas de la Leishmaniansis son: cutanea (L.C) [3], mucosa (mucocutanea) (L.M) y
visceral (LV). Las dos primeras son enfermedades de la piel y las mucosas, que comienzan
con la aparicion de un absceso que va creciendo convirtiéndose, en muchos de los casos, en
una ulcera indolora localizada y en otros en una ulcera diseminada. Estas lesiones pueden
cicatrizar espontaneamente en meses o persistir durante uno o mas afios [2]. La leishmaniasis
visceral es de caracter cronico y de progresion lenta. Sin tratamiento, esta enfermedad puede
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ser mortal. Los sintomas pueden aparecer de forma gradual o abruptamente. Por lo general
sus sintomas van desde dolor, fiebre intermitente, malestar general, anorexia,
enflaquecimiento progresivo, palidez y hemorragias.

< 3 Hiia ‘ Neutréfilo/
/ M\ : Reclutamiento de
% ~— macréfagos

e~

-

uoldBUBI|Y

] " Amastigotas nuevos

@ : macréfagos infectados

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 més de 70 afios, el tratamiento de la leishmaniasis ha consistido en primera instancia en
la administracion inicial de una primera linea de farmacos, como son las sales antimoniales
pentavalentes [10], el antimonio de meglumina (glucantime®), el estibogluconato de sodio
((Pentostam®) y la miltefosina. Los tiempos de tratamiento varian de acuerdo a la forma
clinica 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 recaidas (por encima de un 25% de los casos) son las
principales limitaciones de estos farmacos [4]. Algunos medicamentos correspondientes a
una segunda linea de accion son la pentamidina y la anfotericina B los cuales han mostrado
ser mas efectivos pero aun asi presentan efectos adversos como problemas miocéardicos y
nefrotoxicos, escalofrios, fiebre, vomitos, pudiendo aparecer también anafilaxis,
enrojecimiento facial, dolores musculares y articulares, cefalea, anorexia etc. Con frecuencia
estos sintomas son mas marcados en los primeros dias del tratamiento. Para mejorar la
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toxicidad se ha probado la encapsulacion de algunos de estos farmacos como la
encapsulacion de anfotericina B en formulaciones lipidicas (AmBisome ®) la cual ha tenido
buenos resultados. Sin embargo su costo es elevado para ser accesible a paises en desarrollo
ademaés 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 administracion asi como la dosis, tiempo y
desventajas de algunos farmacos usados en el tratamiento de la leishmanias.

Tabla 1.1 Caracteristicas de algunos farmacos usados en el tratamiento de la leishmaniasis
[12, 13]

Medicamento | Administraci | Tiempo | Desventajas
on /dosis
Antimoniales | Intra 20 dias | Costo Elevado, efectos adversos,
pentavalantes | muscular LC 28 | dolores musculares, fallas renales,
20mg/kg dias hepatotoxicidad, cardiotoxicidad
Anfotericina B | 0.5-1 la dosis | Fiebre, escalofrio, cefalea, malestar
mg/kg/dia acumula | general, perdida de potasio y
da  20- | magnesio, vomito, administracion
30mh/Kg | altas dosis
Via oral | 4 tratamiento en LV y LC,
100mg/dia semanas | enfermedades gastrointestinales,
adulto nauseas,  vomitos, anorexia,
2.5mg/kg diarrea, anormalidades
nifios <45 oftalmoldgicas, nefrotoxico,
Kg: 1.5 -25 patologias
mg/Kg/dia hepaéticas (hepatotdxico), embarazo
45-64 Kg: 50
mg Cada 12
horas
Miltefosina >65Kg: 50
mg cada 8
horas
Duracion: 28
dias
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Pentamidina 3mg/kg/d 4 dosis LC usados en pacientes intolerantes
intramuscular a los tratamientos de los
antimoniales, tiempos cortos de
tratamiento. Hipoglicemia,
posibles  dafios  pancreéticos,
hipotension, taquicardia porcentaje
de curacion varia entre el 84% al
96%
ketoconazole, | Via Oral 600 | 28 dias Menos toxicos que los antimoniales
fluconazole, mg/kg/d pentavalentes eficacia del 76%
itraconazole
Miltefosina 2.5 mg/kg/d | 28 dias Eficacia en aprox. El 84% medido
Oral en ratones
Imiquimod 20 mg/kg/d | 20 dias Recaidas cuando se suspende el
IM or IV tratamiento, pocos estudios clinicos
Allopurinol 20 mg/kg/d | 15 dias efectividad del 46% comparada con
oral los antimoniales Pentavalentes

La mayoria de investigaciones relacionadas con la leishmaniasis en la Gltima década, se han
encaminado hacia el desarrollo de nuevos medicamentos o alternativas en las terapias de
tratamiento diferentes a la quimica[14, 15]. Existe un elevado interés en terapias fisicas de
cardcter localizado como la crioterapia, electro-disecacion, escision quirdrgica,
radioterapia[4, 16], y terapia fotodindmica [17-21]; estas terapias pueden ser alternativas en
el tratamiento de la LC. Sin embargo, estas técnicas no son recomendadas cuando hay riesgo
de diseminacion de la infeccion [4]. En la actualidad estas técnicas, en especial la terapia
fotodinamica, se viene usando en investigaciones de tratamiento de cancer principalmente en
los tumores superficiales, donde se usa la radiacién de una fuente de luz sobre el tejido a
tratar, produciendo la excitacion cuantica de un fotosensibilizador (FS) que genera especies
reactivas de oxigeno (ROS) que matan las células cancerigenas.
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La terapia fotodindmica (TF) es un proceso de naturaleza fotoquimica que se utiliza en
maltiples aplicaciones desde la desinfeccion de aguas hasta en tratamiento de cancer. En la
actualidad su uso en el tratamiento de LC ha tomado interés debido a los potenciales
beneficios que presenta en comparacion con la terapia tradicional como lo son el bajo costo,
la disminucion de efectos adversos, efectos cosméticos, uso en casos que presentan
resistencia a los farmacos actuales etc. Sin embargo, todavia es un area en exploracion que
ha presentado resultados prometedores [6]. EI fundamento teorico de la terapia fotodindmica
se aloja en los principios basicos de fotoquimica 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 excitacion cuantica de un compuesto al que Illamaremos
fotosensibilizador o material fotoactivo. A medida que las unidades atomicas de un
fotosensibilizante aumentan, la energia necesaria AE también conocida como energia de gap
(Egap) para excitar la especie disminuye (Figura 1.2). Es decir, se necesita menor energia para
que un portador de carga ubicado en la Gltima banda energética llena o semillena (banda de
valencia Ey) pase a un estado energético superior (banda de conduccion Ec). Asi un foton
hv es absorbido por la banda de valencia promoviendo un electron (e”) de la banda Ey a la
banda E. generando un hueco tras él ( h*) y el sistema alcanza un estado excitado

Orbitales Moléculas Cluster Semiconductor
Atomicos

LUMO

AE AE AE

HOMO

Figura 1.2 Cambio en la estructura electrénica de un compuesto semiconductor con el
incremento de las unidades atomicas N

Al estado de minima energia de un atomo o molécula se le denomina estado energético
fundamental (So). Con la absorcion de energia el sistema alcanza un estado excitado que

22



Capitulo 1- Antecedentes y marco tedrico

puede ser de caracter singlete o triplete. El primero se caracteriza porque los dos electrones
mas externos se encuentran apareados (nimeros cuanticos de espin opuestos) y en el segundo
caso los electrones se encuentran desapareados (Figura 1.3).

1
g hv
£n
2 1 |
. | v
Lt |t I — Lt _]
v I v | v I v \ I v
Estado fundamental (S,) Estado Singlete (S,) Estado Triplete (T,)

Figura 1.3 Estado fundamental de un fotosensibilizador y paso a los estados energéticos
excitados singlete y triplete.

La desactivacion de los estados excitados se puede producir por relajacion vibracional,
emision de luz, o transferencia de carga. Asi mismo las excitaciones pueden dar paso a
procesos de sensibilizacién, como por ejemplo la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). En este caso el oxigeno en su estado fundamental se encuentra en un estado
triplete que no puede pasar a un estado singlete por si solo, por lo cual es necesario la
mediacion de un sensibilizador. EI 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 energia por intercambio electronico a
una molécula de oxigeno en estado fundamental obteniéndose el singlete de oxigeno O
(especie de alto comportamiento oxidante y tiempo de vida entre 40 us a 60 ms (Figura 1.4).

_I_\ /_1_/\_\
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Figura 1.4 Ejemplo del estado singlete y triplete de un fotosensibilizador y su transferencia
de carga a un atomo de oxigeno para formar singletes de oxigeno.
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En el caso en que el fotosensibilizador sea de naturaleza semiconductora, la excitacion del
atomo da paso a la formacién de un par electrén-hueco con el salto de un electrén de la banda
de conduccion a la banda de valencia. Cuando el electron regresa a su estado fundamental se
presenta una recombinacion cuantica. También puede ocurrir que el electron fotogenerado
reduzca a un aceptor electronico o que el hueco generado oxide a un donador electrénico,
produciendo de esta forma especies ROS.

En el caso de los huecos estos pueden reaccionar con especies como agua o iones hidroxido
y formar radicales hidroxilo.

hi{z + 20H~ -» OH™ + OH’
H,0 + hi{z > H* + OH’
H*+ O0OH~

Por otro lado los electrones pueden reducir especies como el oxigeno molecular y formar
singletes de oxigeno.

ecg + 0, = 0,
20, + H,0 - 20H" + 20H™ + 0,

Ambas especies pueden generar la oxidacion de reactantes organicos o en células degradar
las organelas, proteinas y ADN conllevando a la apoptosis o necrosis celular por el ataque
sucesivo de los radicales hidroxilos o estados singlete [23, 24]:

R+ 40H - R+ H,0 + 0,

Entre los diferentes compuestos usado en la TF para el tratamiento de leishmaniasis cutanea
se tienen dos grandes grupos: los de origen organico como por ejemplo el azul de metileno
[21], derivados de riboflavin [19], carbopyrrin [25], chloroaluminum phthalocyanine [17] y
los de origen inorganico como nanoparticulas de 6xido de zinc, nanoparticulas de oro,
diéxido de titanio, plata etc. [18, 20]. De estos dos grupos son de especial interés para
nosotros la hipericina (HY) y el dioxido de titanio como compuestos para el tratamiento de
leishmaniasis cutanea mediante TF.

La hipericina es un compuesto organico policiclico aromatico perteneciente a la clase de las
antraquinonas extraidas de las planta Hypericum perforatum, usada comdnmente como
antidepresivo y que en las Gltimas 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 absorcion en el rango visible, con alto rendimiento cuantico que
asegura una alta produccion de oxigeno singlete y otras especies reactivas de oxigeno, bajo
fotoblanqueo y minima toxicidad, caracteristicas que son fundamentales para las aplicaciones
bioldgicas y clinicas de un fotosensibilizador [7]. Las principales investigaciones con este
farmaco se han centrado en su uso tépico, en terapia fotodinamica para el tratamiento de
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tumores cancerosos y también en terapias de foto diagnostico [35, 36]. Estudios han
demostrado su efecto anti fungico 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 concentracion inhibitoria (IC50) de 18 uM sin presentar
efecto toxico en macrofagos. Montoya y colaboradores[30] evaluaron el efecto anti
amastigota de la hipericina usando un modelo animal (L. panamensis en hasmter),
desarrollando una formulacion en crema con 0.5% de hipericina. Para el tratamiento se uso
una dosis de 40 mg/dia dos veces por semana durante tres semanas, y una energia de
activacion de 5 J/cm?. En este trabajo se reportd una mejoria en los animales infectados entre
el 75% al 80%. La hipericina mostr6 que al entrar en contacto con la piel induce factores de
crecimiento obteniéndose mejores resultados cosméticos en la cicatrizacion [30]. El
mecanismo de accion de la hipericina como agente fotosensibilizador ain no es claro y es
fuente de estudio en la actualidad, asi como su optimizacién en aplicaciones clinicas. Algunos
trabajos se han centrado en la encapsulacion de la hipericina con el fin de mejorar su
agregacion (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 disolucion en medios etanolicos para su administracién los cuales causan
un dolor local, tiende a acumularse en la membrana celular (parte anfifilica) y el tratamiento
es no selectivo.

Por otra parte el didxido de titanio es un material cerdmico que se presenta en tres formas
cristalogréficas: Anatasa, Brookita y Rutilo. Es un material de gran popularidad debido a sus
distintas propiedades como abundancia, baja toxicidad, estabilidad quimica que le ha
permitido multiples aplicaciones que van desde la industria del color, electronica, celdas
solares, industria cosmética, aplicaciones fotocataliticas y en el campo biolégico se usa como
potencial agente antimicrobial y antiparasitario debido a su respuesta fotodindmica. Sin
embargo, su elevada reflectancia en el rango visible y la energia de activacion para lograr un
salto electronico de 3.2 eV para la fase anatasa y 3.0 eV para la fase rutilo, restringen sus

. . , ., h . ,
aplicaciones. Segun la ecuacion de planck Ef = hv = TC dicha energia corresponde a una

longitud de onda igual o menor a 387.5 nm valor que se encuentra en la region ultravioleta
[33] y donde solo cerca de un 5 % de la energia solar podria ser aprovechada. En el caso de
aplicaciones bioldgicas, irradiar con altas dosis de energia UV es contraproducente por
presentar efectos citotoxicos. Por otra parte el par electron-hueco fotogenerados tienden a
recombinarse rapidamente limitando ain mas su respuesta fotodinamica. De las fases de TiO>
la de principal interés es la anatasa debido a que presenta una banda de conduccion cerca de
0.3eV mas positiva que la fase de rutilo haciendo que el exceso de electrones en la banda de
conduccion genere una mayor fuerza de reduccion de reactantes que la fase de rutilo.
También esta fase presenta una capacidad de absorcion de O, mayor que previene la
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recombinacion cuantica[34]. En el tratamiento de la LC se han usado varios compuestos de
TiO; tales como nanoparticulas de TiO2 y compuestos de TiO2-Ag. Este ultimo, obtenido
por ruta hidrotermal, fue usado en TF bajo luz visible para la inhibicién de parasitos
L.Tropicay L. infantum, dando como resultado una disminucion de la viabilidad, la actividad
metabdlica y supervivencia en las células hospederas lo que amplia 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 accion antilehismania como
meglumina y nigella savital oil encontrando que se puede mejorar la toxicidad de dichas
moléculas al realizar combinaciones con las nanoparticulas ceramicas[36, 37]. Sin embargo,
el principal inconveniente de estos sistemas consiste en que su activacion se hace mediante
la exposicion a fuentes de luz UV que resultan dafiinas para las células. La busqueda de
sistemas con respuesta en el rango visible y de facil obtencién hace parte de los principales
focos en el desarrollo de sistemas fotodinamicos y/o fotocataliticos. En el caso del TiO2 se
ha intentado mejorar su respuesta en el rango visible mediante el dopaje de la estructura con
metales, sensibilizacion con diferentes moléculas y sintesis de compuestos de TiOz con otros
materiales. En el anexo 1 se resumen los diferentes compuestos usados en terapia
fotodinamica 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 biologia,
medicina e industria. Tanto su formacién, funciones y aplicaciones dependen de su
estructura, composicion, solubilidad y estabilidad [38]. Los FC se utilizan principalmente en
la regeneracion de tejido dseo, por su excelente biocompatibilidad, osteoconductividad y fase
mineral similar a la de los huesos, ademas de otras propiedades como lo son la viabilidad
para realizar configuraciones con aplicacién in vivo y capacidad de inyectabilidad[39]. Estas
caracteristicas los potencian para el desarrollo de sistemas de encapsulacion para la liberacién
controlada, retardada y localizada de farmacos [40-43]. En la familia de los fosfatos de calcio
se distinguen los metafosfatos con grupos POs’, los pirofosfatos con grupos P.O7* y
ortofosfatos de calcio que son sales del acido fosforico tribasico H3PO4. Dependiendo de las
condiciones, los FC pueden formar compuestos que contengan iones de HoPOs HPO4 0
PO.* . Los dos Gltimos estan presentes en los minerales de los huesos y los dientes. Para las
aplicaciones biomédicas, los Unicos de interés son los ortofosfatos de calcio puesto que los
pirofosfatos y metafosfatos pueden generar calcificaciones extra dseas [44].

En el sistema ternario Ca(OH)2-H3POs son conocidos once fosfatos de calcio que se
distinguen entre si por la variacion de la relacion molar de calcio a fosfato (Ca/P). Fosfato
monocélcico monohidratado (MCPM), fosfato monocalcico anhidrido (MCPA), Fosfato
dicélcico dihidratado (Brucita- DCPD), Fosfato dicalcico anhidro (Monetita-DCP o DCPA),
fosfato octacalcico (OCP), dos formas de fosfato tricalcico alfa (a-TCP), fosfato de calcio
amorfo (ACP) e hidroxiapatita (HA) o también la posibilidad de formar hidroxiapatita
deficiente en calcio (CDHA), fosfato tricalcico beta (B-TCP), y fosfato tetracélcico (TTCP).
Por otro lado con la sustitucién del haluro por un ion hidroxido se obtiene fluroapatita (FAp)
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o clorapatita (CIAp). 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 pardmetros estructurales, producto de solubilidad y relacion Ca/P.

