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“El misterio es la cosa mas bonita que
podemos experimentar. Es la fuente de
todo arte y ciencia verdaderos”.

Albert Einstein.
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Summary

Drug characterization (emodin, ketorolac, indomethacin and piroxicam) over

metal nanoparticles through molecular spectroscopy (SERS and MEF)

Nanotechnology allows matter manipulation at nanometric level, size at which
quantic effects are important. Considering molecular spectroscopy, specifically Raman
and fluorescence spectroscopy, the use of metal nanoparticles (NPs), gives origin to
emission signal enhancement coming from the sample, due to the surface plasmon located
over such NPs (LSP, Localized Surface Plasmon). This effect has allowed the
development of new spectroscopic techniques of high sensitivity, whose acronyms are
SERS (Surface Enhanced Raman Scattering) and, SEF (Surface Enhanced Fluorescence)
or MEF (Metal Enhanced Fluorescence). The intensification of the Raman or
fluorescence signal of a molecule allows a greater sensitivity in its direction, being
possible, additionally, to use such signals to get images of its spatial distribution in
synthetic or biological samples. These techniques have multiple applications in the scope
of Health Scientific area among which there are the development of drug delivery
systems and the treatment of diseases such as cancer, AIDS or Alzheimer, being those

techniques the ones used in the work.

Mainly, due to its dielectric constant, the most used metals to produce NPs are
silver and gold. The use of silver and gold nanostructures presents two great advantages:
i) the molecules are easily adsorbed on metal surface without the need of
functionalization or with a simple functionalization and ii) the LSPs of such NPs are
resonant with lasers that emit at 532 nm and 785 nm respectively. Metal NPs can be
modified to optimize its function, for instance, can be covered with a silicon layer
forming nanostructures of “core-shell” type, that allow the enhancement of spectroscopic
signal according to the thickness of the covering layer that separates the metal from the
fluorophore. They can also be immobilized in the porous of certain material such as
porous silicon (PSi), which is one of the mesoporous components presently used in
nanotechnology. PSi is biocompatible and presents photoluminescence in visible region
which allows registering the presence of non-fluorescent molecules immobilized in the
surface of its nanoporous. Nevertheless, the existent handicap is due to the need of

nanoporous functionalization in order to fix the majority of molecules.
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The adverse reactions to a drug present an issue to its use, being in some cases so
serious that lead to its prohibition and removal from the market. Many of side effects of a
drug are related with the way they are dosed, since generally, the used dosages are of high
efficiency but low selectivity. Improve the bioavailability of the drugs where it is needed
and reduce their adverse reactions has leaded pharmaceutical industry and R+D
laboratories towards the application of new technologies for the development of more
efficient administration techniques.

The nanotechnology applied to the controlled delivery of drugs is one of the most
promising markets and so, one of the most active scientific investigation fields. As a
preliminary step, and to increase the effectiveness of these works, biopharmaceutical
classification systems (BSC, Biopharmaceutics Classification System) consider essential
the characterization of the drugs behaviour and its carrier systems in aqueous solution and

under physiological conditions. The work described in this document is within this field.

Considering all that has been stated up so far, we deduce that the drug carrier
systems must be biocompatible, biodegradable, non-toxic and stable in biological media.
They must also maintain constant its drug loading/therapeutic agent and release it where
it should act. They must also be easy to manufacture on a large scale and at a low cost. If
at the same time, these systems can be detected on their way to the therapeutic targets
using spectroscopic techniques, able to produce images, their interest is even greater.
Nanosystems that can be used as drug carriers are varied. In this study we have used
silver NPs (AgNPS), gold NPs (AuNPs), silver "core-shell" systems and AgNPs
immobilized in PSi channels. The drugs chosen were: emodin (EM) and three
Nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs, ketorolac tromethamine (KT),
indomethacin (IM) and piroxicam (PX).The characterization of the drug-carrier systems
has been made using MEF (for EM) or SERS (KT, IM and PX). In the latter case, it has

been necessary to obtain the Raman spectra in solution as they were not published.

The main goal of this Thesis is the spectroscopic characterization, using SERS
techniques and/or MEF, of different drugs in nanocarrier systems of current interest
(metal NPs, PSi) in different physiological conditions. These studies may provide a basis
for the development of new systems for controlled drug release with future applications in
medicine and pharmacy, which will allow a minimization of side effects and improved

bioavailability of the studied drugs. For the correct interpretation of the SERS results,
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previously it has been necessary to carry out an analysis of the infrared vibration and
Raman spectra of the drugs in solid state and in solution.

To achieve these objectives, the experimental works presented in this document
were performed. Previously to the study of EM infiltrated in PSi, the sheets of porous
material were characterized by SEM microscopy, Raman spectroscopy and fluorescence
emission. Fluorescence emission spectra of EM were obtained in different solutions
which subsequently were infiltrated in the PSi. Finally MEF spectra of EM were acquired
in: i) EM-AgNP complex infiltrated in PSi at vacuum and atmospheric pressure,
i) complex BSA/EM-AgNP infiltrated in PSi at vacuum and atmospheric pressure. These
results allowed us to determine the amplification factor of fluorescence (EF) of the drug
and the penetrability of the nanocarrier in the PSi pores. Core-shell systems were
fabricated with silver core and SiO, coating with different coating thicknesses that were
characterized by TEM microscopy. MEF spectra of adsorbed EM in the surface of these
NPs were acquired, which allowed us to determine the thickness of maximum

enhancement of the drug fluorescence.