Tabla 1.2 Tipos de fosfatos de calcio segin su relacion Ca/P adaptada del libro “calcium
phosphates in biological and industrial systems™ [11]

Nombre y Formula Log Ksp a 25°C Relacion
Quimica Ca/P
MCPM: Fosfato monocalcico monohidratado Alta solubilidad 0.50
Ca(H2P04)2.H.0

MCPA: fosfato monocalcico anhidrido Alta solubilidad 0.50
Ca(H2P04)2

DCPD: Fosfato dicalcico dihidratado 6.59 1.00
CaHPO4.2H,0

DCPA: Fosfato dicalcico anhidro 6.90 1.00
CaHPO4

OCP: fosfato octacalcico 96.6 1.33
Cao.gH2(PO4)6.5H-0

a-TCP: fosfato tricalcico alfa 25.5 1.50
a-Caz(PO4)2

B-TCP: fosfato tricélcico beta 28.9 1.50
B-Caz(POa4)2

HA: hidroxiapatita 58.4 1.67
Cas(PO4)30H

FAp:Fluroapatita 60.5 1.67
Cas(PO4)sF

ClAp: Clorapatita 1.67
Cas(PO4)3Cl

TTCP: fosfato tetracalcico 38 2.00

Entre las principales estructuras de FC usados en encapsulacion se tienen la hidroxiapatita
[42, 45-48] [49, 50], a-TCP[41], B-TCP[46, 51] y ACP [43, 52]. También se ha investigado
en el uso de sistemas core-shell de FC con particulas magnéticas o poliméricas para la
liberacion controlada y retardada [53-57] con el fin de que el proceso de liberacion del
farmaco sea mas lento desde el inicio (carga de farmaco liberado en los primero minutos u
horas) y extendido en el tiempo.

En el caso de los FC la incorporaciéon de los farmacos se puede realizar mediante tres
mecanismos globales [39] (Figura 1.5):

1) Incorporacion del farmaco a la fase solida y posterior mezcla con la fase liquida.
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2) Incorporacion del farmaco a la fase liquida y posterior mezcla con la fase solida.
3) Formacién y configuracion del FC vy posterior carga del farmaco ya sea gota a gota
0 por inmersion

Polvos de

Polvos de
fosfatos de
calcio

Polvos de Fase
fosfatos de Farmaco liquida

Fase
liquida

fosfatos de Farmaco ‘Fase
calcio liquida

| |

Farmaco cargadoen el CPC
Adicion gota a gota
Inmersion

Figura 1.5 Mecanismos de encapsulacion del farmaco en las estructuras de FC.

calcio

Una vez se ha incorporado el farmaco a los FC se pueden establecer las siguientes
interacciones entre el farmaco y la estructura de los FC

a) El farmaco disuelve en la fase liquida sin formacion de precipitados

b) El farmaco enlaza en la superficie de cristales adyacentes

c¢) La concentracion de farmaco es mayor a la solubilidad del mismo en el medio
presentandose la precipitacion. (Figura 1.6)

Ve

Precipitados
del farmaco

f‘, g 5 Farmaco
4\ Sin Precipitar

A

Figura 1.6 Posibles Interacciones entre el farmaco y la estructura de los FC A) Farmaco
libre B) Farmaco interactuando con los FC C) Farmaco libre y precipitado.

Los mecanismos de liberacién del farmaco han sido ampliamente estudiados pero, en forma
general, en el caso que la estructura de los FC permanezca estable durante todo el tiempo de
liberacion, los poros interconectados juegan un papel importante en la liberacion del farmaco.
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El mecanismo en ese caso es principalmente gobernado por procesos de difusion a través de
los fluidos fisioldgicos que permean la estructura (Figura 1.7 A). En otros sistemas, como es
el caso de los cementos bruciticos, la porosidad aumenta por fendmenos de reabsorcion
haciendo el proceso de liberacion méas rapido (Figura 1.7 B). Lo contrario ocurre en los
cementos de fosfato calcico con comportamiento mas bioactivo, en los cuales se forma una
capa apatitica en la superficie del material por interaccién con los fluidos circundantes, lo
cual produce una liberacion del medicamento mas lenta (Figura 1.7 C)

Figura 1.7 Mecanismos de liberacion del farmaco de las estructuras de FC A) liberacion por
difusion a través de los poros interconectados B) Reabsorcion del FC y liberacién mas rapida.
C) Formacidn de capa apatitica que retarda la liberacion [13]

Los diferentes tipos de farmacos incorporados a los FC van desde farmacos de bajo peso
molecular hasta alto peso molecular[39]. Los de bajo peso molecular pueden ser
antibiodticos[42, 58], anti-inflamatorios [46], anticancerigenos, antiosteopordéticos etc. y en el
caso de alto peso molecular pueden ser proteinas [39].

Dependiendo de como se dé la incorporacion del farmaco a la estructura encapsulante y de
las caracteristicas fisicoquimicas del mismo (solubilidad, tamafio del farmaco etc.) se tendra
un efecto sobre la configuracién del FC que a la larga afectara la cinética de liberacion del
farmaco[39]

Se ha encontrado que el efecto de compuestos fotoactivos puede ser potencializado cuando
se encapsula o funcionaliza con el fin de mejorar su aplicacion y selectividad. Las opciones
exploradas en encapsulacion de sistemas fotodindmicos han sido realizadas en sistemas
poliméricos o liposomales[17, 59, 60] pero aun no se ha explorado la opcién de sistemas
inorganicos de caracter cerdmico como son los fosfatos de calcio, los cuales en el mundo
biolégico gozan de popularidad por su buena biocompatibilidad, capacidad de reabsorcion
tanto activa (mediada por células) como pasiva (degradacion de la estructura) [61, 62]

1.2.  Activacidn de estructuras de didxido de titanio en el rango visible
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El dioxido de titanio (TiO.) se caracteriza por ser un material semiconductor que actia como
fotocatalizador en diversas aplicaciones tecnoldgicas. Factores como la absorcion de la
radiacion electromagnética, el gap de energia, la tasa de recombinacion entre electrones y
huecos, la absorcion de reactantes en la superficie externa de las particulas del polvo y las
velocidades de 6xido reduccion 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 tamafios y la forma de las particulas. EI TiO. es un material
fotocatalitico de gran interes, ya que presenta baja toxicidad, facil reutilizacion, alta foto
actividad, bajo costo, buena estabilidad térmica y quimica[64]. EI mecanismo de
fotogeneracion de estados excitados en el dioxido de titanio se puede observar en la Figura
1.8.

A Banda de conduccion
Y~V 0,

| =g

hv

1010 10° s

°OH + H*

Banda de valencia

Figura 1.8 Mecanismo de Fotogeneracion de par electron-hueco en la estructuras de banda
del TiOa.

Un electrén de la banda de valencia salta a través del band gap hasta la banda de conduccion
cuando es excitado con la energia apropiada dejando tras él un hueco. Este par electrén hueco
puede actuar como centro de reaccion a fin de formar especies oxidantes. A pesar que el
TiO> tiene una buena foto-respuesta con un fuerte potencial redox, su alta eficiencia se
presenta principalmente cuando es sometido a irradiacion ultravioleta lo que constituye una
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de las principales desventajas para su aplicacion. Solo el 6% de la radiacion solar pertenece
a laregion ultravioleta y dicha region presenta efectos adversos en la salud humana. Ademas,
el TiO, presenta alta velocidad de fotodegeneracion, es decir, alta velocidad en la
recombinacion de los pares electron - hueco, lo cual disminuye su actividad fotocatalitica
[65, 66] . Con el fin de superar estas falencias del TiO2, es necesario desplazar su respuesta
fotocatalitica de la region ultravioleta a la region visible, que permita usar la radiacion solar,
y por otra parte, mejorar las propiedades microestructurales y quimicas que lo hagan mas
foto activo disminuyendo su tasa de recombinacién. Para desplazar la respuesta fotocatalitica
del TiO- al visible, se han realizado investigaciones en el uso de sistemas fotosensibilizantes
como colorantes, dopaje con iones, polimeros conjugados, y metales de transicion (Ag, Au,
Pt)[67, 68] La idea fundamental con estos dopantes es generar estados intermedios de energia
que aumenten la separacién de carga entre los pares electron-hueco de tal forma que se
disminuya la tasa de recombinacion cuéntica, como se ve en la Figura 1.9, en la cual con el
dopaje con Pt, se forma un estado de energia intermedio.

Visible light

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

Otra alternativa para mejorar las propiedades microestructurales y quimicas del TiO2 es
mediante las rutas de sintesis que permitan obtener TiO, con grandes areas superficiales y
tamafios nanométricos. Hay algunos reportes que intentan obtener sistemas de TiO2 en un
solo paso sin necesidad de calcinaciones posteriores que desarrollen ambas caracteristicas en
el material. Es asi como Wey Yang Teoh y colaboradores[70] reportaron la obtencion de
TiO2 dopado con Pt mediante Spray pirdlisis, y obtuvieron la mezcla de las fases de anatasa
y rutilo con tamafios de particula nanométricos. Estudios similares realizaron Heiko Schulz
y colaboradores[71] con el mismo método de sintesis, pero enfocado en la optimizacion del
control de la morfologia de las particulas. G. Sivalingam y colaboradores[72] sintetizaron
TiO2 por el método de combustion en solucion directa y evaluaron principalmente el efecto
en la degradacion de colorantes como azul de metileno, sin tener en cuenta el efecto sobre
las propiedades Opticas del TiO2 que tuvo la ruta de sintesis y el dopaje.
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Hay una gran variedad de rutas usadas para la preparacion de fosfatos de calcio y dioxido de
titanio, desde rutas tradicionales en estado sélido, rutas quimicas como sol gel, precipitacion,
co-precipitacion, hidrotermal, método de plantilla, método sono-quimico, sintesis asistidas
por microondas, métodos de combustion etc. La Tabla 1.3 y Tabla 1.4 resumen algunas de
las técnicas empleadas para la sintesis de algunos fosfatos de calcio y dioxido de titanio.

Tabla 1.3 Resumen de algunas técnicas de sintesis usadas en la obtencién de fosfatos de

calcio.
Método | Caracteristica del producto Ventajas Desventajas | Ref.
Tamafo Fase | Forma
Estado Micrométrico | HAP/ | Diversas Yy | Bajo costo, | Aglomeraci | [73]
solido B — | porosas escalable on
TCP
Mecano- | Nanométrico | HAp | Nano Bajo costo, | Aglomeraci | [74]
quimico granos, buena on,
° nano cristalinida | contaminaci
o varillas d, 6n durante la
< molienda
2 alta
= reproducibil
g idad
Precipita Nano-micro Baja [41]
cion cristalinidad
Co- Nanométrico | Hap, | Nano Bajo costo, | Agregacion | [75]
precipita B- varillas método
cién TCP, simple
CDA
Sol-gel nanométrico | Hap, | 0D-1D, Alto control | Algunos [76]
a pocas | B- esféricas estequiomét | reactivos :
micras TCP rico costosos vy | [77]
especiales, [78]
pequefia [79]
2 8 escala,
:'é £ aglomeracio
>
s O "
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Auto nanométricos | DCP | Flores, formas alto costo, [80]
ensamble | o D, platos, controlables [81]
0 método | MICTOMELNICO | hep | diversas [82]
directo A, estructuras [57]
de Hap,
cristaliza mezcl
cion a de
fases
Sono- Nanométrico | HAP | esferas, bajo costo, | pequefia [55]
quimico nano rods alta escala [83]
cristalinida [84]
d, buena [85]
dispersion
Hidroter | Nanométrico | Multi | Multiples Control en | Escala [45]
mal/ micromeétrico | ples formas: forma, pequefia, [42]
Hidroter fases. | varillas, control en | cuando se | [43]
mal con HAP, | esferas, cristalinida | usa [52]
plantilla B- agujas, d surfactantes | [46]
Hidroter TCP, | flores etc. son
mal DCP generalment
asistido D,DC e costosos
por MW PA
Método | Nanométrico | HAp, | Diversa No se tiene | Bajo costo, y | [86]
de a DCP un control | simplicidad | [87]
combusti | submicrométr | D, en la forma | de montaje, | [88]
on ico CDA, de las | agregacion | [89]
2 particulas [90]
5 Mezcl
©
S
S ?osf:te
c
p 0S _de
= calcio
[<B]
- Combust | Nano y | Hap, | Granulares, Bajo costo [91]
'§ i6n submicrometr | BTC | nanotuboos [92]
g sol-gel | ico 0

33




Disefio de un dispositivo médico que sirva como terapia alternativa para el tratamiento de la
Leishmania Cutanea

Spray Nano, sub- | Mezcl | Esferas, Escalable Agregados, | [93]
pyrolysis | micrometrico | a de | nano rods alto [94]
S fosfat consumo de
0S, energia
HAp
Sales Nano, sub- | Hap Platos, Alta Alto costo [95]
fundidas | micrométrico fibras cristalinida
, centimetros d
Método | Micrométrico | HA, Fibras, Sistemas [96]
de B- platos poli [51]
electrosp TCP, cristalinos, [97]
o inning, mezcl uso de
3 deposici a aditivos
% 6n COSt0os0s
2 electrofo
S rética
|_
Tabla 1.4 Algunas técnicas de sintesis usadas en la obtencion de estructuras de TiO-
Meétodo Caracteristica morfologia Ventajas Desventajas
del producto Ref.
Ruta de un solo|Algunos
paso, bajas T de|reactivos
sintesis, COst0so0s,
homogeneidad, tiempos de
Anatasa Esférica, control de | sintesis
Sol gel nanomeétrica varillas morfologias prolongados [98]
Uso de
autoclaves,
Esféricas, tiempos
Hidrotermal- varillas, platos, | Alto control de|prolongados de
Solvotermal | Anatasa, rutilo | fibras morfologia sintesis [99] [100]
Dificilmente se
Oxidacion nanotubos  de | Fabricacién in-situ | puede variar la
anodica Anatasa TiO con dopantes morfologia [101]
Algunas
Métodos Cortos tiempos de |reacciones son
asistidos por Placas varillas, | reaccion, costo | dificiles de
microondas |Anatasa, rutilo | nano hojas eficiencia controlar [102]
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Variada Alto control de la|Uso de
Métodos de dependiendo de | morfologia, plantillas
Plantilla Anatasa, rutilo | la plantilla homogeneidad adecuadas [103]

tamanos micro

Método esfericas y | métricos y | Costo eficiencia
sonoquimico | Anatasa, rutilo  |nano varillas | nanométricos energia [104]
Electro
deposicion Fabricacion de
CVvD Anatasa , Rutilo | Nano capas filmes Equipamiento [105]

La sintesis de combustion (SCS) es un método de alta temperatura, rapido y de amigable
implementacién por el bajo costo de los equipos usados. Es efectiva en la sintesis de
diferentes 6xidos o estructuras cerdmicas en una escala nano lo que le permite ser usado en
una gran variedad de aplicaciones avanzadas. Esta ruta permite obtener en la mayoria de los
casos el producto deseado en una sola etapa ahorrando energia y tiempo aungue en ocasiones
es necesario un tratamiento térmico posterior para promover la obtencion de la fase. Desde
el punto de vista termodindmico la sintesis de combustion en solucion es una reaccion
exotérmica de oOxido-reduccion fuertemente dependiente de la relacion combustible y
oxidante. Se inicia en una temperatura llamada temperatura de ignicion Ti y se sostiene por
un determinado tiempo. En general los principales pardmetros que intervienen en la
formacion de una determinada fase son relacion combustible oxidante, tipo de flama,
temperatura, gases generados, composicion quimica de los precursores e incluso hay reportes
del contenedor de la reaccion.

Las caracteristicas principales que debe cumplir un combustible para ser empleado en SCS
es ser soluble en agua, tener bajas temperaturas de ignicion, liberar gran cantidad de gases, y
no dejar compuestos residuales durante la combustion. Los combustibles son fuente de C e
H, los cuales durante la combustion forman CO», H>O y liberan calor. Los combustibles
forman complejos con los iones metalicos, permitiendo una mezcla homogénea. Durante su
descomposicion forman gases combustibles como HNCO, HNOs, NOy, 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 reaccion y la obtencion del producto final. Por lo
general los combustibles deben cumplir la propiedad de actuar como agentes acomplejantes
de los iones metalicos que van a participar en la reaccion, entonces los combustibles mas
adecuados son estructuras que se componen generalmente de aminoacidos [106].