In the case of KT, FT-IR and Raman spectra of the drug in solid state were acquired
prior its study in dissolution. Its high solubility in water allowed us to obtain spectra of
KT in aqueous solution at pHs 2.0 and 8.0, also acquired in solvents with different
polarizabilities (SP). These results were used in the characterization of the SERS bands of

the drug adsorbed on the surface of AgNPs at the proposed pHs.

For IM case, first, the FT-IR and Raman spectra of the drug in solid state were
acquired. In aqueous solution it was not possible to obtain Raman spectra because of its
low solubility, although it was possible to obtain spectrum in other solvents with different
polarizabilities. Finally, SERS spectra in silver colloid were obtained for pH = 3.0 and
pH = 6.0.

The results are completed by the Raman spectrum for solid PX. Then, Raman
spectra were acquired in organic solvents since the drug is poorly soluble in water.
Finally the SERS spectra of PX were obtained in silver and gold colloid at various pHs,
1.0, 2.0, 4.0 and 7.0.
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The presented data allowed us to establish the following conclusions:

e The nanocarriers systems (NPs and PSi) presented herein are capable of
adsorbing EM, KT, IM and PX drugs on its surface, without functionalization. The
spectroscopic characterization of the drugs in the carrier system has been possible using
enhanced spectroscopic techniques by metal surface. In aqueous medium and at the
studied pHs, drugs are stable and suffer no degradation when adsorbing on the metal

surface.

e For EM-AgNPs systems in PSi, it has been possible to discern the fluorescence
signal of the drug from the one of the porous material. PSi acts selectively allowing the
entry of the EM monomer but not of its aggregates, for the pore sizes used. A greater
fluorescence enhancement factor, EF, is obtained when PSi sheets are loaded under
atmospheric conditions and when the drug is bound to the BSA protein. After the first 30
days since the sample preparation, a considerable decrease of this factor is observed. The
penetration of EM-NPs complexes into the pores of the PSi sheet is uniform when the
solvent is methanol, whilst it shows a maximum accumulation area, located at 2-3 um of

the Si-PSi interface, when the solvent is H,O.

e Core-Shell systems with a AgNPs core and a coating of silicon dioxide with
thicknesses of 3 nm, 28 nm, 36 nm and 40 nm have been synthesized. The EM adsorbed
on its surface presents MEF effect, being this maximum for a layer thickness of 36 nm. In
systems with layer thickness of 3 nm the spectroscopic behavior of the system is similar

to that obtained using uncoated AgNPs.

e It has been carried out the spectroscopic characterization (infrared and Raman)
of KT in various solvents with different polarizability, and adsorbed on AgNPs at
pH = 2.0 and pH = 8.0. No remarkable differences were observed in the Raman spectra of
KT neither in the different solvents nor at different pHs, but affirmatively in the case of
SERS spectra. From their analysis we can deduce that at pH < pKa, the enol form of KT
approaches the surface of the AgNPs by the aromatic ring, whereas at pH > pKa the

pyrrolizidine group of the keto form is the closest to the surface.

e |t has been carried out the characterization of IM in various solvents with
different polarizability and adsorbed in AgNPs, at pH = 3.0 and pH = 6.0. IR and Raman

spectra in solution are similar to those of the y crystalline form. The analysis of SERS
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spectra allows to deduce that at pH < pKa there are IM dimmers, placed perpendicular to
the surface, with the benzoyl group close to it. However, at pH > pKa, IM is in the
monomer form and is placed flat to the metal surface.

e It has been carried out the characterization of PX, in different solvents with
distinct polarity and adsorbed on AgNPs, at pH = 1.0, pH = 2.0, pH = 4.0 and pH = 7.0.
In DMSO bands corresponding to the zwitterionic conformer appear, while in 1,4-
Dioxane, 1-Propanol and EtOH there is the presence of the neutral closed form. The
SERS spectra of PX in AuCT and AgHX are similar indicating in both cases the presence
of the same conformer and the same orientation. At pH = 1.0 the bands of the open
cationic and zwitterionic form are present, at pH = 2.0 and pH = 4.0 the dominant bands
correspond to the zwitterionic form with an orientation parallel to the surface of the metal
and at pH = 7.0 the analysis of the predominant bands, although weak, indicates the
presence of the anionic form, with the pyridyl ring close and perpendicular to the metal

surface.
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Resumen

Caracterizacion de farmacos (emodina, ketorolaco, indometacina y piroxicam)

sobre nanoparticulas metélicas mediante espectroscopia molecular (SERS y MEF)

La nanotecnologia permite la manipulacion de la materia a nivel nanométrico,
tamarfio en el que los efectos cuanticos son importantes. En el caso de la espectroscopia,
molecular, y mas concreto, en la espectroscopia Raman y de fluorescencia, el uso de
nanoparticulas (NPs) metélicas, da lugar a una amplificacion de la sefial de emision que
proviene de la muestra, debido a los plasmones superficiales localizados sobre dichas NPs
(LSP, Localized Surface Plasmon). Este efecto ha permitido el desarrollo de nuevas
técnicas espectroscopicas de alta sensibilidad, cuyos acronimos en inglés son SERS
(Surface Enhanced Raman Scattering) y, SEF (Surface Enhanced Fluroescence) o MEF
(Metal Enhanced Fluorescence). La intensificacion de la sefial Raman o de fluorescencia
de una molécula permite una mayor sensibilidad en su deteccion, pudiéndose, ademas,
utilizar dichas sefiales para obtener imagenes de su distribucion espacial en muestras
sintéticas o bioldgicas. Estas técnicas presentan multiples aplicaciones en el area de las
Ciencias de la Salud, entre las que se incluyen el desarrollo de sistemas de liberacion de
farmacos y el tratamiento de enfermedades como cancer, SIDA o Alzhéimer, y son las

que se han utilizado en este trabajo.