Entre los combustibles mas usados se tiene la glicina (NH.CH2COOQOH), la cual es un
aminoéacido de acciéon acomplejante de amplio espectro de iones metalicos, compuesta por
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un grupo amino y uno carboxilico. El grupo amino acompleja mas facilmente los iones de
transicion, mientras que el grupo carboxilo presenta mayor afinidad por los cationes alcalinos
o alcalinotérreos. Ademas presenta comportamiento bipolar (Zwiteridnico o amfotérico) que
le permite acomplejar iones metalicos de diferentes tamafios previniendo la precipitacion y
la formacion de un gel de alto grado de homogeneidad[34]. Otros tipos de combustibles
explorados han sido Urea, carbohidrazida etc. En las rutas de combustion, los nitratos son por
lo general los principales precursores escogidos debido a su buena solubilidad. Los grupos
(NOs3) de estos actuan 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 combustién por lo que incrementa el area especifica de los polvos producidos
[107].

El combustible posee la propiedad de intervenir sobre los enlaces CH aceptando electrones
mientras que un oxidante es la sustancia que ayuda a la combustién proveyendo el oxigeno
(donador de electrones). Cuando la mezcla de combustibles y oxidante es la adecuada se
genera una reaccion exotérmica a la temperatura de ignicién. Para el célculo de la relacion
apropiada combustible-oxidante se emplea el concepto de propelente quimico y la energia
liberada durante la combustion conocida como el impulso especifico (Isp)

Te
Peso molecular de los productos gaseosos

Iy = k

Donde Tces la temperatura de combustion. La méxima temperatura de combustion Tc se
Oxidante

alcanza cuando la relacién entre el combustible y el oxidante ¢ = . .
Relacion de combustible

igual a la unidad. Esta relacion puede ser expresada en términos de los coeficientes
estequiométricos que participan en la reaccion
Y. Coeficiente. Elementos oxidantes X valencia

"~ (=1) * Y. Coeficiente. Elementos reductores X valencia

El elemento oxidante es el oxigeno, mientras que el carbono, hidrogeno y los cationes
metalicos son los elementos reductores y el nitrégeno es considerado como neutral. Los
elementos oxidantes tienen valencias positivas y los elementos reductores tienen valencias
negativas. Una reaccion deficiente en combustible es aquella para la que ¢>1, una reaccion
rica en combustible es aquella @<1. En los casos en que dicha relacion es baja o muy elevada
las reacciones de combustion son lentas y sin presencia de llama. Variables como tamafio de
cristalito, area especifica, porosidad, morfologia, fases, grado de aglomeracion dependen
generalmente de una adecuada escogencia del parametro .
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En la combustion en solucion se identifican varias temperaturas caracteristicas como los son:
La temperatura de ignicion To la cual es considerada como la temperatura promedio de la
mezcla inicial de precursores.
Temperatura de ignicion Tig corresponde a la temperatura a la cual se inicia la reaccion de
combustion.
Temperatura adiabatica de flama Tq) ES la maxima temperatura de combustion alcanzada
por el sistema bajo condiciones adiabaticas.
Temperatura maxima de flama: Corresponde a la maxima temperatura alcanzada por el
sistema bajo condiciones no adiabaticas (Temperatura de flama en el sistema).
Estas temperaturas pueden ser influenciadas por multiples factores, como relaciones de
combustible oxidante y sus calculos incluyen modelos fisico quimicos y termodindmicos.
Por ejemplo en el célculo de la temperatura adiabatica se puede proceder como sigue

Tad

AH® = AHp = f AC,(productos)dT

Ti
Donde Ta4, Tig sSon la temperatura adiabatica de llama y la temperatura de ignicion
respectivamente, Cpes la capacidad calorica molar y AHC es la entalpia de reaccion que esta
dada por:

AH® = (z nAHproductos) - (Z nAHReactivos)

donde AHproductos Y AHreactivos SON las entalpias de formacién a condiciones estandar de los
productos y los reactivos respectivamente
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2. OBJETIVOS
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La leishmaniasis es una enfermedad de origen parasitario presente en mas de 98 paises, 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 administracion de farmacos (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 aparicion de efectos secundarios como nauseas, fiebre, dolor etc. trayendo consigo el
abandono de la terapia antes de su culminacion tendiendo a cuadros clinicos de recaidas y
desarrollo de resistencia del parasito al medicamento, por lo que el avance en los farmacos
actuales y en las terapias tratamiento se hacen indispensables. Una terapia de interés actual
en el uso de enfermedades localizadas es la terapia fotodindmica (TF), que consiste en la
aplicacion de un compuesto fotosensible que mediante la radiacion apropiada
preferiblemente en el rango visible produce especies oxidantes y/o reductoras que atacan en
forma directa o indirecta la enfermedad. La terapia fotodindmica se potencia como una
alternativa de tratamiento para L.C que busca en primera instancia disminuir los efectos
adversos de los farmacos actuales y evitar el abandono del tratamiento por parte del
paciente[11]. Esta terapia implica la aplicacidn o inyeccidn de un compuesto fotosensible en
la zona afectada el cual, mediante irradiacion focalizada, genera especies ROS que atacan el
parésito o reservorio donde éste se encuentre. Los principios activos de interés para ser
aplicados, deben cumplir especificaciones y caracteristicas que son fundamentales para las
aplicaciones bioldgicas y clinicas de un fotosensibilizador como presentar un espectro
intenso de absorcién en el rango visible, un alto rendimiento cuéntico que asegure una alta
produccidn de oxigeno singlete y otras especies reactivas de oxigeno, bajo fotoblanqueo y
minima toxicidad. La Hipericina (HY) es un compuesto fotosensible, de origen natural,
presenta actividad antitumoral y ha servido para realizar marcacion de células
cancerigenas[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 lipofilica, presenta baja solubilidad en agua lo que restringe su aplicacion
médica al requerir soluciones etandlicas y solventes organicos aumentando la posibilidad de
agregacion. Ademas, se ha identificado que en el tratamiento de células cancerigenas la
eficiencia de este farmaco estd intimamente ligada con la localizacion subcelular, tipo de
célula o tejido, dosis del farmaco presente, irradiacion con la fuente de luz apropiada, tiempo
y duracion de la irradiacion, y se cuentan con pocos estudios de como estas variables pueden
afectar el efecto anti-Leishmania. Para superar estas desventajas se ha llevado a cabo
encapsulacion de HY en complejos poliméricos y lipidicos o inclusién en formulaciones
biofarmacéuticas encaminadas al tratamiento de cancer, pero estos procesos son en la
mayoria de elevado costo y de dificil acceso en caso de que se quiera implementar para
mejorar el efecto anti-Leishmania [40, 108, 109]. Una alternativa para realizar la
encapsulacion 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 reabsorcion tanto activa (mediada por células) como pasiva (degradacion de la
estructura) [61, 62]. Con dicha encapsulacion se busca garantizar la proteccion del farmaco
hasta llegar al sitio de interés que en el caso de la L.C serian los macrofagos superando las
barreras fisicas, disminuyendo la localizacion no selectiva del farmaco, fotoactivacion
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 inorganicos
que presenten comportamiento fotodinamico. ElI didxido de titanio es un material cerdmico
de elevado interés debido a sus distintas propiedades como abundancia, baja toxicidad,
estabilidad quimica y propiedades cataliticas, que lo potencia para multiples aplicaciones
gue van desde la industria del color, electrénica, celdas de solares, industria cosmética, y
aplicaciones fotocataliticas. En el campo biolégico su respuesta fotodinamica le ha permitido
ser usado como potencial agente antimicrobial, antiparasitario e incluso en liberacion
controlada de farmacos. Su efecto antilehismania ya ha sido reportado en nanoestructuras
cuando han sido sometidas a irradiacién UV y se han hecho asociaciones de este material con
principios activos antileishmania mostrando mayor eficiencia de dichos farmacos. Estas
caracteristicas posicionan el dioxido de titanio como una alternativa para el tratamiento de la
LC, mucho mas si se mejora su respuesta fotodinamica en regiones de longitud de onda
visible que permitan su aplicacion con fuentes de luz de bajo costo y que no presentan ningun
efecto adverso como lo hacen fuentes de luz UV.

El objetivo general de este trabajo fue disefiar un sistema de encapsulacion de Hipericina en
Fosfatos de Calcio como terapia alternativa para el tratamiento de la leishmaniasis cutanea.
En el desarrollo del trabajo, y como una opcién adicional para el tratamiento de la
enfermedad, se plante6 mejorar la respuesta fotodindmica del TiO2 en regiones de longitud
de onda visible que permitan su aplicacion con fuentes de luz de bajo costo y que no presentan
ningun efecto adverso como lo hacen fuentes de luz UV.

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

Sintetizar por métodos quimicos vehiculos de encapsulacion y liberacion basados en fosfatos
de calcio con las propiedades estructurales adecuadas para la encapsulacion de farmacos
hidréfobos.

Relacionar las propiedades micro-estructurales y quimicas de los vehiculos de encapsulacion
con la eficiencia de carga de farmaco y posterior liberacion en el tiempo.

Establecer los efectos que tiene el vehiculo encapsulante en la respuesta fotodinamica de la
HY.

Establecer la carga de farmaco necesaria en el vehiculo encapsulaste para generar una
respuesta anti-Leishmania (dosis terapéutica).

Realizar la bateria de pruebas biologicas necesarias para proponer el sistema fosfato de
calcio-Hipericina como una alternativa al tratamiento de la leishmaniasis cutanea.
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3. PROCEDIMIENTO
EXPERIMENTAL
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Con el fin de lograr los objetivos propuestos se sintetizaron fosfatos de calcio mediante la
ruta de combustion en solucién y una variacion de la misma obteniendo dos morfologias
diferentes para realizar la respectiva encapsulacion de la HY. Por otra parte, teniendo en
cuenta los principios de terapia fotodindmica que se fundamenta en la respuesta electronica
de un material a una determinada longitud de onda quisimos explorar la respuesta
fotodindmica de compuestos ceramicos como el TiO2 y su potencial uso como
fotosensibilizador en el tratamiento de LC. Este trabajo anexo al principal consistié en
obtener estructuras de dioxido de titanio dopadas con Pt, Fe, Zn las cuales también fueron
obtenidas por combustion en solucion. A todos los compuestos se les realizd una respectiva
caracterizacion estructural y morfolégica para luego ser sometidos a las pruebas bioldgicas
in vitro y como plus realizar ensayos in vivo con las mejores estructuras de TiO2 combinadas
con HY. La Figura 3.1 resume la metodologia general seguida en el desarrollo de la tesis.

, . Alternativa de tratamiento de LC mediante terapia fotodinamica
Sintesis de los compuestos

Fosfatos de calcio Estructuras TiO,
’—‘ | I
iz Sintesis 3
Sintesis 1 ol?tencmn Sintesis 2
diferente [
morfologia

Dopaje con Pt, Fe, Zn

caracterizacién l

| L | caracterizacién
[

Estructural morfolégica Estructural morfolégica
L Encapsulacién de HY E— | ’—1
o
caracterizacién Ensayos Bioldgicos in vitro

Ensayos Bioldgicos in vitro
Parche, como aproximacion a un

producto de aplicacion clinica.
Ensayos in vivo

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

3.1 Sintesis de los sistemas de encapsulacion

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

Las estructuras de fosfato de calcio (FC) se sintetizaron por la ruta de autocombustion en
solucion. Como materias primas se usaron nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NO3), 4H20
(Merck), hidrogeno-fosfato de amonio (NH4)2HPO4 (Alfa Aesar) como fuentes de calcio y
fosforo respectivamente, glicina C2HsNO2 (Merck) como combustible, y &cido nitrico HNO3
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al 65% (Biochemical). Inicialmente el Ca(NOz)2 4H20 y el (NH4)2HPO4 fueron mezclados
en 20 ml de agua destilada bajo constante agitaciéon manteniendo una relacion Ca/P=1,5; a la
mezcla se afiadio HNOs suficiente para disolver el precipitado previamente formado. Con el
fin de agregar la cantidad adecuada de combustible (glicina) y obtener la m&xima temperatura
de  combustion, se  usé el pardmetro ¢  definidko como ¢ =

Y. Coefficient.Reducing elements X Valence

> CoefficientOxidant elements X valence Y ajustado a la relacion estequiométrica oxidante-

combustible para ¢ = 1. En esta etapa la solucion permanecio en agitacion y calentamiento a
una temperatura de 60°C durante una hora hasta la evaporacion casi total del solvente y
formacion de una resina, esta resina fue llevada a una temperatura de 140°C hasta la
combustion. Las cenizas formadas fueron llevadas a tratamiento térmico a 800°C durante 2
horas. Los polvos fueron suspendidos en 80 ml de alcohol isopropilico 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.

Con el objetivo de modificar la morfologia de los fosfatos de calcio mediante la ruta de
combustion en solucion se optd por la modificacién de la sintesis tradicional con la
combinacion de sales fundidas y asistencia de reaccion por microondas [69]. Para esto el
Ca(NOs3)2 4H20 y el (NH4)2HPO4 fueron mezclados en 15 ml de agua destilada bajo constante
agitacion manteniendo una relacion Ca/P=1,5; a la mezcla se afiadi6 HNO3 suficiente para
disolver el precipitado previamente formado. La cantidad de combustible se control6 con el
pardmetro ¢ definido en la ecuacion 1. En esta etapa la solucién permaneci6 en agitacion
constante por una hora. La sal usada como aditivo fue el cloruro de potasio KCI (Merck).
Con el fin de controlar la cantidad de sal a adicionar, se defini6 el parametro Y, como la
relacién entre la cantidad en peso del FC a preparar y la cantidad de sal a adicionar. Se
prepararon soluciones con valores de Y de 0, 0.07, 0.11, 0.16, 0.33, y 1. Las muestras fueron
renombradas como Yo, Y1, Y2, Y3, Y4, Y Ysrespectivamente. Las mezclas fueron llevadas
por separado a una plancha de calentamiento a una temperatura de 60°C bajo fuerte agitacion
y cada mezcla permanecio en la plancha hasta la evaporacion casi total del solvente. Cada
mezcla fue llevada por separado a un horno microondas Marca LG de 2.4GHz y puesto entre
refractarios de Alumina manteniendo la irradiacion con microondas en todas las muestras
durante 1:30 s, hasta la combustion. Cada sistema se dejo en el microondas durante 20
minutos con el fin de evitar el choque térmico del beaker. Posteriormente, cada muestra fue
lavada mediante filtracién al vacio con agua caliente por tres veces con el fin de eliminar el
exceso de KCl presente. EI material recuperado se seco en una estufa eléctrica por 30 minutos
a 70°C. Los polvos obtenidos fueron suspendidos en 80 ml de alcohol isopropilico y
sometidos a agitacion 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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Los precursores usados en la sintesis del TiO2 fueron isopropdxido de titanio (IV)
Ti(OCH(CHa3)2)4Ti (IV) (Alfa Aesar), glicina NH2CH2CO2H (Alfa Aesar), tetracloruro de
platino PtCls (SigmaAldrich), nitrato de Zinc Zn(NO3).6H.O (Sigma), nitrato de hierro
Fe(NOz)sz 9H.0 (Merck) y acido nitrico HNOg3 (Scharlau).

Inicialmente se obtuvo el titanyl nitrato mediante la reaccién quimica previamente reportada
[34] entre el acido nitrico y el Titanyl hidréxido, el cual fue sintetizado por la hidrolisis lenta
de 2,98 ml de Ti (IV) isopropoxido en 25 ml de agua destilada con fuerte agitacion a 0°C
durante 1 hora. Posteriormente, se siguio con el proceso de nitracion agregando 3,98 ml de
acido nitrico y agitando por dos horas hasta formar una solucion transparente. Después se
agregaron los dopantes de Pt, Fe, Zn a una concentracion de 0.6% por cada sintesis. Luego
1,03 g de glicina fue afiadido a las soluciones anteriores y se continud con la agitacion 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 formacion de una resina blanca. En ese momento la temperatura
de la plancha fue llevada hasta 180 °C produciéndose una reaccion exotérmica de combustion
en dos etapas, primero la formacion de una ceniza gris y después de 10 minutos la formacién
de polvos con coloracion amarilla que al ser llevados a temperatura ambiente se tornaron
blancos. Estos polvos fueron macerados en mortero de agata.