Debido, principalmente, a su constante dieléctrica, los metales mas usados para
fabricar NPs son la plata y el oro. EI empleo de nanoestructuras de plata y oro presenta
dos grandes ventajas: i) las moléculas se adsorben facilmente sobre ellas sin necesidad de
funcionalizacion o con una funcionalizacion sencilla y ii) los LSPs de dichas NPs son
resonantes con laseres que emiten a 532 nm y 785 nm respectivamente. Las NPs
metélicas pueden modificarse para optimizar su funcién, por ejemplo, pueden recubrirse
de una capa de Oxido de silicio formando nanoestructuras tipo “core-shell”, que permiten
intensificar dicha sefial en funcidn del grosor de la capa de recubrimiento que separa el
metal de las moléculas de fluor6foro. También pueden inmovilizarse en los poros de
ciertos materiales, como el silicio poroso (PSi), que es uno de los componentes
mesoporosos utilizado actualmente en nanotecnologia. EI PSi es biocompatible y presenta
fotoluminiscencia en el visible lo que permite registrar la presencia de moléculas no

fluorescentes inmovilizadas en la superficie de sus nanoporos. Sin embargo, la desventaja
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que presenta se debe a la necesidad de la funcionalizacion de los nanoporos para poder

fijar la mayoria de las moléculas.

Las reacciones adversas a un medicamento constituyen un problema para su uso,
llegando en algunos casos a ser tan graves que provocan la prohibicién y retirada del
mercado del mismo. Muchos de los efectos secundarios de un farmaco estan relacionados
con la forma en que se administran ya que, en general, las dosis utilizadas son de una alta
eficacia pero baja selectividad. Mejorar la biodisponibilidad de los farmacos alli donde se
requiere y reducir sus reacciones adversas, ha llevado a la industria farmacéutica y a los
laboratorios de 1+D, hacia la aplicacién de las nuevas tecnologias para el desarrollo de
formas de administracion méas eficaces. La nanotecnologia aplicada a la liberacion
controlada de farmacos es uno de los mercados mas prometedores y, por consiguiente,
uno de los campos de investigacion cientifica mas activo. Como paso previo, y para
agilizar la eficacia de estos trabajos, los sistemas de clasificacion biofarmacéutica (BSC,
Biopharmaceutics Classification System) consideran imprescindible la caracterizacion del
comportamiento de los farmacos y sus sistemas transportadores en disolucion acuosa y en

condiciones fisioldgicas. El trabajo de esta memoria se enmarca dentro de este campo.

De todo lo expuesto hasta ahora, se deduce que los sistemas transportadores de
farmacos han de ser biocompatibles, biodegradables, no toxicos y estables en medio
biolégico. Asimismo, han de mantener constante su carga de farmaco/agente terapéutico
y liberarla alli donde debe actuar. Ademas, deben ser faciles de fabricar a gran escala y
con bajo costo. Si al mismo tiempo, estos sistemas pueden ser detectados en su recorrido
hacia las dianas terapéuticas mediante técnicas espectroscépicas, con capacidad de

producir imagenes, su interés resulta ain mayor.

Los nanosistemas que pueden emplearse como transportadores de farmacos son
muy variados. En este estudio se han utilizado NPs de plata (AgNPS), NPs de oro
(AuNPs), sistemas “core-shell” de plata recubiertos de dioxido de silicio, y AgNPs
inmovilizadas en canales de PSi. Los farmacos elegidos han sido: emodina (EM), asi
como tres Antilnflamatorios No EsteroideoS, AINES, en inglés NSAIDs (Non-Steroidal
Anti-Inflammatory Drugs), ketorolaco trometamina (KT), indometacina (IM) y piroxicam
(PX). La caracterizacion de los sistemas farmaco-transportador se ha hecho usando

espectroscopia MEF (para EM) o SERS (para IM, KT y PX). En el caso de estos ultimos,
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ha sido necesario obtener los espectros Raman en disolucion ya que no estaban
publicados.

El objetivo principal de esta Tesis es la caracterizacion espectroscépica, utilizando
técnicas SERS y/o MEF, de diferentes farmacos en sistemas nanotransportadores de
interés actual, (NPs metalicas, PSi) en distintas condiciones fisiologicas. Estos estudios
pueden servir de base para el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion controlada de
farmacos con futuras aplicaciones en medicina y farmacia, que permitiran una
minimizacion de los efectos secundarios y una mejor biodisponibilidad de los
medicamentos estudiados. Para la interpretacion correcta de los resultados SERS ha sido
necesario llevar a cabo previamente un analisis de los espectros de vibracion infrarrojo y

Raman de los farmacos en estado solido y en disolucion.

Para alcanzar estos objetivos se realizaron los trabajos experimentales presentados
en esta memoria. Como trabajo previo al estudio de EM infiltrada en PSi, se
caracterizaron las laminas de material poroso por microscopia SEM, espectroscopia
Raman y emision de fluorescencia. Se obtuvieron espectros de emision de fluorescencia
de EM en las diferentes disoluciones que posteriormente se infiltraron en el PSi.
Finalmente se adquirieron espectros MEF de EM en: i) complejos EM-AgNP infiltrados
en PSi a vacio y a presion atmosférica, ii) complejos BSA/EM-AgNP infiltrados en PSi a
vacio y a presion atmosférica. Estos resultados nos permitieron determinar el factor de
amplificacion de la fluorescencia (EF) del farmaco y la penetrabilidad del
nanotransportador en los poros del PSi. Se fabricaron sistemas “core-shell” con ndcleo
de plata y recubrimiento de SiO,, con distintos espesores de recubrimiento, que fueron
caracterizados por microscopia TEM. Se adquirieron espectros MEF de EM adsorbida en
la superficie de estas NPs lo que nos permitié determinar el espesor de amplificacién
méaxima de la fluorescencia del farmaco. En el caso de KT se adquirieron espectros FT-
IR y Raman del farmaco en estado sélido previamente al estudio en disolucién. Su alta
solubilidad en agua nos permitio obtener espectros de KT en disolucion acuosa a pHs 2,0
y 8,0, también se adquirieron en disolventes con distintas polarizabilidades (SP). Estos
resultados se utilizaron en la caracterizacion de las bandas SERS del farmaco adsorbido
en la superficie de AgNPs a los pHs propuestos. Para la IM, en primer lugar, se
adquirieron los espectros FT-IR y Raman del farmaco en estado solido. En disolucion
acuosa no fue posible obtener espectros Raman por su baja solubilidad, aunque si se

obtuvo espectro en otros disolventes con diferentes polarizabilidades. Finalmente, se
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obtuvieron espectros SERS en coloide de plata a pH = 3,0 y pH = 6,0. Los resultados se
completan con el espectro Raman para el PX en estado sélido. Seguidamente se
adquirieron los espectros Raman en disolventes organicos ya que el farmaco es muy poco
soluble en agua. Por Gltimo se obtuvieron los espectros SERS de PX en coloide de plata y
oroy a varios pHs, 1,0, 2,0, 4,0y 7,0.

Los datos presentados nos permitieron establecer las siguientes conclusiones:

e Los sistemas nanotransportadores (NPs y PSi) presentados en esta memoria son
capaces de adsorber los farmacos, EM, KT, IM y PX, en su superficie, sin necesidad de
funcionalizacion. La caracterizacién espectroscépica de los farmacos en el sistema
transportador ha sido posible con técnicas de espectroscopias intensificadas por superficie
metélica. En medio acuoso y a los pHs estudiados, los farmacos son estables y no hay

degradacion de los mismos al adsorberse en la superficie metalica.

e Para los sistemas EM-AgNPs en PSi se ha podido discernir la sefial de
fluorescencia del farmaco de la del material poroso. ElI PSi actla de forma selectiva
permitiendo la entrada del monémero de EM pero no de sus agregados, para los tamafios
de poro utilizados. Se obtiene un mayor factor de amplificacion de la fluorescencia, EF,
cuando las laminas de PSi se han cargado a presion atmosférica y cuando el farmaco va
unido a la proteina BSA. Pasados los primeros 30 dias desde la preparacion de las
muestras se observa una disminucién considerable de dicho factor. La penetracion de los
complejos EM-NPs en los poros de la lamina de PSi es uniforme cuando el disolvente es
metanol, mientras que presenta una zona de maxima acumulacion, situada a 2-3 pum de la

interfase Si-PSi, cuando el disolvente es H,O.

e Se han sintetizado sistemas “core-shell” con un nucleo de AgNPs y un
recubrimiento de dioxido de silicio con espesores de 3 nm, 28 nm, 36 nm y 40 nm. La
EM adsorbida en su superficie presenta efecto MEF, siendo éste maximo para un espesor
de capa de 36 nm. En sistemas con grosor de capa de 3 nm el comportamiento

espectroscopico del sistema es similar al obtenido utilizando AgNPs sin recubrir.

e Se ha llevado a cabo la caracterizacion espectroscépica (infrarrojo y Raman) de
KT en varios disolventes con distinta polarizabilidad, y adsorbido en AgNPs, a pH = 2,0
y pH = 8,0. No se han observado diferencias remarcables en los espectros Raman de KT

en los diferentes disolventes ni a diferentes pHs, pero si en los espectros SERS. De su
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analisis se puede deducir que a pH < pKa, el KT en forma endlica se aproxima a la
superficie de las AgNPs por el anillo aromatico, mientras que a pH > pKa el grupo

pirrolizinico de la forma cetonica es el mas proximo a la superficie.

e Se ha llevado a cabo la caracterizacion de IM en diversos disolventes con
distinta polarizabilidad y adsorbido en AgNPs, a pH = 3,0 y pH = 6,0. Los espectros IR y
Raman en disolucién son similares a los de la forma cristalina y. El analisis de los
espectros SERS permite deducir que a pH < pKa hay dimeros de IM, colocados
perpendicularmente a la superficie, con el grupo benzoilo cerca de la misma. En cambio,
a pH > pKa la IM estd como mondmero y se coloca de forma plana a la superficie del

metal.