La estructura de los materiales obtenidos fue evaluada usando difraccion de rayos X con un
equipo Xpert-Pro PANanalytical difractometro de doble circulo multipropésito de radiacién
Cu-Ka (A = 0.15406 nm) en angulos de difraccion entre 10-50° y 20-80° (20) para las
muestras de fosfatos de calcio y para las muestras de TiO2 respectivamente. Las medidas de
espectroscopia Raman fueron obtenidas con un equipo Labram Horiba usando un laser de
532 nm con potencia de 5mW. Para el analisis morfoldgico las muestras fueron preparadas
mediante lavado y ultrasoniacion en alcohol isopropilico en un equipo Cole Palmer de 500W
con una amplitud de 80% durante 1:20 h. Las imagenes SEM fueron recolectadas con un
equipo Carl Zeiss EVO MAL10 y microscopio electrénico de barrido con emision de campo
marca JEOL-JSM — 6701F (FE-SEM). Posteriormente se realizd un analisis de imagen y
estadistico con un software GNU e InfoStat respectivamente. Para las muestras de TiO se
realizaron medidas de Espectrofotometria de reflectancia difusa UV-Vis usando un
espectrofotometro Marca Ocean Optics S 2000 con rango espectral entre 280-800 nm.
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La encapsulacion de la HY se hizo en las estructuras de fosfatos de calcio obtenidas en la
ruta de sintesis 1 y en la mejor estructura por sus propiedades morfoldgicas obtenidas en la
ruta de sintesis 2 (aquella que presentd menor cantidad de agregados y tamafio de grano
apropiado para la aplicacion muestra y1 y3).

Para la encapsulacion de la HY se uso la técnica de impregnacion-agitacion. Para ello 20 mg
de nanoparticulas fueron re-suspendidas en 0,5 ml de DMSO vy llevadas a agitacion mediante
ultrasonido durante 30 segundos. Una solucion de HY con una concentracion de 100 uM en
DMSO se prepard por separado y posteriormente se agregé a la dispersion de nanoparticulas.
El sistema se dejd en agitacion durante 20 horas a 60 rpm. Posteriormente la dispersion fue
centrifugada a 15000 rpm. El precipitado fue recuperado y llevado a 40°C durante 24 horas.
Las posibles interacciones del farmaco 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

La semicuantificacion de produccion de especies ROS se realiz6 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 especifica para especies reactivas de oxigeno (102) y para los compuestos de TiO:
dopados se empled 2°,7° -dichlorofluorescein diacetate (H2DCFDA-sigma Aldrich) la cual
es especifica 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 pl
en placas negras de 96 pozos de fondo plano (Corning™). A los compuestos de FC se les
afiadio 3 UM de SOSG vy para las NPs de TiO2 se agreg6 10ug/mL de H2DCFDA,; ambas
moléculas de prueba disueltas previamente en DMSO (los experimentos fueron hechos por
triplicado). Posteriormente las placas fueron sometidas a irradiacion visible durante 60
minutos tomando medidas de fluorescencia en diferentes intervalos con valores de longitud
de emisidn/excitacion 505/525 nm, 488/520 para la SOSG y la H2DCFDA respectivamente
en un equipo Infinite M200Pro, TECAN.

Para la determinacién de la cantidad de hipericina cargada en las nanoparticulas de fosfato
de calcio se construyd una curva estandar de concentracion. Para ello la HY fue diluida en
metanol en diluciones seriadas 1:5 a partir de 25ug de hipericina[30]. La fluorescencia de la
dilucion fue leida en un espectrofluorémetro Varioskan Flash (Thermo Scientific) a una
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longitud de onda de excitacion de 542nm y emision a 610 nm (el experimento fue realizado
por triplicado). Los datos obtenidos fueron ajustados al mejor modelo matematico obteniendo
una ecuacion de intensidad en funcion de la concentracion. Posteriormente 20 pg /mL de
particulas cargadas con HY fueron sometidas a lavado en metanol, vortex y centrifugacion
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 estandar anteriormente realizada para calcular la cantidad de HY encapsulada en las
particulas.

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 parasitos transfectados con el gen de
la proteina verde fluorescente (GFP). Los paréasitos se mantuvieron en cultivo en medio NNN
(Nicole Novy Neal) a 26°C. Para las infecciones in vitro de macréfagos derivados de
monocitos humanos (huMDM) se usaron promastigotes en fase estacionaria de crecimiento,
es decir de 5 dias de cultivo que corresponden a promastigotes metaciclicos o infectivos.

Para los experimentos bioldgicos in vitro los huMDM se obtuvieron a partir de la
metodologia 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
formo coagulo de fibrina. Una vez finalizado el proceso de desfibrinacion se transfirio la
sangre a un tubo nuevo, donde se diluy6 con PBS en proporcion 1:1. En tubos cdnicos 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 tomd la capa de células mononucleares,
las cuales se lavaron dos veces con PBS a 1800 rpm por 5 minutos. El botdn de células que
quedo en el fondo después de estos lavados correspondid a la poblacion de células
mononucleares las cuales fueron re-suspendidas en medio RPMI-1640 suplementado con
0.1% de suero autdlogo. 5 x 10° células por pozo fueron colocadas en platos de 96 pozos y
3 x 10° células por pozo fueron colocadas en platos de 24 pozos. Las células se dejaron
adhiriendo durante 4h a 37°C, al 5% de COz. Luego de este periodo de incubacion se
removieron las células no adherentes con dos lavados con 500 pl de PBS por pozo. Se
adicion6 RPMI al 10% de suero autélogo y las células se dejaron diferenciando durante 72h.
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La captacion celular fue evaluada mediante microscopia de fluorescencia en un microscopio
Nikon Labophot-2 a una longitud de onda de excitacion de 540-580 nm y de emision de 600-
680 nm. Se cultivaron huMDM en presencia de 20ug/ml de nanoparticulas cargadas con el
farmaco. Se tomaron imégenes a las 2, 4 y 6 horas para evidenciar la captacion. Si las
nanoparticulas son cargadas por las células estas deben presentar fluorescencia con longitud
de emisién en el rojo.

La fuente de luz usada con el fin de activar la HY fue una lampara de luz visible hecha con
18 leds de 1 Watt de potencia de color blanco. La ldmpara tiene un sistema de refrigeracion
y control de temperatura. La potencia y espectro de emision de la lampara se caracteriz6 con
un potenciémetro Thorlabs PM100D y un espectrofotometro Ocean Optics PS-2000

El potencial citotoxico de las nanoparticulas solas y cargadas con hipericina se determind
segun la concentracion letal 50 (CLso 0 CCso) en cultivos primarios huMDM cultivados en
presencia de diferentes concentraciones de nanoparticulas solas y de nanoparticulas cargadas
con hipericina. Para ello, 5 x 10° huMDM fueron colocadas en platos de 96 pozos en 200 pL
de RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal (SFB) y 10% de penicilina (100
U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). Se evaluaron 6 concentraciones de nanoparticulas solas
y cargadas con hipericina, partiendo de 200 pg/ml en diluciones seriadas 1 en 2. Como
control de citotoxicidad se us6 anfotericina B. Las células se incubaron en presencia del
compuesto a diferentes concentraciones durante 2 horas bajo oscuridad. Posteriormente los
platos fueron sometidos a irradiacion visible garantizando una dosis de 22 J/cm?. Esta energia
es la necesaria para la activacion del farmaco [30]. Luego de la irradiacién, las células se
encubaron nuevamente a 37°C y 5% de CO durante 72 horas en condiciones de oscuridad.
Los resultados se expresaron como la Concentracion Letal 50 (CLso) [111], calculada
mediante un analisis Probit, (relacion dosis-respuesta) [112]

Para los ensayos de actividad leishmanicida in vitro en amastigotes intracelulares de
Leishmania, se infectaron 3 x 10° huMDM con promastigotes de L. (V.) panamensis
(MHOM/CO/87/UA140 epirGFP) en proporcion 30:1 parasitos:células siguiendo el
protocolo descrito por Mufioz y col en 2009[112] . Las nanoparticulas se adicionaron a una
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concentracion inicial de 20 pg/ml en diluciones seriadas 1 en 2. Pasadas 2 horas de
incubacion, las células se irradiaron con la luz visible suministrando una energia de 22 J/cm2.
Las células se llevaron nuevamente a incubacién 34°C, 5% de CO: y luego de 72 horas se
determind el efecto de los compuestos en la viabilidad de los amastigotes intracelulares por
medio de citometria de flujo. Para ello, las células se desprendieron del fondo de cada pozo
y las células en suspension se leyeron en el citometro de flujo (Cytomics FC 500MPL,
Beckman Coulter, E.U) a 488 nm de excitacion y 525 nm de emision contando al menos
10.000 eventos. Se determind el porcentaje de células infectadas segun el nimero de eventos
positivos (fluorescencia verde) mediante andlisis de diagrama de puntos, al igual que la carga
parasitaria segun el analisis de la Intensidad de Fluorescencia Media para el canal de
fluorescencia verde[112] . La actividad anti-Leishmania se calculé6 mediante el porcentaje de
inhibicion de la infeccidon obtenido para cada compuesto a la concentracion evaluada,
determinando el porcentaje de infeccion de acuerdo a lo reportado por Mufioz y col 2009. La
Concentracion Efectiva 50 (CEsp) para cada compuesto se calculé mediante un analisis
estadistico, usando como datos los porcentajes de infeccion y de inhibicion de la infeccién
obtenidos para cada concentracion evaluada en cada caso. Se calculé ademas el indice de
selectividad (1S) dividiendo la actividad citotdxica entre la actividad leishmanicida con la
férmula IS = CCso/CEsqo.

Con el fin de llevar a cabo los ensayos in vivo con la HY encapsulada en los fosfatos de
calcio el compuesto que presentd mejor respuesta in vitro fue utilizado para la fabricacién de
un parche polimérico con las nanoparticulas dispersas. Esta etapa fue realizada en asocio con
el instituto tecnoldgico de Aragdn. Para esto la HY encapsulada en los FC fueron mezclados
con el polimero PA6, una poliamida termopléstica semicristalina de buena resistencia
mecanica (en una proporcion 10% en peso de particulas respecto al polimero). La mezcla
fue sometida a un tratamiento de molienda, secado y posteriormente llevada a una extrusora
de doble husillo donde se realiz6 la extrusion 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 Nitrégeno liquido y usado en la conformacion del parche
para su posterior evaluacion antileishmania. (ver Figura 3.2)
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Figura 3.2 Metodologia de conformacion del parche mediante hilado por extrusién de
doble husillo

El potencial terapéutico del parche se evalud en hamsteres dorados (Mesocrisetus auratus)
infectados experimentalmente siguiendo el método descrito por Robledo y colaboradores
2012 y Montoya [113]. Para ello, hAmsteres 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 estandar 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 Yy 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 + Particulas, G2: Parche sin luz + particulas, G3: Parche
con luz, G4: Parche sin luz. La respuesta terapéutica del parche se compar6 con la del
glucantime intralesional, por ser éste el medicamento estandar y ampliamente utilizado.

Luego de 6 a 8 semanas, una vez los animales desarrollaron las lesiones, se inicié el
tratamiento con el parche El esquema de tratamiento para el parche fue el siguiente: Se
hidrato el material y se coloco sobre la herida, se irradié cada lesion con una lampara de luz
visible de 5 mW/cm? durante el tiempo apropiado para suministrar 22 J/cm?. Este tratamiento
se aplicd dos veces por semana durante tres semanas. Para los grupos sin exposicion a la luz,
la formulacion luego de aplicada era protegida de la luz durante 24 horas. El glucantime se
aplico intralesionalmente (200 g en 20 pl) dos veces por semana durante tres semanas.

Una vez finalizado el tratamiento se midid el tamafio de la lesion. La respuesta terapéutica

a cada tratamiento se evalud segun criterios clinicos en términos de cura (cicatrizacion y
desaparicion completa de la lesion), mejoria clinica (reduccién > 30% en el tamafio de la
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lesion), falla (reduccion < 30% o aumento del tamafio de la lesion) o recaida (reaparicion de
la lesién luego de una cura inicial).

Para los diferentes ensayos in vitro se usaron promastigotes de L. amazonensis
MPRO/BR/1972/M1841-LV- Los parasitos 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 macréfagos
se usaron promastigotes en fase estacionaria de crecimiento, es decir de 5 dias de cultivo que
corresponden a promastigotes metaciclicos o infectivos.

Se obtuvo macrofagos peritoniales segun la metodologia 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 sodio al 3 %[115]. Después de cuatro dias los ratones fueron sacrificados
segun los procedimientos adoptados por el comité de ética CEUA/FCF/CAr: 43/2016. Los
macrdfagos fueron retirados con 5ml de PBS y almacenados en tubos falcon bajo hielo [116]

Con el fin de verificar la captacion de las particulas de TiO2 en las células mediante
fluorescencia se usé como molécula de prueba extracto de hipericina. Para ello se cargo
mediante la técnica de impregnacion-agitacion la solucion de extracto de HY en las
nanoparticulas de TiO2 y la captacion celular fue evaluada mediante microscopia de
fluorescencia en un microscopio Nikon Labophot-2 a una longitud de onda de excitacion de
540-580 nm y de emision de 600-680 nm. Se cultivaron huMDM en presencia de 20ug/mi
de nanoparticulas de dioxido de titanio cargadas con HY como molécula de prueba. Se
tomaron imagenes a las 2, 4 y 6 horas para evidenciar la captacién. Si las nanoparticulas son
cargadas por las células estas deben presentar fluorescencia con longitud de emision en el
rojo.
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La fuente de luz usada con el fin de activar los compuestos de TiO, fue una lampara de luz
visible con longitud de 400-800 nm. La potencia y espectro de emision de la lampara se
caracterizé con un potenciometro Thorlabs PM100D y un espectofotometro Ocean Optics
PS-2000.

Los macrdfagos fueron contados y su concentracion ajustada a 5x10° macréfagos/mL. 100
uL de la suspension de macrofagos fueron adicionados en cada pozo de una placa de 96
pozos. Para la adhesion de las células estas fueron encubadas durante 4 h a 37°C y 5 % de
CO2 y posteriormente lavadas con 200 uL de medio RPMI. Se adicionaron los compuestos
de TiO2 en diluciones seriadas entre 300 a 1 pg/mL y nuevamente se encubaron durante 4
horas para la posterior irradiacion durante 40 minutos con luz visible y 55 J, llevandolos
nuevamente a encubacién por 24 h, tiempo después del cual, se realizo 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-difeniltetrazolio (MTT) en formazén catalizado por metalsulfato de fenazina (PMS),
el cual caracteristicamente presenta un color azul. En cada pozo de la placa se adicionaron
10 uL 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 fromazan fueron disueltos con 100 uL de una
solucion de dodecil sulfato de sodio al 10% en HCI en una concentracion de 1 mol/L (SDS-
HCI) 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 realizé en un espectrofotometro de placas
a longitud de onda de 540 nm. La intensidad de la absorbancia es proporcional a la cantidad
porcentual de macréfagos vivos. Estos ensayos fueron llevados a cabo por triplicado.

Se obtuvieron macrofagos peritoniales de ratones swis conforme al item anterior y fueron
encubados en platos de 24 pozos con laminulas circulares de 13 mm de didmetro a una
concentracion de 1 x 10° macrofagos/mL durante 4 h (37°C, 5 % de COy). Parasitos de L.
amazonenses fueron adicionados en una proporcion 5:1 (promastigotas:macrofagos) y
dejados por 24 horas, permitiendo la infeccion de los macréfagos y posterior replicacion de
los parasitos en el interior del macréfago. Los parasitos no interiorizados fueron removidos
mediante lavado con PBS. Los compuestos de TiO> fueron afiadidos en diluciones seriadas
por debajo del valor de LCso encontrada en el ensayo de citotoxicidad. Los compuestos
fueron encubados por 4 horas previas a la irradiacion con la luz durante 40 minutos y
posteriormente otras 24 horas mas. Despues de este tiempo las laminulas fueron removidas
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y coloreadas con Gimsa para la observacion del niamero de amastigotas intracelulares por
cada 100 macrofagos mediante microscopia Optica tradicional [119].

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y segun lo establecido por el comité
de ética en el uso de animales (CEUA), CEUA/FCF/CAr 44/2016, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista, UNESP-Araraquara

Para realizar los ensayos in vivo se tomo6 el compuesto de TiO2 que presentd mejores
resultados en la evaluacion in vitro y se elabor6 una suspension con HY de forma anéloga a
lo realizado con la encapsulacion en sistemas de fosfatos de calcio. Para ello 20 mg de
particulas de TiO2 + Zn fueron suspendidas en una soluciéon de HY al 25 uM y mantenida
bajo agitacion durante 24 horas. Después las particulas fueron recuperadas para ser usadas
en la preparacion de la solucién stock con PBS como medio. Hembras BALB/c con 3-4
semanas de edad fueron infectadas subcutdneamente en la pata trasera derecha con una
concentracion de 1x107 de promastigotas L. amazonensis en fase meta ciclica. Después de
dos meses de infeccion se dio inicio al tratamiento via subcutaneo durante 30 dias aplicando
dosis en dias alternados y suministrando una energia de activacion equivalente a 55 J/cm?
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 vehiculo (G3),
animales infectados y tratados con farmaco de referencia via intraperitonial, Anfotericina B
(2 mg/Kg- G4) animales infectados y tratados con el compuesto a un valor de %2 ECso (G5),
animales infectados y tratados con el compuesto a un valor de ECso (G6), animales infectados
y tratados con el compuesto a un valor de ECso (G7). Durante el tiempo de tratamiento se
realizé la medida de la lesion 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 region de la lesion
fueron removidas para la cuantificacién de la carga parasitaria mediante las técnicas de
dilucion limitante.
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4. RESULTADOSY
DISCUSION
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4.1 Sintesis y caracterizacion

4.1.1 Fosfatos de Calcio Sintesis 1
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Figura 4.1 Difractogramas de rayos X para los polvos obtenidos por combustién en solucion
antes (Ceniza) y después del tratamiento térmico.