e Se ha llevado a cabo la caracterizacion de PX, en diversos disolventes con
distinta polarizabilidad y adsorbido en AgNPs, apH =1,0,pH=2,0,pH=4,0ypH =7,0.
En DMSO aparecen bandas correspondientes al conférmero zwiteridénico, mientras que en
1,4-Dioxano, 1-Propanol y EtOH hay presencia de la forma neutra cerrada. Los espectros
SERS de PX en AuCT y AgHX son similares indicando, en ambos casos, la presencia del
mismo conformero y la misma orientacién. A pH = 1,0 estan presentes las bandas de la
forma cationica abierta y zwiterionica, a pH = 2,0 y pH = 4,0 las bandas dominantes
corresponden a la forma zwiteridnica con una orientacion paralela a la superficie del
metal y a pH = 7,0 el andlisis de las bandas predominantes, aunque débiles, indica la
presencia de la forma anionica, con el anillo piridil proximo y perpendicular a la

superficie metalica.






Listado de simbolos y acronimos

-33 -

Listado de simbolos y acronimos

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AEMPS: Agencia Esparfiola de Medicamentos y Productos Sanitarios.
AgCT: Coloide de plata usando como reductor citrato trisédico.
AgHX: Coloide de plata usando como reductor hidrocloruro de hidroxilamina.
AgNPs: Nanoparticulas de plata.

AINES: Antilnflamatorios No EsteroideoS.

AuUCT: Coloide de oro usando como reductor citrato trisodico.
AuUNPs: Nanoparticulas de oro.

BSA: Albumina de suero bovina.

BSC: Sistemas de clasificacion biofarmacéutica.

CCD: Dispositivo de carga acoplada (Charge Coupled Device).

CK2: Caseina quinasa

COX: Ciclooxigenasa.

DMBA: 7,12-Dimethylbenz[a]antraceno.

DMF: Dimetilformamida.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

DTGS: Detector de sulfato de triglicina deuterado (Deuterated Triglycine Sulfate

Detector).
EF: Factor de amplificacion de la fluorescencia.
EM: Emodina.
EMEA: Agencia Europea de Medicamentos.

EtOH: Etanol.
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FRET: Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia o transferencia lineal de
energia (Fluorecence Resonance Energy Transfer).

Her-2/neu: Protooncogén del cromosoma 17 que codifica una glicoproteina con actividad

tirosina quinasa.
HS: Puntos calientes (Hot Spots).
IM: Indometacina.

IUPAC: Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (International Union of Pure
and Applied Chemistry).

Janus JAK: Tirosina quinasa no especifica.

KT: Ketorolaco trometamina.

LSP: Plasmon Superficial Localizado.

MEF: Fluorescencia amplificada por metales (Metal Enhanced Fluorescence).
MEM: Mecanismo de intensificacion electromagnético.

MTC: Mecanismo de intensificacién quimico o de transferencia de carga.
NIR: Infrarrojo cercano (Near Infrared).

NPs: Nanoparticulas.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PMT: Tubos fotomultiplicadores (Photomultiplier tubes).

PSi: Silicio poroso.

PX: Piroxicam.

P56lck: Tirosina quinasa especifica de leucocitos.

RAM: Reacciones Adversas al Medicamento.

SEF: Fluorescencia amplificada por superficies metéalicas (Surface Enhanced

Fluorescence).
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SERS: Espectroscopia Raman amplificada por superficie (Surface-Enhanced Raman
Scattering).

SERRS: Espectroscopia Raman resonante amplificada por superficie (Surface-Enhanced
Resonance Raman Scattering).

SM-SERS: Espectroscopia Raman amplificada por superficie de una molécula aislada
(Single-molecule Surface-Enhanced Raman Scattering).

SP: Polarizabilidad.

TPA: 12-O-tetra-decanoilforbol 13-acetato.
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La nanotecnologia permite la manipulacion de la materia a nivel nanométrico,
tamario en el que los efectos cuénticos son importantes, confiriéndole asi, caracteristicas y
propiedades especiales [1, 2]. Sus usos actuales son muchos y muy diversos [3] y van
desde la produccion de energia [4-6], hasta el desarrollo de nuevos materiales [7, 8] con
aplicacion en electrénica [9, 10], robdtica [11, 12] o medicina [13, 14] entre otros
campos. Entre sus principales aplicaciones en el &rea de las Ciencias de la Salud se
incluyen el desarrollo de sistemas de liberacién de farmacos [15, 16] y el tratamiento de
enfermedades como cancer [17, 18], SIDA [19, 20] o Alzhéimer [21]. En el caso de la
espectroscopia, molecular, y mas concreto en la espectroscopia Raman y de fluorescencia,
el uso de nanoparticulas (NPs) metalicas, da lugar a una amplificacion de la sefial de
“scattering” 0 emision que proviene de la muestra, debido a los plasmones superficiales
localizados sobre dichas NPs (LSP, Localized Surface Plasmon), lo que ha permitido el
desarrollo de nuevas técnicas espectroscopicas de alta sensibilidad, cuyos acronimos en
inglés son SERS (Surface Enhanced Raman Scattering) [22, 23] y SEF (Surface
Enhanced Fluroescence) o MEF (Metal Enhanced Fluorescence) [24]. Estas técnicas son

las que se han utilizado en este trabajo.

Debido principalmente a su constante dieléctrica, los metales méas usados para
fabricar NPs son la plata y el oro [25]. EI empleo de nanoestructuras de plata y oro
presenta dos grandes ventajas: i) las moléculas se adsorben facilmente sobre ellas sin
necesidad de funcionalizacion o, en la mayoria de los casos, con una funcionalizacion
sencilla [26] vy ii) los LSPs de dichas NPs [27] son resonantes con laseres que emiten a
532 nm y 785 nm respectivamente, dando lugar a intensos espectros SERS y MEF. La
intensificacion de la sefial Raman o de fluorescencia de una molécula permite una mayor
sensibilidad en su deteccion, pudiéndose, ademas, utilizar dichas sefiales para obtener

imagenes de su distribucidn espacial en las muestras sintéticas o biologicas [28].

Las NPs metalicas pueden modificarse para optimizar su funcion. En el caso de la
sefial de fluorescencia, pueden recubrirse de una capa de 6xido de silicio formando
nanoestructuras tipo “core-shell” [29], que permiten intensificar dicha sefial en funcion
del grosor de la capa de recubrimiento que separa el metal de las moléculas de fluoréforo.
Estos sistemas minimizan los efectos de apagamiento (“quenching”) de la fluorescencia

permitiendo que la amplificacién sea la que domine el espectro.
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El silicio poroso (PSi) es uno de los materiales mesoporosos utilizado actualmente
en nanotecnologia [30-34]. lIgual que el dioxido de silicio [35, 36], el PSi es
biocompatible [37, 38], pero en vez de eliminarse por excrecidon biliar hepatica, se
degrada en el organismo dando lugar a &cido ortosilicico, lo que le otorga una prioridad
en el uso. Otra ventaja adicional del PSi es su fotoluminiscencia en la region visible del
espectro electromagnético, que no tiene el dioxido de silicio. La fluorescencia del PSi fue
descubierta por Canham en 1990 [39] y es de gran utilidad ya que permite registrar la
presencia de moléculas no fluorescentes inmovilizadas en la superficie de sus nanoporos.
Sin embargo, la desventaja de estos sistemas se debe a la necesidad de la funcionalizacién
de los nanoporos para poder fijar la mayoria de las moléculas [40].

En 1972, la Organizacién Mundial de la salud (OMS) [41] definié las Reacciones
Adversas a un Medicamento (RAM) como todo efecto perjudicial e indeseado que
aparece con las dosis del farmaco utilizadas en el hombre, para la profilaxis, tratamiento o
diagnostico de una enfermedad. Estas RAM constituyen un problema frecuente en la
practica medica [42], llegando en algunos casos a ser tan graves que provocan la
prohibicién y retirada del mercado de algunos farmacos, ademas de producir un gran
impacto en el presupuesto para Sanidad de un pais. Los datos publicados indican que los
ingresos hospitalarios de pacientes debidos a RAM se sitlan entre el 3% y el 5%, con una
prevalencia de RAM en pacientes hospitalizados entre el 7% y el 15% y una mortalidad
por esta causa entre el 0,05% vy el 3,7% [43-47]. Muchos de los efectos secundarios de un
medicamento estan relacionados con la forma en que se dosifican ya que, en general, las
dosis utilizadas son de una alta eficacia pero baja selectividad, puesto que los farmacos no
actGan unicamente en el lugar donde se espera que se produzca su efecto, sino que se
distribuyen por todo el organismo, generando problemas y alteraciones en sitios no
deseados. Mejorar la biodisponibilidad de los farmacos alli donde se requiere y reducir
sus reacciones adversas, ha llevado a la industria farmacéutica y a los laboratorios de 1+D,
hacia la aplicacion de las nuevas tecnologias para el desarrollo de formas de dosificacion

mas eficaces [48-50].

La nanotecnologia aplicada a la liberacion controlada de farmacos es, en la
actualidad, uno de los mercados mas prometedores [51, 52] y, por consiguiente, uno de
los campos de investigacion cientifica mas activo, no solo en lo referente a disefio de
nuevos sistemas nanotransportadores, sino también en lo que respecta a la caracterizacion

quimico-fisica de los mismos, asi como a los procesos que tienen lugar durante el
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transporte del farmaco y su liberacion local en la diana deseada. Como paso previo, y
para agilizar la eficacia de estos trabajos, los sistemas de clasificacion biofarmacéutica
[53, 54] (BSC, Biopharmaceutics Classification System) consideran imprescindible la
caracterizacion del comportamiento de los farmacos y sus sistemas transportadores en
disolucion acuosa y en condiciones fisioldgicas. Los BSC son herramientas muy Utiles en
la actualidad, ya que aceleran y mejoran los procesos de disefio y regulacion de nuevos
farmacos, o nuevos sistemas de liberacion de los ya antiguos, por lo que ahorran gran
cantidad de dinero a la industria farmacéutica. El trabajo de esta memoria se enmarca

dentro de este campo.

De todo lo expuesto hasta ahora, se deduce que los sistemas transportadores han de
ser biocompatibles, biodegradables, no toxicos y estables en medio bioldgico. Asimismo,
han de mantener constante su carga de farmaco/agente terapéutico y liberarla alli donde
debe actuar, a ser posible, de manera controlada temporalmente, retardando la liberacion
de los que son muy solubles en agua y acelerando la de los poco solubles. Ademas, deben
ser faciles de fabricar a gran escala y con bajo costo. Si al mismo tiempo, estos sistemas
pueden ser detectados en su recorrido hacia las dianas terapéuticas mediante técnicas

espectroscopicas, con capacidad de producir imagenes, su interés resulta ain mayor.