La Figura 4.1 muestra el difractograma de rayos X de las muestras obtenidas por combustion
(ceniza) y con tratamiento térmico de 900° C durante dos horas. Desde la combustion se
evidencia la formacion de dos fases mayoritarias de fosfato de calcio: la Hidroxiapatita la
cual indexa en el patron JCDPDS 010740566 (HAP), y el fosfato de calcio tricélcico fase 3
JCDPDS 01-070-2065 (B-TCP). Ademas 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 cristalizacion 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 combustion en solucién.

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 B-TCP estan dominados por los modos de
vibraciones internas de los grupos PO4* [120]. El modo de vibracion vi que corresponde al
estiramiento simétrico del enlace P-O, se ubica a 962 cm™ para la HAP y en 945 cm™ para el
B-TCP. Los modos de flexion doblemente degenerados O-P-O v, para el B-TCP estan en 403,
473 mientras que para la HAP se ubica en 432. Los modos de estiramiento asimétricos triples
degenerados P-O vs se encuentran a 1013 y 1084 cm™ para el B-TCP y los modos de flexion
triplemente degenerados O-P-O v4 se encuentran en 545- 625 cm™ para el B-TCP vy para la
HAP el v4 se observa en 606 cm™ [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 flexion triplemente degenerados O-
P-O (v2y va).

La Figura 4.3 muestra las imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) de los
polvos obtenidos por combustion en solucion. Se observé la presencia de agregados de
aproximadamente 5 um compuestos a su vez de nanoparticulas con morfologia granular o
esférica. El tamafio de grano de las nanoparticulas se estimé por medio de un conteo
estadistico de 200 particulas. EI comportamiento de los datos del tamafio del grano obedece
a una distribucion Gaussiana. El tamafio aproximado de grano obtenido fue de 42.9 nm +
1.12 nm.
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100 nm
——

Figura 4.3 Imégenes SEM de los polvos de fosfato de calcio obtenido por combustion en
solucién y tratado térmicamente a 800°C durante dos horas.

4.1.2 Fosfatos de calcio Sintesis 2

La Figura 4.4 muestra los difractogramas de rayos X para las muestras Yo, Y1, Ys
respectivamente. La fase predominante sin adicién del KCI fue el pirofosfato de calcio
CaPO7 (JCPDS 01-073-0440) y una fase minoritaria de fosfato de calcio hidratado
Ca(P03)2-2H20 (JCPDS 00-003-0331). Con la presencia del KCI se formaron fases apatiticas
como la Hidroxiapatita Ca10(PO4)s(OH).(JCPDS 01-074-0566) y clorapatita Cas(PO4)3ClI
(JCPDS 01-70-1454). Con el incremento de la cantidad de KCI se favoreci6 la formacion de
clorapatita, la disminucion de la HAP y la formacion de Ca;PO7 (muestra Y's)
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Figura 4.4 Difractogramas de Rayos X para las muestras Y0, Y'1, Y'5
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Figura 4.5 Espectros Raman para las muestras en funcion del contenido de sal Y'n

En la Figura 4.5 se muestran los espectros Raman entre 300 y 1500 cm para los fosfatos de
calcio sintetizados. Los modos de vibracion internos del grupo tetraedral PO4*> a 960 cm™
corresponden a un estiramiento simétrico de los enlaces P-O. La banda vibracional centrada
en 429 cm? es atribuida a los modos de flexion del enlace O-P-O. Las bandas presentes a
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1046 cm™ y 1074 cm se relacionan con estiramiento asimétrico del enlace P-O del grupo
PO,® [123, 124]. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos en los
difractogramas de rayos X de las muestras Y1, Y's, en las cuales se detectan fases apatiticas
como hidroxiapatita y cloroapatita.

Las bandas del espectro Raman localizadas en 742 cm™ y 1051 cm™, corresponden a modos
de vibracion de estiramiento simétrico del enlace P-O en el grupo pirofosfato P2O7*, los
cuales han sido reportados para pirofosfatos alcalinotérreos [125]. Es importante anotar que
ambas bandas se encuentran en la muestra Y's, lo cual concuerda con lo encontrado en los
difractogramas de rayos X, permitiendo comprobar la influencia de la sal KCI en la formacién
de hidroxiapatita y cloroapatita y el polimorfo alfa de pirofosfato de calcio [126], que no se
encuentra en las muestras Y1, Y2, Y3 y Y. También se observan vibraciones a 1163 cm™ y
1105 cm™* asociadas con estiramientos asimétricos del enlace P-O en el grupo P,O7*. A 974
cm™ se observa una banda de vibracion de estiramiento asimétrica del enlace P-O-P en el
grupo P.O7*, de baja intensidad en la muestra Yo. Finalmente, los picos de baja intensidad
en 354 cm™, 380 cmt, 504 cm™ y 537 cm?, corresponden a los modos de flexion [127].

Una vez las muestras fueron lavadas y filtradas al vacio, presentaron alto grado de agregacion
de las particulas formando aglomerados micrométricos (Figura 4.6 A). Las muestras se
sometieron a ultrasonicacion, en un equipo Cole Palmer de 500W a una amplitud de 40%
durante 5 minutos con el fin de disgregar las particulas (Figura 4.6 B) quedando en un estado
adecuado para realizar analisis de imagen. En general todas las muestras presentaron
comportamientos similares antes y después del lavado y la ultrasonicacion.

Figura 4.6 Imégenes SEM de los polvos correspondientes a la muestra Y'1 A) Sometidas a
lavado y filtracion B) Sometidas a lavado, filtracion y tratamiento en ultrasonido.

En la Figura 4.7 A-F se observan las imagenes obtenidas por microscopia electrénica 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 sintesis afecta la morfologia del polvo obtenido.
La Figura 4.7.A, sintetizada sin sal, presenta particulas con morfologias irregulares y
granulos ovalados. Incrementando la cantidad de KCI, se distinguen morfologias tipo
whiskers (Figura 4.7 B-F) de longitudes y diametros variables. La muestra Y'5, con la mayor
cantidad de sal, presenta nuevamente geometrias granulares en combinacion con whiskers
(Figura 4.7 F).

200 nm

200nm

A-Yo B- Y

200nm

E- Y4 F-Ys

Figura 4.7 Foto micrografias SEM de las muestras A) YO B) Y1 C) Y2 D) Y3 E) Y4 F)
Y5

Con el fin de validar las observaciones cualitativas, se realizd un analisis estadistico
considerando un total de 200 particulas en cada muestra analizada. En la Figura 4.8 se
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muestran los histogramas correspondientes al analisis realizado a las imagenes SEM sobre la

longitud y didmetro de las agujas resultantes.
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Figura 4.8 Histogramas resultantes de las distribuciones de las medidas de longitud y
didmetro de los materiales obtenidos por combustion asistida por sal.

Las muestras que presentan mas cantidad de particulas con valores de longitud mayor fueron
Y2, Y4y Y5 con valores aproximados entre 500 nm y 1 um. Las muestras que presentaron
mayor cantidad de particulas con menor longitud fueron las correspondientesa Y1y Y3 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 definié un factor de forma F como la relacion entre el
largo y el ancho de cada particula. A estos datos se les realizé un test de normalidad y
homocedasticidad arrojando resultados negativos por lo que se realizd un test estadistico no
paramétrico. EI método implementado fue Kruskal-Wallis ANOVA donde la hipdtesis nula
Ho se definié como Ho: El efecto del contenido de sal Y'n es idéntico en términos del factor
de forma F, mientras que la hipotesis alternativa se expresé como Hzi: Por lo menos el efecto
de uno de los contenidos de sal Y'n no es idéntico en términos del factor de forma F, con un
nivel de significancia del 5%.

El analisis de Kruskal-Wallis arrojo que, para al menos un tratamiento, el factor de forma F
varia significativamente (chi-square 588.84 ,P<0.05) con el contenido de sal Y0 usado
durante la sintesis. La Tabla 4.1 resume los valores utilizados para el analisis estadistico de
la prueba y la Tabla 4.2 resume los resultados de dicho analisis.

Tabla 4.1 Valores utilizados para el analisis estadistico para la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis en este experimento

Media Desviacion SE de
Tratamiento de Media Mediana Estandar La

N  ranquins (SE) media
YO 200 153.96 2.28649 2.25446 0.68401 0.04837
Relacic 1 200 527.51 4.90903 4.47269 2.11254 0.14938
dee ) 200 890.365 9.52927 9.1143 4.27076  0.30199
aspecto Y3 200 524.24 4.97257 4.41567 2.46535 0.17433
Y4 200 831.695 8.47193 7.58415 4.07916 0.28844
Y5 200 675.23 6.50005 6.11962 3.37044 0.23833

Tabla 4.2 Resultados del estadistico de prueba

Estadisticos Kruskal-Wallis ANOVA

Chi-

cuadrado 588.83
Df 5

p 0.0001

Con el fin de establecer la comparacion entre poblaciones asociadas a los distintos valores
de Y'n, se realiz6 un analisis de los rangos utilizando el software infoStat ®. Los resultados
de la comparacion maultiple arrojo que el factor de forma fue similar para las muestras Y3y
Y1y lo mismo ocurrio para la pareja de muestras Ysy Y (tabla 5.3).
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Tabla 4.3 Resultados del andlisis entre grupos para las muestras con diferentes contenidos
de sal (Y'n).Las Medidas con una letra comun no presentan diferencias significativas (p >

0,05)

Tratamiento Ranquins

Yo 153.96 A
Y3 524.24 B
Y1 527.51 B
Y5 675.23 D
Y4 831.695 C
Y2 890.365 C

De estas muestras la que se eligio para realizar la encapsulacion fue la correspondiente a Y1
Y3 por presentar la morfologia y distribucion de granos micrométricos y submicrométricos
inferiores al intervalo de 5-10 um que puede medir un macrofago.
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Figura 4.9 Difractogramas de Rayos x de las polvos de TiO2 dopados obtenidos por
combustion en solucion.

La Figura 4.9 muestra los difractogramas de rayos X de los polvos de TiO2 obtenidos por
combustion en solucién. Es posible identificar que la fase predominante en todas las muestras
fue anatasa indexando en la carta estandar JCPDS No. 21-1272 y una fase minoritaria de
rutilo (JCPDS No. 76-1940) excepto en la sintesis donde se incluyo el precursor dopante de
Zn. La temperatura reportada como critica para la transformacion 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 semicuantificacion relativa de
fases. Es posible ver que la inclusidn del precursor de Zn inhibi6 la formacion 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 incorporacion de

los dopantes en la estrcutura. [129, 130].
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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 Relacion de fases y tamafio de cristalito obtenido por refinamiento Rietveld de las
muestras de TiO2 dopadas.

Muestra X? Rwp Rexp  Anatasa  Rutilo Tamario cristalito
% wt %wt (nm)

TiO2 1.508 0.1205 0.0981 93.98 6.01 12.394
TiO2+2Zn  1.290 0.1093  0.0962 100 -- 9.285
TiO2+Fe 1603 0.1155 0.0912 94.84 5.15 10.98
TiO2+Pt 2276 0.0391  0.0259 92.122 7.877 11.44

La Figura 4.11 muestra las fotomicrografias SEM de los polvos de TiO2 dopados con Pt, Fe,
y Zn. Todos los compuestos mostraron una morfologia con tendencia granular. Es posible
observar la formacion de agregados de tamafios aproximados entre 1-10 um e incluso la
presencia de agregados con valores por debajo de 1 um (Figura 4.11 A,B,C, izquierda). La
microscopia de emision de campo mostré que para todas las muestras de TiO2 estos
agregados estdn compuestos por particulas mas pequefias con valores por debajo de los 100
nm (Figura4.11 A, B, C, D derecha). Las técnicas de combustion en solucidn se caracterizan
por ser reacciones exotérmicas de dxido reduccion, en las cuales dependiendo de la relacion
combustible oxidante es posible obtener la fase deseada sin necesidad de tratamiento térmico
posterior, al igual que la obtencion sencilla de nanoestructuras[34, 131]. En este trabajo fue
posible obtener TiO2> en su fase anatasa en todas las reacciones de combustion con los
dopantes. La presencia de agregados se puede relacionar con la cantidad de gases liberados
y la velocidad de combustion, los cuales son factores determinantes en el tamafio de granos
y la porosidad. Una liberacion de gases importante conlleva a la obtencién de sistemas menos
agregados y con tamafio de particulas menores, mientras que para reacciones de combustién
rapidas y de menor cantidad de gases la probabilidad de obtener agregados es mayor[132,
133] hecho que se evidencio en todas las reacciones.
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Figura 4.11 . Microscopia electronica de barrido y emission de campo de las nanoparticulas
de TiO2y TiO2 dopados A) TiO2 + Fe B) TiO2 + Zn C) TiO, + Pt D) TiO-

La microscopia electrénica de transmision mostr6 que para todas las muestras, de TiO>
dopadas y sin dopar, los agregados estaban compuestos por particulas con morfologia
granular y tamafio por debajo de los 20 nm (Figura 4.12 A-B)

200 nm

Figura4.12 Microscopia electronica de transmision para las muestras de TiO> obtenidas por
combustion en solucion.

La Figura 4.13 muestra los espectros de absorbancia para los polvos de TiO2 obtenidos por
combustion en solucion y dopados con Fe, Pty Zn. Es posible observar que la absorbancia
en el rango visible del TiO2 sin dopante aumenta respecto al TiO2> comercial ademas las
energias de activacion 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 fotocatilitico en el rango visible mediante la ruta de combustion en solucion
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debido al posible dopaje con C producto de la reaccion de combustion. Jia Wang [135]
mostrd que el dopaje con Fe en estructuras de TiO> afecta la energia de transicion electronica
cambiando el band gap Optico. Comportamientos similares se han encontrado cuando se
incorpora Zn y Pt presentando un desplazamiento de la region UV a la region visible[136].
Sin embargo, es necesario ejercer un control sobre el dopaje del TiO, puesto que un
corrimiento en la absorcion dptica hacia el visible no es garante de una produccion efectiva
de especies ROS y por lo general habra un valor 6ptimo de dopante y tipo de dopante donde
se optimiza la respuesta fotocatalitica.

= TiO, +Zn

e TiO, +Fe

A Anatasa Comercial
v TiO, +Pt

@

Absorbancia (u.a)

] ! | ! | ! ] ! 1
300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 4.13 Gréfica longitud de onda vs absorbancia de los polvos de TiO2 dopados

La Figura 4.14 muestra la variacion de la intensidad en la fluorescencia con el tiempo de la
molécula de prueba H2.DCFDA en presencia de las nanoparticulas de TiO2 con y sin dopaje.
La variacion de la intensidad de la fluorescencia estd directamente relacionada con la
produccion de especies ROS. Las muestras de TiO2 dopado con Fe presentan menor
produccion de especies ROS, incluso por debajo de la anatasa comercial, a pesar que fue el
compuesto que presentd una mayor absorcion en el rango visible en comparacion con los
otros compuestos. Un fendmeno similar observd Ozge Kerkez-Kuyumcu y colaboradores
[137], quien atribuyo la baja actividad fotocatalitica del dopaje con Fe a la inhabilidad de
éste para actuar como un nivel de energia intermedio para el salto de electrones de la banda
de valencia del TiO,. Ademéas se plantea que el dopaje con Fe puede crear defectos
superficiales como vacancias de oxigeno, que aumentan la probabilidad de recombinacién
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de cargas. El dopaje con Pt y Zn potenciaron la produccion de especies ROS del TiO. y
fueron los dos compuestos siguientes con mayor absorcion en el rango visible. Estos metales
de transicion pueden generar estados intermedios de energia en el gap del TiO2 por debajo
de la banda de conducciony 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 conduccion del
TiO> evitando los fendomenos de recombinacion y una mayor respuesta fotocatalitica [136-
138].
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Figura 4.14 Variacion de la intensidad de la fluorescencia con el tiempo de la molécula de
prueba H.DCFDA en presencia de las nanoparticulas de TiO2 con y sin dopaje.

En las reacciones de combustion el combustible actda como el agente reductor, mientras que
los nitratos son la fuente oxidante, generandose de esta manera una reaccion de 6xido-
reduccién gue se inicia cuando la temperatura del entorno alcanza un valor critico conocido
como la temperatura de Ignicion. Este fendmeno favorece la formacion de fases estables o
metaestables al alcanzar una maxima temperatura conocida como temperatura de flama. En
el caso de la sintesis 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 reaccion de
combustion. En el caso de la sintesis de las estructuras de dioxido de titano el agente oxidante
corresponde al oxinitrato de titanio.