En el caso de que la molécula a estudiar sea un farmaco, el uso de NPs metalicas
biocompatibles tiene una doble funcion. Por un lado, constituyen un sistema
nanotransportador del medicamento y, por otro, permiten la obtencién de sefiales
espectroscopicas amplificadas, con gran sensibilidad en la deteccion y distribucion del
mismo en las células diana. Las NPs permiten asi, solucionar problemas asociados con la
solubilidad, biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicidad de muchos de los
medicamentos de uso tradicional, pudiendo usarse, tanto sistemas NP-farmaco aislados,

como formando parte de sistemas de liberacion de varias etapas, que son mas complejos.

Los nanosistemas que pueden emplearse como transportadores de farmacos son
muy variados, ya que van de los polimeros biodegradables [55], a las NPs metalicas [56],
pasando por liposomas [57], matrices inorganicas mesoporosas [58-60] (como la silice o
el silicio poroso), etc. En este estudio se han utilizado NPs de plata (AgNPS), NPs de oro
(AuNPs), sistemas “core-shell” de plata recubiertos de didxido de silicio, y AgNPs
inmovilizadas en canales de PSi. Para este ultimo caso, se ha disefiado un nuevo

procedimiento, que consistente en cargar el PSi con el sistema “AgNPs-farmaco”, de
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manera que no ha sido necesario funcionalizar el PSi para inmovilizar el medicamento y,

ademas, se ha podido monitorizar su presencia en los nanoporos mediante su sefial MEF.

Los farmacos elegidos para este trabajo han sido: emodina (EM), que es una
antraquinona usada tradicionalmente como laxante y antiinflamatorio a la que se le han
descubierto también propiedades antitumorales y que ha sido estudiada previamente en el
grupo de investigacion [61-66] donde se ha realizado el trabajo, asi como tres
Antilnflamatorios No EsteroideoS, AINES, en inglés NSAIDs (Non-Steroidal Anti-
Inflammatory Drugs), ketorolaco trometamina (KT), indometacina (IM) y piroxicam
(PX). En el caso de PX sus efectos secundarios le han llevado a restricciones por parte de
la Agencia Europea del Medicamento (EMEA) [67], lo que justifica el interés en disponer
de nuevas formas de administracion al paciente que mejoren su biodisponibilidad al
alcanzar su diana terapéutica. La EM, IM y PX presentan una solubilidad muy baja en
agua, salvo a pHs basicos, mientras que el KT es muy soluble a cualquier pH. En el caso
de EM existen datos previos de fluorescencia, Raman y SERS que se han utilizado para
abordar los estudios que se presentan en esta memoria. En el caso de los antiinflamatorios
IM, KT y PX, tan solo se encuentran en la bibliografia datos de fluorescencia en

disolucion o de espectroscopia Raman en solido.

La caracterizacion de los sistemas farmaco-transportador se ha hecho usando
espectroscopia MEF (para EM) o SERS (para IM, KT y PX). En el caso de estos ultimos,
al no aparecer publicado su espectro Raman en disolucion, se han realizado experimentos

en diferentes disolventes.

El trabajo presentado en esta memoria puede servir de base para disefiar
nanosistemas de liberacién controlada de farmacos, en donde se incluyan los

nanotransportadores aqui caracterizados.
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El objetivo principal de esta Tesis es la caracterizacion espectroscopica, utilizando

técnicas SERS y/o MEF, de diferentes fa&rmacos en sistemas nanotransportadores de

interés actual, (NPs metdlicas, silicio poroso) en distintas condiciones fisiolégicas. Estos

estudios pueden servir de base para el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion

controlada de farmacos con futuras aplicaciones en medicina y farmacia, que permitiran

una minimizacién de los efectos secundarios y una mejor biodisponibilidad de los

medicamentos estudiados. Para la interpretacion correcta de los resultados SERS ha sido

necesario llevar a cabo previamente un analisis de los espectros de vibracion infrarrojo y

Raman de los farmacos en estado solido y en disolucion.

Los objetivos especificos son:

Estudio por espectroscopia MEF de: i) complejos EM-AgNP infiltrados en PSi a
vacio y a presion atmosférica, ii) complejos BSA/EM-AgNP infiltrados en PSi a
vacio y a presion atmosférica. Determinacion del factor de amplificacion de la
fluorescencia (EF) y de la penetrabilidad del nanotransportador en los poros del
PSi.

Fabricacion de sistemas “core-shell”, con nucleo de plata y recubrimiento de
SiO; (Ag - SiO;) con distintos espesores de recubrimiento. Estudio por
espectroscopia MEF de EM en dichos sistemas y determinacion del espesor

Optimo para obtener la mayor amplificacion de la fluorescencia del farmaco.

Estudio por espectroscopia SERS de KT adsorbido en coloide de plata AgHX, a
diferentes pHs fisiologicos. Se ha llevado a cabo una caracterizacion previa de
los espectros FT-IR y Raman del farmaco. Asignacién de las bandas y propuesta

de estructura de union al metal.

Estudio por espectroscopia SERS de IM adsorbida en coloide de plata AgHX, a
diferentes pHs fisiologicos. Se ha llevado a cabo una caracterizacion previa de
los espectros FT-IR y Raman del farmaco. Asignacién de las bandas y propuesta

de estructura de union al metal.