Para los célculos termodinamicos de la temperatura adiabatica de combustion de los FC y las
estructuras de TiOz se siguio 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 reaccion de combustion y el segundo establece el oxinitrato de titanio como
principal agente de reaccion para la obtencion del TiO>.

La temperatura de flama de la combustion de las reacciones se puede evaluar mediante
calculos termodinamicos (ecuacion 1, 2) [87] teniendo en cuenta el precursor del calcio para
las sintesis de los FC y el oxinitrato de titanio en la sintesis 3, ademés considerando los
sistemas bajo condiciones adiabaticas.

Ca(N03);.4H,0 + < NH,CH,COOH= Ca0 + Ny + = CO, + 2 Hy0 (EC. 1)
AH® = —96.76kcal

9TiO(NO5), + 10NH,CH,COOH — 9Ti0, + 14N, + 20C0, + 25H,0 (Ec. 2)

AH® = AHP = [** AC,(product)dT (Ec. 3)

donde Ta, ¥ Ti son la temperatura adiabatica de flama y la temperatura de ignicion
respectivamente, Cp es la capacidad calérica molar y AHC es la entalpia de reaccion dada
por la ecuacion 4 [139]

AH® = 0> nAHproductos) — (X nAHgeqctivos) (EC 4)

Donde AHproductos Y AHreactivos SON 1as entalpias de formacion a condiciones estandar de los
productos y reactivos respectivamente

Los parametros termodinamicos para el calculo de la temperatura de flama en la ecuacién 3
se adaptaron de las referencias reportadas previamente [87, 139, 140] y se listan en la Tabla
4.5

Tabla 4.5 Entalpias de formacidn y calor especifico asociado a los reactivos y productos.

Compuesto AH? (25°C kcal mol™) Cp (cal/mol K)
CO(NH,), 79.71

NH2CH.COOH -127.36 23.71
Ca(NOs)2.4H;0 -509.37

CaOo -151.79 6.44+0.0182T
H20 -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

0O, 0 5.92+0.0035T

El valor calculado de temperatura de flama tedrico para los fosfatos de calcio es equivalente
a 1415K, temperatura que permite la formacion de las fases de fosfatos de calcio desde la
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combustion, lo cual se comprobo en los DRX de la sintesis 1. Un posible mecanismo que da
cuenta de la formacion de estructuras en forma de whiskers en la sintesis 2 mediante el
método de combustion hibrido o asistido por sales cuando se adiciona el KCI como aditivo,
ha sido planteado en los ultimos afios. Los mecanismos tradicionales se fundamentan en un
proceso de calentamiento convencional donde la formacion de las nanoparticulas depende
principalmente de la temperatura local, y la distribucion de ésta en el medio. De esta forma,
temperaturas inhomogeéneas produciran distribuciones variadas en los tamarios y formas de
la particula (Nucleacion y crecimiento)[141]. En el caso de la sintesis por combustion asistida
por sales y microondas la evaporacion de solvente se da idealmente por un calentamiento
homogéneo en toda la solucién producto de la irradiacion 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 distribucion juega un papel importante en la morfologia de las particulas. Chen y
colaboradores [142] sugieren que la sal al precipitar forma una costra alrededor de los
complejos, semillas o nanoparticulas previamente formadas. Cuando el sistema alcanza las
condiciones Optimas de ignicién se libera una gran cantidad de calor en corto tiempo,
resultando en una alta temperatura de reaccion. En esta etapa se pueden presentar dos
situaciones: que la temperatura no exceda el punto de fusion de la sal (en el caso del KCI una
T de 1409 K[140]) la cual actia como una caja de reaccién, que impide la interaccién con
particulas o complejos adyacentes, evitando la presinterizacion tipica que se observa en la
sintesis convencional de combustion en solucién, obteniendo sistemas altamente dispersos
con una disminucion marcada de agregados [143] [144-148]. La segunda situacién se
presenta cuando la temperatura de combustion supera la temperatura de fusion de la sal,
produciendo una fase liquida que puede actuar como medio de disolucion, acelerando la
cinética y mejorando la difusidn de especies. La sal reduce significativamente la temperatura
de reaccidn entre especies vecinas debido a la absorcion de calor de reaccion por parte de la
sal fundida[149, 150]. Cuando la mezcla de sal fundida se enfria rapidamente se produce una
rapida cristalizacion a lo largo del eje preferencial de crecimiento de la fase obteniéndose
estructuras tipo whiskers o agujas con buen grado de dispersion [141, 150-152]. Sahil Jalota
y colaboradores explica este comportamiento como un proceso secuencial de disolucion-
cristalizacion y crecimiento. En el caso de la obtencidén de whiskers de fosfatos de calcio
Jolat y colaboradores[141] reportan que la morfologia y distribucion de whiskers puede
depender también de la solubilidad del fosfato de calcio en la sal ademas 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 reaccion de obtencion de las estructuras de TiO:
el valor de la temperatura tedrica adiabatica de Ilama 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 conclusion, las reacciones de combustion en solucion convencional y asistida por sales
son rutas adecuadas para la obtencién de fases de fosfatos de calcio y estructuras de didxido
de titanio con un 6ptimo rendimiento y con las prestaciones adecuadas tales como morfologia
y estructura para poder ser usadas como potenciales encapsulantes de farmacos
fotodindmicos o soportes fotocataliticos.

La Figura 4.15 muestra los espectros IR asociados a los polvos obtenidos mediante las
sintesis 1 y 2. Es posible observar en ambos espectros los modos principales de vibracion
tipicos de los fosfatos de calcio asociados a los grupos PO . Se distinguen los modos de
vibracion v, a 460 cm™, y los modos de vibracion vs en el rango de 500-600 cm™. En la
sintesis 1 se puede observar la presencia de PTCP confirmada por los hombros situados a
949y 975 cm tipicos de esta fase (Figura 4.16). El agua adsorbida puede ser monitoreada
entre 2600 y 3600 cm™ y el grupo OH a 3580 cm™ y 1650 cm™. Las vibraciones asociadas a
los grupos COs se explican como posibles iones sustitutos de los fosfatos. La vibracion a 725
cm* confirma la presencia de una fase minoritaria de pirofosfatos de calcio. La presencia de
HAP se confirma con los modos de vibracion propios de la HAP vi a 960 cm™ y 632cm™
y los modos v3 se pueden observar en el rango de 1000 a 1130 cm™. El hombro a 632 cm™ se
asocia al grupo HPO4? que evidencia la presencia de HAP no estequiométrica en ambas
sintesis.
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CO;’ Adsorbido ‘OH
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— Sintesis 1
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Figura 4.15 Espectros Infrarrojos de los fosfatos de calcio obtenidos mediante la sintesis 1
y2
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Figura 4.16 Picos de confirmacion de la fase B-TCP.

En la Figura 4.17 se muestra el espectro FTIR de los polvos cargados con HY. Ademas de
los picos y bandas caracteristicos de los fosfatos de calcio, se puede observar la aparicion de
picos caracteristicos de la HY. Los picos situados a 3000 y 2920 cm™ corresponden a los
estiramientos de los enlaces C-H de los grupos metilo mientras que el pico ubicado a 1380
cm® corresponde al grupo CH3 [153] [154]. El aumento de intensidad de la banda ubicada
aproximadamente a 1585 y 1725 cm también confirma la presencia de hipericina ya que
puede ser atribuido a la contribucion de los grupos carboxilo (1640 cm™) o los grupos OH
(1650 cm™) [155] . Ademas se puede notar claramente la disminucion de intensidad asociada
a los modos de vibracion vs y v4 correspondientes a los grupos PO4> y parcialmente del
grupo OH, sitios donde la Hipericina podria estar enlazandose con la estructura del fosfato
de calcio.
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Figura4.17 Espectros FTIR de los compuestos de fosfatos de calcio tratados térmicamente
con encapsulacion de la HY
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Figura 4.18 Espectros de absorcion y emision 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 absorcion y emision de la HY y de la
HY cargada en el fosfato de calcio respectivamente. Se pueden identificar las dos transiciones
en el rango visible caracteristicas de este compuesto en medios organicos S0>S1 Amax
=500-600 nm y SO0>S2 Amax =485-425 nm. La transicién mas al rojo ha sido asignada a la
primera transicion m>n* que es polarizada a lo largo del eje mas corto del esqueleto de la
estructura (Skeleton) de la HY. La segunda transicion SO0>S2 Amax = 485-425 nm, es la
transicion polarizada a lo largo del eje més largo que contiene los grupos carbonilos (Figura
4.18 A). La Figura 4.18 B muestra un corrimiento de los espectros de absorcion y emision
al rojo confirmando la interaccion de la HY con el sistema encapsulante. Estudios previos
han mostrado que los corrimientos en los espectros de absorcion al igual que los cambios
solvocromaéticos estan asociados a los posibles estados en que se presente la HY ya sea
monomérica, agregada o protonada. Dichos estados estan asociados a factores como el tipo
de solvente (prético o aprotico), la temperatura, el pH y &tomos vecinos. En medios acidos
se induce a una protonacion de la HY y en medios basicos una desprotonacion donde la
molécula facilmente pierde los protones de los grupos hidroxilos. Esta desprotonacion se
correlaciona con un desplazamiento al rojo de la absorcion y con la fluorescencia. También
se ha encontrado que la HY forma enlazamientos inter moleculares de hidrogeno de sus
grupos Hidroxilo 4,4° y 5 5° formando agregados o dimeros. Esto se veria reflejado en una
disminucion o desaparicion total de la fluorescencia. En nuestro caso el desplazamiento de
los espectros al rojo corroboran la desprotonacion de la HY debido posiblemente a las
interacciones con los grupos OH y POs* del fosfato de calcio que en principio pueden
romper los enlaces intra moleculares de la HY y formar enlaces intermoleculares que
coinciden con la disminucién 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 disminucion
de la intensidad asociada a la fluorescencia y la absorbancia junto con un aumento del ancho
de banda. Esto puede ser debido a la aparicion de algunas especies agregadas.
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Figura 4.19 Curva de calibracion de la concentraciéon de HY vs. la intensidad usada para la
cuantificacion de la cantidad de HY encapsulada en los fosfatos de calcio.

La Figura 4.19 muestra la curva estandar de concentracion de HY vs intensidad usada para
la cuantificacion de HY cargada en los fosfatos de calcio. Los datos se ajustaron a una
regresion lineal conun R de 0.9986 y limite de deteccion correspondiente al valor méas bajo
ajustado (0.01 pg/mL). Por medio de la ecuacion 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 particulas cargadas. Los fosfatos
de calcio obtenidos mediante la metodologia 1 encapsularon 0.13 + 0.01ug de HY por cada
ug del material y los obtenidos por la metodologia 2 presentaron una encapsulacion de 0.22+
0.01pg respectivamente.

Estos resultados fueron relacionados con las medidas de area superficial BET que se
muestran en la Tabla 4.6. Es posible observar que las particulas que presentaron mayor
porcentaje de encapsulacién fueron las obtenidas por la sintesis 2 cuya area superficial fue
de 18.0852 m?/g mientras que las particulas obtenidas por la sintesis 1 presentaron area
superficial de 7.5099 m?/g. Estos resultados muestran que el grado de encapsulacion esta
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 particulas correspondientes a la
sintesis 1 presentaron una menor area de microporos correspondiente a 5.9368 m?/g, mientras
que en el caso de los fosfatos obtenidos por la sintesis 2 este valor fue de casi tres veces
15.7861m?/g
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Tabla 4.6 Resultados de &rea superficial BET (Brunauer, Emmett, Teller) y BJH (Harkinsy
Jura,. Halsey

COMPUESTO BET (mZg) BJH (m2/g)
Sintesis 1 7.5099 5.9368
Sintesis 2 18.0582 15.7861
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Figura 4.20 Medida de produccion 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 grafica de intensidad de fluorescencia vs tiempo para los fosfatos
de calcio en solucion obtenidos en las sintesis 1 y 2 de la sonda SOGs sometidos a irradiacién
de luz visible durante 80 minutos con el fin de detectar de forma indirecta la produccion
especifica de oxigeno singlete. Es posible observar que la encapsulacion no afectd la
propiedad fotodinamica de la HY. Ambos materiales mostraron un méximo de produccion
de especies ROS a los 40 minutos. La caida de intensidad de la fluorescencia que se detecta
en ambos materiales después de este tiempo, corresponde a la inestabilidad quimica de la
sonda que pierde fluorescencia con el tiempo. EI compuesto que presentd un mayor pico de
produccién ROS fue el fosfato de calcio con HY obtenido por la ruta de sintesis 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 funcion de actuar como soportes cataliticos
sin afectar la respuesta fotodindmica de la HY y son de principal interés para generar la
respuesta antileishmania
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En la Figura 4.21 se observan las imagenes de microscopia de fluorescencia de los cultivos
de las células con los compuestos de fosfatos de calcio para varios tiempos de encubacion y
vistas con un filtro 580nm-680nm. Después de dos horas, el macréfago ya ha comenzado a
internalizar las nanoparticulas cargadas con HY. Esto es apreciable con la aparicion 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 captacion de nanoparticulas (Figura 4.21 B-
C). Ensayos previos mostraron que la HY libre se capta por parte de los macréfagos desde
las 6 horas y la mayor captacion 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 uM [30] mientras que en el caso de la HY
encapsulada en las nanoparticulas de fosfatos de calcio, la captacion se logra con 5.15 nM de
HY reduciendo considerablemente la cantidad de medicamento necesaria para que se observe
la internalizacion. La encapsulacion muestra una disminucion del tiempo de captacion y la
cantidad necesaria de farmaco por parte de las células, lo cual evidencia que encapsulando la
HY en las nanoparticulas se hace mas eficiente el mecanismo para la administracion del
farmaco. Por otra parte la captacion de los fosfatos de calcio a nivel celular depende de
factores como tamafio de particula, morfologia, concentracion de particulas, carga etc. Las
vias de internalizacion puede ser por mecanismos de difusion para particulas nanomeétricas y
por endocitosis para particulas submicrométricas 0 micrométricas. Este Ultimo mecanismo
consiste en la formacién de vesiculas alrededor de las particulas cuando son cargadas al
interior de la célula y una posterior liberacion y distribucion a las distintas organelas [157].
Los tiempos de captacion celular de estas particulas han sido reportados desde 3 hasta 5 horas
tiempos en los cuales las particulas de fosfatos de calcio pueden estar ubicadas en los
lisosomas donde el pH entre 4-5 puede iniciar la degradacion de dichas estructuras y posterior
liberacion del sistema [157]. J. Schwiertz y colaboradores [158] encapsularon azul de
metileno (MB) como agente fotosenzibilizante en fosfatos de calcio para terapia
fotodinamica de células cancerigenas, encontrando que la captacion celular del MB en
comparacion al fotosensibilizante solo, fue mayor. La captacion celular se dio en 4 horas y
aumento levemente con el tiempo de encubacién.
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Figura 4.21 Iméagenes 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 encubacion.
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Figura 4.22 Espectro de emision de la lampara usada para los ensayos biolédgicos de los
compuestos de fosfatos de calcio.

La Figura 4.22 muestra el espectro de emision de la ldmpara led utilizada para la activacion
de la HY. Se puede evidenciar que no hay presencia de picos en el UV o en el IR,
garantizando que los sistemas biolégicos 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 lampara a una distancia
de 15,5 cm fue de aproximadamente 5mwW/cm?.

La Tabla 4.7 muestra los resultados de los ensayos de citotoxicidad realizados en macrofagos
humanos derivados de sangre periférica medidos mediante viabilidad celular en huMDM
expresados como CCsp Yy el efecto antileishmania evaluado mediante la capacidad de los
compuestos de eliminar amastigotas intracelulares de L. panamensis expresada segun la
concentracion efectiva CEsoen huMDM.

Tabla 4.7 Resultados bioldgicos in vitro de la concentracion citotéxica CC50 vy la
concentracion efectiva CE50 de los compuestos de fosfatos de calcio obtenidos por la sintesis
1 (FC1) y sintesis 2 (FC2).
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Sintesis CC,yng/mL CE,, sin Luz CE,, Luz Indice
pg/mL pg/mL selectividade

Fosfatos de >200 120+4.5 100.45+3.2 1.99

calcio Sintesis

1 (FC1)

FC1 +HY >200 60.54+4 54.2249.1 3.66

Fosfatos de >200 50.54+5.7 40.765+9.2 4.80

calcio Sintesis

2 (FC2)

FC2 + >200 130.15+18.3 19.5+2.4 10.21

Hipericina

HY Libre >200 800+0.5 458.0 +0,6 0.46

Es posible observar que ninguno de los compuestos presentaron actividad citotoxica en los
huMDM para las concentraciones evaluadas (<200 pg/mL) tanto con y sin irradiacion de luz
visible. Esto asegura que los fosfatos de calcio sintetizados mediante las dos metodologias
pueden ser usados sin presentar efectos adversos en las células. Los resultados de la
evaluacion antileishmania mostr6 que los fosfatos de calcio sin encapsulacién del
compuesto fotodinamico presentaron CEso siendo los FC obtenidos por la sintesis 2 quienes
presentaron menores valores (40.76 + 9.2 pg/mL y 60.54+12 pg/mL con y sin luz
respectivamente) mientras que los FC obtenidos mediante la sintesis 1 presentaron CEso de
100.4 £ 3.2 pg/mL y 120.0£4.5 pg/mL con y sin luz respectivamente. Con la incorporacion
de la HY el efecto de la luz se hace evidente siendo los FC2 + HY los compuestos que
presentaron mayor respuesta fotodindmica logrando una reduccién en la CEso del 85%
cuando fueron irradiados con la fuente de luz visible y una energia de 22 J/cm?. Ademas este
compuesto fue el que presentd mayor indicie de selectividad.

Si bien los fosfatos de calcio presentan una CCsg 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
concentracion a nivel intracelular producto de la captacion por parte de la célula. Se ha
encontrado que el Ca?"y el pH son cruciales para la actividad enzimatica de los parasitos. 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 Ca?* para
generar sefiales: el liberado a través de los compartimentos intracelulares y el Ca?* que entra
a través de la membrana plasmatica. En los tripanosomatidios como en las células eucariotas
el Ca®* 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 plasmética. La Leishmania posee dos estados diferentes, uno extracelular
promastigote y otro intracelular amastigote. Esto implica que estos parasitos pueden poseer
dos mecanismos diferentes de regulacion de estos cationes. A nivel celular la regulacién del
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calcio ocurre en la mitocondria la cual es capaz de acumular grandes cantidades de Ca?* y en
el reticulo endoplasmatico. Estos parasitos también tienen acidocalcisomas, una organela
involucrada en los procesos bioenergéticos las cuales pueden acumular grandes cantidades
de polifosfatos junto con iones de Ca?*. De esta manera la regulacion del Ca?* va estar ligada
a la capacidad de almacenamiento de cada compartimiento celular. Estos mecanismos son de
regulacién a corto plazo y son controlados por el inositol 1,4,5 trifosfato en el caso para la
regulacion a largo tiempo los parésitos de Leishmania tienen Ca?*"ATPasa la cual es capaz
de bombear el calcio fuera de la célula. El Ca* en Leishmania presenta una influencia en la
invasion de la célula hospedera, en los procesos de diferenciacion y en los procesos
bioenergéticos. En la actualidad se ha relacionado el efecto antileishmania de algunos
farmacos a la capacidad de romper este equilibrio a nivel intracelular tal como lo hacen la
Miltefosina® y el Pasoconazole®. En sintesis, el efecto de las nanoparticulas de fosfatos de
calcio puede estar relacionado con la disrupcion de la homeostasis del ion Ca?* que conduce
a un efecto letal en la célula de Leishmania ya sea mediante un mecanismo de apoptosis 0
necrosis [159-161].

La actividad antileishmania de la HY esta relacionada con su capacidad de generar especies
reactivas de oxigeno como el singlete de oxigeno (mecanismo tipo I1) o la formacion de ion
superdxido (mecanismo tipo 1) cuando es sometida a la accion de luz visible [162]. Con la
incorporacion de la HY en los fosfatos de calcio estos Gltimos actlan como soportes
fotocataliticos que sirven para inmovilizar y proteger el compuesto fotosensible hasta llegar
al sitio de interés aumentando la selectividad y disminuyendo la acumulacion del
fotosensibilizador o dispersion no selectiva. En la Figura 4.23 se ilustra el posible mecanismo
de captacion. Inicialmente las interacciones de los fosfatos de calcio con la HY se dan a través
de una desprotonacion e interaccion con los grupos OH y PO+ del fosfato de calcio a nivel
superficial de las particulas y de su porosidad. Esta etapa se caracteriza por un cambio
solvocromatico de la suspension de las particulas de rojo a verde. Como se encontrd en los
resultados, las particulas que incorporaron mayor cantidad de HY fueron los FC obtenidos
por la sintesis 2 los cuales presentaron area superficial dos veces mayor que los obtenidos
mediante la sintesis 1 lo cual coincide con las particulas que presentaron mayor respuesta
fotodindmica. Los fosfatos de calcio son incorporados en los macr6fagos mediante dos
posibles mecanismos: por fagocitosis para particulas de tamafio micrométrico vy
submicrométrico y por difusién de la membrana para particulas con tamafios nanométricos.
En el caso de las particulas que entran por fagocitosis, estas son cubiertas por un lisosoma al
entrar a la célula. Como se demostro en los experimentos de captacion 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 liberacion de la HY
cargada en la porosidad de las particulas de FC. En este punto la célula puede ser sometida a
irradiacion visible haciendo que la HY libre o asociada a la particula a nivel superficial pase
a un estado excitado produciendo especies ROS las cuales presentan el efecto antilehismania.
El mecanismo de accion a nivel celular de los sistemas fotosensibilizantes aln 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] mostr6 que la HY
decrece los niveles de tripanotiona e incrementa los niveles de glutationa y de especies
ROS. Ademés se ha demostrado que los agentes fotosensibilizadores pueden inducir
peroxidacion de membranas lipidicas, 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 ceramicos de HAP
como soportes cataliticos [164]. Ademas 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 pg/mL cuando se trata de HY libre
hacia un valor de 2.53 pg/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 reduccion del ECso con el sistema FC + HY se debe posiblemente a un efecto
conjunto tanto del farmaco como del encapsulante cuyos mecanismos de accion deberan ser
materia de estudio en investigaciones futuras.

. Visible Light
Calcium Phosphates (CP) Hypericin gl
e

) ATA
',». o ,/)Y—‘ v
E é + VLY 35

Leishmania amastigotes
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. Species ROS '} CP Degradation
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Figura 4.23 Diagrama del posible mecanismo de encapsulacion, incorporacion a las células,
liberacion y produccion de especies ROS de la HY encapsulada en fosfatos de calcio.

4.31.4 Ensayos biologicos in vivo del parche hecho con la HY encapsulada en fosfatos de
calcio obtenidos por la sintesis 2 y poliamida 6
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Figura 4.24 A) Microscopia electronica de barrido para el parche B) Analisis quimico EDS

Microscopia electrénica de barrido mostré que en el parche se presentan las particulas con
alto grado de dispersion (a nivel nano), mientras otras estan formando aglomerados de rangos
micromeétricos de hasta 50 um Figura 4.24 A) Microscopia electrénica de barrido para el
parcheA. No fue posible remover los aglomerados por medios mecanicos. Analisis de EDS
confirmaron la presencia de atomos de Ca, P y Cl propios de las estructuras apatiticas
verificadas anteriormente por DRX como fases de fosfatos de calcio fase B, hidroxiapatita y
clorapatita. En la Figura 4.24 B

Hilo sin estirar

Micro-Nanogrietas

Hilo estirado

Figura 4.25 Microscopia de barrido para los hilos usados para la conformacion del parche
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Mediante SEM, también fue posible verificar que el hilo usado en la conformacién del
parche presentd micro y nanogrietas al ser sometido a estiramiento lo cual puede favorecer
la difusion de las particulas dispersas y del medicamento a través de él(Figura 4.25
Microscopia de barrido para los hilos usados para la conformacion del parcheFigura
4.25).

En la Figura 4.26 se puede apreciar el tamafio de la lesion al iniciar el tratamiento y 90 dias
después de finalizar el tratamiento

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

Fin Tratamiento Pre tratamiento

90 dias dspues del
tratamiento

Figura 4.26 Fotos representativas de un hamster perteneciente a cada grupo de tratamiento

Estos resultados mostraron que la reduccion del tamafio de la herida fue del 48% lo que se
traduce como una mejora clinica en términos de cura cicatrizacion. Esto permite potenciar el
parche como una alternativa de uso en el tratamiento de lesihmanisis cutanea. Aunque se
hace necesario realizar investigaciones futuras encaminadas a optimizar la fabricacion del
parche, la cantidad de particulas de fosfato de calcio con hipericina encapsulada incluidas en
el parche y el mecanismo de administracion en la herida.

4.3.2 Resultados compuestos de dioxido de titanio in vitro
4.3.2.1 Evaluacion de la captacion celular de las estructuras de dioxido de titanio

En la Figura 4.27 A-C se puede observar un agregado de nanoparticulas de didxido de titanio
con extracto de hypericum, el cual presenta fluorescencia al ser observada con el filtro
580nm-680 nm confirmando que el marcador fluorescente esta en la superficie de las
particulas. Fue posible identificar una captacion de las nanoparticulas a partir de 2 horas de
encubacion y un aumento de la fluorescencia a las 4 horas de encubacion (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 captacion también fue corroborada por microscopia optica (Figura 4.28). No
hay una metodologia estandar que permita cuantificar el grado de captacion de nanoparticulas
al interior de la célula. Incluso la relacion entre las propiedades fisico quimicas de las
nanoparticulas y el grado de captacién aun no ha sido dilucidado completamente [165].
Investigaciones previas afirman que la carga de particulas en el interior de la célula es
dependiente del tamafio, donde particulas de gran tamafio activan los mecanismos de la
endocitosis mientras que las de pequefio tamafio pueden entrar por difusion, y alojarse dentro
de vesiculas distribuidas a traves del citoplasma [166, 167]. Ademas, muchas de las
particulas 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 dptica de macrofagos
encubados a concentraciones diferentes de Nps de TiO2 (20ug/mL -50ug/mL) A-B grupo
control, C-D después de dos horas de incubacion. Es posible observar puntos negros
asociados al compuesto de TiO- los cuales tienden a formar mayor cantidad de agregados
con el aumento de la concentracion. Se encontrd que parte de estas particulas rodeaban la
membrana y otra parte fue posible identificarlas dentro de la célula. Zouhir E. Allouni [165]
realizd un estudio de la posible influencia de la asociacion celular de Nps de TiO2 con
diferentes propiedades fisicoquimicas, encontrando que en la mayoria de los casos se
formaron aglomerados y que el porcentaje de células asociadas con las nanoparticulas
dependia de la concentracion de NPs alcanzando valores de saturacion de 5mg/mL de Nps.
También encontr6 que la carga de captacion era mayor para las NPs que mostraban mezcla
de fases cristalinas y una morfologia esférica.
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Figura 4.27 . Captacion de los compuestos de TiO> + extracto fluorescente medidos por
microscopia de fluorescencia a) 2 horas b) 4 horas c) 6 horas
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Figura 4.28 Iméagenes de microscopia optica tradicional A-B) Control de macrofagos sin
presencia de compuesto C) Macro6fagos incubados 2 horas con 10ug/mL de Nanoparticulas
de TiO2 D) Macrofagos incubados 2 horas con 20 ug/mL de Nanoparticulas de TiO>

4.3.2.2 Caracterizacion de la lampara usada

El espectro de la fuente de luz usada para los ensayos bioldgicos observa en la Figura 4.29
presenta una emision totalmente en el visible con dos picos principales en 450 nm y 552nm
sin presencia de picos asociados a la region UV o IR y la potencia medida fue de 22.6
mW/cm?
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Figura 4.29 Espectro de emision de la lampara usada en los ensayos in vitro de los
compuestos de didxido de titano.
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Figura 4.30 Efecto Invitro de los compuestos de TiO2 con y sin dopante en macrofagos
peritoneales de mamifero.

91



Disefio de un dispositivo médico que sirva como terapia alternativa para el tratamiento de la
Leishmania Cutanea

Los compuestos de TiO» dopados con Pt y Zn presentaron actividad leishmanicida en
amastigotas intracelulares L. amazonensis cuando fueron sometidos a irradiacion visible con
una energia de 55 J (Figura 4.30) presentando un ECsode 18.2 + 0.8 ug/mL y 16.4 £ 0.3
pHg/mL con y sin luz respectivamente. La actividad antileishmania de los compuestos
estudiados se vincula a la capacidad de produccion de especies ROS por parte de los
compuestos cuando son irradiados. Los compuestos dopados con Pt y Zn fueron los que
presentaron mayor produccion de especies ROS (TiO2+Fe < TiOz < TiO2+Pt = TiO2+Zn) y
mayor actividad antileishmania. La presencia de los dopantes en la estructura del TiO> parece
potenciar la capacidad de produccion de especies ROS y produce desplazamientos de la
longitud de absorcion en el rango visible, debido probablemente a la aparicion de estados
intermedios de energia y transferencia de carga entre el dopante y el hospedero cuando se
usan metales de transicion [168, 169]. Por otro lado, hay diferentes reportes que dan cuenta
del buen comportamiento antibacterial de estructuras con Zny Pty por tal el posible efecto
por si solo del dopante [131, 170, 171].

Tabla 4.8 Actividad antileishmania (ECso, Concentracién media inhibitoria) y toxicidad en
células de mamifero (CCso, concentracion citotoxica media) de NPs de TiO en presencia de
luz y su indice de selectividad (IS = CCso/ECso). Los datos fueron expresados como el
promedio = SD, p<0.05. ND: no efectivo (ECs050 pug/mL); ND: no determinado

Compuesto CC 50 pg/mL ECso (ug/ mL) CCso (ug/ mL) INDICE

sin luz Con luz Con Luz 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 75.8846.68 16.4+0.3 30.4+35 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 irradiacién visible durante 40 minutos y comparada con la actividad antileihsmanicida
con el fin de determinar el indice de selectividad (1S) el cual corresponde a la relacion entre
el CCsp para los macrofagos y ECso para los parésitos (Tabla 4.8). Entre mas alto el valor del
IS quiere decir que el compuesto es mas selectivo para el parasito que para la célula. Nuestros
datos mostraron que el dioxido de titanio dopado con Zn fue el inico compuesto que mostro
comportamiento citotoxico en condiciones de oscuridad, con un valor de CCso de 75.88+6.68
pg/mL. El TiO2 dopado con Fe fue el compuesto que presentd menor citotoxicidad tanto con
irradiacion como sin ella, con un CCso de 275.1 + 17.3 pg/mL para las muestras irradiadas y
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sin LC sin irradiacion respectivamente. Los compuestos de Pt- (CCso=58.3 £ 4.7, IS= 3.2)
y el Zn- (CCso= 30.4 £ 3.5, 1S=1.9) fueron dos veces mas selectivos para el parasito
coincidiendo en ser los materiales que presentaron los mayores niveles de produccion de
especies ROS. Sin embargo, el TiO. dopado con Zn fue levemente mas citotoxico para las
células hospederas.

Las pruebas de citotoxicidad que examinan nanoparticulas inorganicas, dan como resultado
una relacién de la citotoxicidad con el tamafio de particula y otras propiedades fisico-
quimicas. A menores tamafios de particulas, la citotoxicidad aumenta. En los compuestos de
titanio la citotoxicidad también se relaciona con la capacidad de produccion de especies ROS
que resultan cuando el TiO: es excitado con la energia adecuada que por lo general se
encuentra en longitudes de onda del ultravioleta. La fase anatasa resulta mas activa en
produccion de especies ROS en comparacion con el rutilo. Es por esto que cuando hay
presencia predominante de fase anatasa hay mayor respuesta fotodinamica. El dopaje no solo
es importante en el desplazamiento de la respuesta fotodinamica a longitudes de onda visible
sino también en el efecto que pueden presentar los dopantes sobre el sistema bioldgico. En
nuestro caso se puede ver que la citotoxicidad estuvo influenciada principalmente por la
respuesta fotodinamica de los compuestos dopados, siendo los compuestos mas citotdxicos
aquellos que presentaron mayor produccion de especies ROS (dopados con Zn y Pt). Por otra
parte, el efecto que presentd el TiO, dopado con Zn sin irradiacion, se puede asociar al
dopante en concordancia con las propiedades antimicrobiales de diferentes compuestos de
Zn reportadas en un nimero considerable de publicaciones, lo cual puede estar relacionado
con la capacidad antimicrobial del Zn [172, 173]

Los resultados in vitro mostraron que los compuestos de TiO2 +Zn presentaron el menor ECso
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 asociacion
entre el compuesto con la HY mediante la técnica adsorcion agitacion como fue reportado en
la metodologia. A partir del ECso in vitro se determinaron tres concentraciones a trabajar
correspondientes a ECso/2, ECso, 2ECso.

La Figura 4.31 muestra una foto representativa de las heridas de los ratones cuando son
inyectados con la formulacion TiO2 + Zn-HY bajo irradiacion visible led correspondiente a
una longitud de onda de 492 nm. Con la ayuda de los filtros de la cAmara fotografica fue
posible identificar la emision del compuesto fotosensible de HY el cual se caracteriza por
estar en el verde. Es posible ver que la distribucion del compuesto no fue homogénea a
través de toda la lesion. Por el contrario se encuentra localizada alrededor de los puntos de
inoculacion
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Figura 4.31 Fotos de la lesion de los ratones sometidos a irradiacion visible y con filtro,
los puntos verdes corresponden a la emision de la HY.

La Figura 4.32 muestra las fotos de la evolucién del tamafio de la herida de un raton
caracteristico por cada grupo, durante las ultimas tres semanas de tratamiento. Fue posible
observar que la herida creci6 durante el tratamiento y no se observo una disminucién de la
misma. La Figura 4.33 muestra el promedio del volumen de la herida de cada grupo.
Estadisticamente no fue posible identificar una disminucion significativa de la herida en los
grupos tratados con el compuesto de TiO.+Zn-Hy. Solo el grupo tratado con anfotericina B
mostré una reduccién 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 6

Grupo7

Figura 4.32 Fotos de la evolucion 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 ECso/2 Grupo 6) Tratados con ECsp, Grupo 7) Tratados con
2ECxp.
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Figura 4.33 Tamafio de la herida de los grupos tratados, medidas durante el tratamiento en
dias alternados.
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Los resultados de cuantificacion de la carga por dilucion limitante (Figura 4.34) para
determinar la carga parasitaria mostré 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 present6 una disminucion de la carga parasitaria del 73%.
Asi esta demostrado que la combinacion del TiO2+Zn- HY reduce la carga parasitaria casi
en el mismo orden al farmaco de referencia. Es bien conocido que el actual tratamiento de la
LC presenta muchos problemas como el incremento de la toxicidad, aparicion de resistencia
por parte de los parasitos y un elevado costo. Los resultados mostrados por el compuesto de
TiO2+Zn lo impulsan como un potencial farmaco 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 citotoxicos y disminuir los costos de tratamiento. Estudios
previos ya han mostrado el potencial uso de nanoparticulas de TiO2 para el tratamiento de
LC, pasando por nanoparticulas dopadas con Ag hasta la formulacion de compuestos de TiO>
combinados con farmacos de respuesta antileishmania como por ejemplo la meglumina. La
respuesta antileishmania de este compuesto esta asociada principalmente al mismo
mecanismo visto en los resultados in vitro, el cual es la produccion de especies ROS. En este
caso al combinar el TiO2+Zn con HY se logra un efecto conjunto de produccion de especies
ROS. Por una parte la activacion 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 nanoparticulas de
TiO2 pueden asociarse a las membranas celulares microbianas provocando dafio celular y
capacidad de interaccionar con el DNA, enzimas y otras proteinas contribuyendo a la
erradicacion de los parasitos [35-37].
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Figura 4.34 Eficécia in vivo de los compostos de titanio ,y anfotericina B . El indice de
infecccion fue calculado mediante dilucion limitante. Datos expresados em média £ DS
p<0,05.

Otro efecto interesante que se encontr6 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 estadistica. Esto puede ser debido a dos
posibles causas: la primera es la no distribucién 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 inoculacion. Otra causa puede ser
posiblemente a que al inocular el compuesto, el sistema de inyeccidn no fue el adecuado para
garantizar el volumen efectivo correspondiente a cada concentracion, puesto que se tuvieron
casos en que por lo avanzado de la lesion parte del compuesto salia por las partes abiertas de
la herida.

Estos resultados indican que los compuestos de TiOz-Zn+HY muestran un efecto
fotodindmico antilehismania en el modelo Balb/c cuando son activados con 55 J de energia,
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 sintesis quimica de combustion en solucion permitio obtener nanoparticulas de
fosfato de calcio ricas en hidroxiapatita y fosfato tricalcico fase B, siendo este proceso mas
eficiente que los reportados actualmente en la literatura en cuanto a la relacion costo/
cantidad. Se probaron dos rutas de sintesis. La sintesis 1 (FC1) se caracterizO por ser una
reaccion de combustion tradicional iniciada mediante una fuente de calor por conveccion y
la sintesis 2 (FC2) uso como aditivo KCL y la combinacién con ignicién por microondas.
Ambas rutas de sintesis FC1 y FC2 permitieron obtener sistemas nanomeétricos. La ruta FC1
se caracterizo por presentar particulas altamente agregadas con morfologias tendientes a ser
granulares de tamafios aproximados entre 12 nm-50 nm y area superficial de 7.5099 m?/g.
Con la inclusién de la sal en la ruta de sintesis de combustion en solucion y la combinacion
de microondas (FC2) se favorecid la obtencion de estructuras tipo whiskers o nanotubos con
alto grado de dispersion con tamafios en longitud variando entre 100-200um y diametros
entre 20 nm a 80 nm. El area superficial se caracteriz6 por ser mayor que la combustion
tradicional presentando un valor de 18.05 m?/g . Estas estructuras de FC fueron adecuadas
para realizar la encapsulacion de la HY mediante la técnica de impregnacidn/agitacion. Este
proceso permitié adsorber y absorber el principio activo en las estructuras de los FC, lo cual
fue validado mediante FTIR y espectroscopia de fluorescencia. La incorporacion de HY se
dio principalmente por las interacciones de la HY a nivel de los grupos PO4*> y parcialmente
del grupo OH de los fosfatos de calcio a través de interacciones electrostaticas y puentes de
hidrogeno. Los fosfatos de calcio obtenidos mediante la sintesis 1 encapsularon 0.13 *
0.01pg de HY por cada pg del material y los obtenidos por la sintesis 2 presentaron una
encapsulacion de 0.22+ 0.01pg. Estos resultados fueron relacionados con las medidas de
area superficial observando que los materiales que presentaron mayor porcentaje de
encapsulacion fueron los obtenidos por aquellos con mayor area superficial.

La ruta de combustion en solucién también permitié obtener estructuras de didxido de

titanio, principalmente tipo anatasa dopadas con Fe, Pt y Zn incluso sin necesidad de
tratamiento térmico posterior. La microscopia electrénica de transmision permitié confirmar
que en estas estructuras las morfologias fueron granulares con tamafios por debajo de 20 nm.
El principal efecto del dopante en las estructuras de TiO2 fue generar un corrimiento del
espectro de absorcion hacia la regién visible y una disminucién de la energia de activacion
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 observé que
los fosfatos de calcio actuaron como soportes fotocatiliticos sin comprometer la produccion
de especies ROS. Por otra parte, el dopaje de los compuestos de TiOz con Pt, Fe, y Zn
condujo a la excitacion del TiOz en la region visible de manera tal que la produccion del par
electron hueco permitid la produccion de especies ROS, posiblemente por la formacion de
estados intermedios de energia producto de los dopantes. Los compuestos dopados con Zn
y Pt fueron los que presentaron mejores resultados.

Las medidas cualitativas de captacion celular mostraron que los compuestos de fosfatos de

calcio y dioxido 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 ubicacion del compuesto dentro de la célula.
Las pruebas de citotoxicidad in vitro realizadas en macr6fagos humanos derivados de
monocitos y macrdéfagos peritoneales de ratones mostraron que los compuestos de fosfato
de calcio y de didxido de titanio no presentan citotoxicidad significativa bajo condiciones
de oscuridad o al ser expuestos a la irradiacion visible.

La evaluacion de la actividad antileishmania in vitro mediante estimulacion fotodinamica
mostré que la HY encapsulada en los fosfatos de calcio presenté un ECsg de 40,76+9,2
pg/mL y 19.5+2.4 pg/mL para los obtenidos por la ruta de sintesis 1 y sintesis 2
respectivamente. Estos resultados en comparacion con la cantidad de HY libre necesaria para
generar una respuesta terapéutica (458.0+£0.5 pg/mL) muestran que la encapsulacion favorece
significativamente la accion antileishmania disminuyendo hasta 181 veces el ECso de la
hipericina libre y a su vez los fosfatos de fosfato de calcio mostraron una accion
antileishmania por si solos. Este fendmeno se relaciond con un posible rompimiento del
equilibrio del Ca?* 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 presenté mayor actividad
antiparasitaria (16.4 = 0.3 pg/mL.) seguido por el dopado con Pt que mostré un ECso de
18.2+ 0.8pg/mL .

Los resultados in vivo para el parche conformado por la HY encapsulada en los FC mostaron
una reduccién de la herida del 48% catalogada como una mejora clinica aunque se hace
necesario profundizar en investigaciones futuras en la conformacion del parche para mejorar
dicha respuesta. Los resultados in vivo de lo compuestos de TiO2 Zn-HY presentaron una
reduccion de la carga parasitaria de L. amazonensis del 50 % pero no fue posible identificar
una disminucion significativa de la herida de los animales tratados con el compuesto de TiO>
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 organicos
fotoactivos, como el TiO2 dopado con Zn y Pt, presentaron resultados prometedores en el
tratamiento de leishmanisis cutdnea mediante terapia fotodinamica avalados tanto por
ensayos in vitro como in vivo. Estos resultados potencian su uso en investigaciones futuras
encaminadas a entender los mecanismos de accion y su potencial aplicacion como
alternativas o combinacion 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 accion fotodindmica usados en el tratamiento de leishmaniasis.

Ao
Compuesto Ensayo Conce_ntracmnes Observaciones
trabajadas
Sol gel de zinc | Células cancerigenas vy |0,05uM-50uM Luz|El compuesto fue soportado en TiO, los sistemas | 2010
photoalocyanine in sol-gel de | parasitos de L. Chagasi, L. | roja y una dosis de | presentan una buena absorcién en la regién 600-800 | [174]
TiO2 Panamenesis  in vitro.|2,5J/cm nm. No se observaron efectos citotoxicos para valores
Evaluacién en de 50ug/ml
promastigotes
Azul de metileno, 3,7-bis(N,N- [ Ensayo realizado en L. Con el ALA se realiz6 un ensayo clinico con|2013
dibutylamino)phenothiazinium | Major pacientes que presentaban la enfermedad. [175]
bromide (PPA904) ,0- Se tratan pacientes clinicos con el compuesto, a los 90 | [176]
aminolevulinic  acid-derived dias se observé una mejoria del 93,5 % en la herida
protoporphyrin IX tratada, el control se realizdé con paramomicin y un
(ALA),chloroaluminum placebo
phthalocyanine ,imethyl and
diethyl carbaporphyrin ketals
(CKOMe and CKOEt)
Zinc phthalocyanine | L. braziliensis evaluacion|0.01 uM ZnPc and |Se  obtuvieron  compuestos con  130nm|2014
liposomados en amastigotes y|7.6 UM Lampara|aproximadamente, la liposomacion ayudé a la|[60]
macrofagos halégena de | captacion de los macréfagos, Se realizaron medidas
0,22mW/cm2 de especies ROS con ayuda de H2DCFDA vy

durante 15mn dosis
0.2 JJcm2

citometria de flujo.
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Nanoparticulas de plata Leishmania tropica, | 25-200pg/ml UV | Presenta una reduccion de 1,5 veces de carga|2011
promastigote y amastigote | por 30 m. parasitaria respecto al control sin luz y 6,5 a 7 veces | [177]
de disminucion con UV, los promastigotes
presentaron mayor sensibilidad que los amastigotes.
ZnO dopado con Ag V| L Tropica, amastigotes |0,1ng/ml 15 minutos|solo se producen las ROS cuando el sistema es|2014
liposomado a la luz solar|irradiado no presentd efecto en la oscuridad, |[20]
168w/m? efectividad en amastigotes hasta del 89%
Metvix  (Photocure, Oslo, | L. donovani 2 veces por semanay | Los resultados cosméticos fueron buenos no hubo | 2003
Norway) in vivo luego de la uso de |toxicidad y diez meses después no se presentaron |[178]
Luz roja y dosis de |recaidas
75 Jlcm?
3,7-bis(di-n- Leishmania major 500uM en unglento | Los mejores resultados se lograron cuando se dejé la
utylamino)phenothiazin-5-ium aplicaciones por 7 |crema por 90 minutos con tres dias de aplicacién en | 2009
bromide (PPA904 dias 665,15 nm|4 dias de intervalo entre tratamiento. Los parésitos |[179]
dosis de 50 J/cm? de Leihsmania tienen carga negativa. El farmaco al
ser de carga positiva presenta afinidad eléctrica La
crema es altamente lipdfila.
Chloroaluminum Leishmania chagasi y| (0.0282-1666 nM) |Se encapsulé en ultra liposomas deformables, con la
phthalocyanine (CIAIPC) | Leishmania panamensis | se varid la energia de | encapsulacion se logré 10 veces mayor efecto|2011
encapsulados en liposomas in 0 J a 17 J/lcm2|antileishmania que los compuestos sin encapsular, | [17]

vitro. Tamarios de 109 nm

longitud 597-752 nm

los sistemas fueron no téxicos, presento selectividad
para promastigotes pero no para amastigotes, Con el
aumento de la energia aumenta el efecto
antileishmania
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5-ethylamino-9- L. major Formulacion en | Se proponen tratamientos con intervalos de 5- 7 el
diethylaminobenzo[a]phenosel crema (500 uM de | PPA904 mostrd una tasa de reduccion en los modelos | 2007
enazinium chloride (EtNBSe) PPA904). 635 y 665 |de raton , debido a la reactivacion de la Leishmania | [180]
and nm dosis de 10J/cm?|in vivo en es posible que el PPA904 active la
(3,7-Bis(N,N-dibutylamino) para los | respuesta inmune Th1, el farmaco hidréfilo presenta
phenothiazinium bromide experimentos in vivo |mayor efecto anti Leishmania, las posibles
(PPA904). In vivo como in la  potencia  fue|limitaciones de la TF son la penetracion del
vitro 50J/cm? medicamento, inequidad de la distribucion en la
herida y la irritacion con el contacto
Riboflavin in vitro L. major 0.1-40 uM 470 nm | Los derivados de riboflavin no presentaron toxicidad | 2015
por 30 minutos |en laoscuridad, pero tienen baja solubilidad en medio | [19]
60J/cm? fisiologico y baja foto estabilidad, se pueden dar los
dos mecanismos de fotosensibilizacion  por
producciones de radicales libres y singletes de
oxigeno
Azul de metileno (MB) in vitro| Leishmania amazonensis | 100-20uM del | El tratamiento fue por 20 dias de un antimonial | 2011
y caso clinico antimonial combinado con MB y una dosis de 20J/cm? se irradio | [21]
pentavalente en|con 570 a 750 nm, se presenta citotoxicidad con el
solucién acuosa de |aumento de la concentracion de MB. A los 14 dias de
Azul de metileno al |tratamiento la lesion ya se habia cerrado. Se pasé de
0,5%  Dosis de|unareduccion de ICso del antimonial pentavalente de
20J/cm?>  con  y|100 a20uM cuando se combind con la TF
longitud de onda de
650nm
5mg/kg/d dosis en el
paciente
ZnPc  en  Ultraliposomas | L. Braziliensis 1-10 mM 15J/cm2|Se pasa de una actividad anti promastigote y| [18]

deformables

luz solar

20% al 80-100%
liposomacion

con la
ayuda a la

amastigote  del
encapsulacién, la
penetracion en la piel
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TiAg-Nps

L. tropica y L. infantum

1-500ug/mi Luz

visible

Se presentd una disminucion 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 pg/ml a 15 pg/ml no se observaron efectos
citotoxicos nanoparticulas de TiO2 se observan
altamente agregadas.

2013
[35]

Chloroaluminium
phthalocyanine
(AICIPC)

liposamado

Leishmania

(L)

amazonensis

AICIPC 200uM y de
la miltefosina 200
mg/kg/d
suministrada via oral
en dias alternado por
20 dias laser de
80mW con longitud
de onda de 670 nm y
energia total de
100J/cm?

La combinacion de ambos compuestos muestran una
significante reduccion de la carga parasitaria
comparada con el grupo control usan Pluronic F-127
para la formulacion de un gel que permita mayor
adhesion al cuerpo, la liposomacion ayuda a la
captacion celular

2016
[181]

Dimethyl and
carbaporphyrin ketals

diethyl

Leishmania

1.1-4.2 uM lampara
fluorescente de 20 y
70 w para
irradiacién a 3 horas
y 30 minutos

Evaluacion en promastigotes, Se realizaron medidas
de las especies ROS mediante monitoreo indirecto
por resonancia magnética nuclear, se usan
marcadores para conocer la ubicacion en la célula, el
Ketal se aloja incluso dentro de los parésitos de
Leishmania, estos compuestos presentan actividad
antileishmania

2008
[182]

Ag NPs, Au NPs, TiO2 NPs,
ZnO NPs, y MgO NPs in vitro.
Tamafos aproximados de 10-
40 nm

Leishmania major

concentraciones
evaluadas de 1-100
ug/ml UV, IR, 200-
300nm and 800-
1400nm

Se present6 mayor actividad antileishmanial para
las nanoparticulas de Ag NPs, seguidas por las de Au
NPs, TiO2 NPs, ZnO NPs, y MgO NPs - Bajo
condiciones de oscuridad esas nanoparticulas tienen
alta toxicidad a los macrdfagos, hecho que debe ser
considerado y analizado en futuros estudios.

2013
[183]
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