Estudio por espectroscopia SERS de PX adsorbido en coloide de plata AgHX y
en coloide de oro AuCT, a diferentes pHs fisioldgicos. Se ha llevado a cabo una
caracterizacién previa de los espectros Raman del farmaco. Asignacion de las

bandas y propuesta de estructura de union al metal.
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En este trabajo se han estudiado cuatro moléculas distintas: EM una molécula
tradicional en farmacia, usada como laxante y antiinflamatorio, que también posee

propiedades antitumorales; y tres AINES, KT, IMy PX.

3.1. Emodina

La EM (Rheum emodi, romaza del Himalaya), segun la IUPAC, 1,3,8-trihidroxy-6-
metilantraceno-9,10-diona (figura 3.1.) es una antraquinona obtenida a partir del rizoma
Rheum palmatum L [68], una planta muy utilizada en medicina tradicional china.

Figura 3.1. Representacion de la estructura quimica de EM (1,3, 8-

trihidroxy-6-metilantraceno-9, 10-diona).

Es un solido amorfo de color amarillo, poco soluble en agua (solubilidad
<0,19/100 mL) y muy soluble en disolventes organicos, carbonato sddico, disoluciones

acuosas de hidroxido alcalino y de amoniaco o dimetilsulfoxido (DMSO) [69].

Esta antraquinona natural presenta, en disolucion acuosa, un equilibrio &cido-base
con dos pKa's, pKa; = 7,5 y pKa, = 10,5, correspondientes a la desprotonacion en las
posiciones 3 y 8 de la molécula (figura 3.2.) [62]. En disolucién acuosa y a pHs inferiores
a 7,5 se produce la agregacién de la molécula debido a la interaccién no covalente m-n"
entre anillos aromaticos, lo que produce el apilamiento de los mismos; en disoluciones
con pH basico la presencia de cargas negativas impide la interaccion y, por tanto, la

agregacion.



-56- Farmacos

€]

OH o OH OH o OH o o OH
pKa; =75 pKa, =10,5
- —
e o
HoC OH HyC o HyC o
o} e} e}

Figura 3.2. Equilibrio acido-base de la EM.

En disolucién acida o neutra la EM presenta una banda ancha de absorcion en el
UV-Visible entre 350-500 nm con un maximo a 440 nm (Amax), responsable de su color
amarillo. En condiciones alcalinas esta banda se desplaza a 450-600 nm, estando su Amax

entre 520 - 555 nm, proporcionando un color rojo a la disolucion [62].

Desde hace mucho tiempo se conocen sus efectos anti-bacterianos, anti-
inflamatorios, anti-ateroescleréticos, vaso relajantes e inmunosupresores [70-72], ademas
a lo largo de las ultimas décadas, numerosos estudios han demostrado que la EM es un
agente activo contra el cancer [73, 74]. La antraquinona inhibe algunas proteinas quinasas
como CK2 (caseina quinasa, implicada en el control del ciclo celular, reparacion del
ADN vy otros procesos celulares) [75], P56lck (proteina tirosina quinasa especifica de
leucocitos), Her-2/neu (protooncogén del cromosoma 17 que codifica una glicoproteina
con actividad tirosina quinasa) [76, 77] y Janus (JAK, tirosina quinasa no especifica
destinada a la regulacion de la expresion genética) evitando la proliferacion de las células
cancerosas en muchos tipos de cancer. mama, hepatico [78, 79], pulmén [80-82],
pancreas [83] y leucemia [84-86]. También inhibe la formacién de papilomas cutaneos
inducidos por el inmunosupresor DMBA (7,12-Dimethylbenz[a]antraceno) junto con
TPA (12-O-tetra-decanoilforbol 13-acetato) promotor del tumor [87].

No presenta efectos secundarios importantes aunque en ciertas ocasiones puede
ocasionar con un uso prolongado en algunos pacientes, al igual que pasa con otras
antraquinonas, nauseas o voOmitos, provocando la disminucion del apetito, diarreas

repentinas.
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3.2. Ketorolaco

El KT (figura 3.3.) se comercializa en forma de sal, ketorolaco trometamina. Es un
AINE, y dentro de estos, pertenece al subgrupo pirrolacético (pirrolo-pirrol). Su nombre
quimico segun la IUPAC es 5-benzoil-2,3-dihidro-1H-pirrolizina-1-acido carboxilico, 2-
amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol.

CH,OH
* H;N——C——CH,0H

CH,OH

Figura 3.3. Representacion de la estructura quimica de KT (5-benzoil-
2,3-dihidro-1H-pirrolizina-1-acido carboxilico, 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-

propanodiol).

El KT presenta isomeria Optica y al igual que en otros AINE la forma S es la que
presenta actividad bioldgica [88]. Es de color blanco y se decolora con la exposicion
prolongada a la luz. Puede existir en tres formas cristalinas, todas ellas solubles en agua
(solubilidad = 15 mg/mL). También es soluble en disolventes organicos como etanol
(EtOH) (solubilidad = 7 mg/ml), DMSO (solubilidad = 50 mg/ml), y dimetil formamida
(DMF) (solubilidad = 50 mg/mL) [89]. El grupo carboxilico presenta un pKa = 3,5 [90].

A pH bésico presenta una absorcion en el UV-Visible con Amax = 323 nm [91].

Entre sus propiedades se encuentra la analgésica, antipirética y antiinflamatoria.
Actla inhibiendo la sintesis de prostaglandinas [92], las cuales juegan un papel
importante en la regulacion de diversas funciones como la coagulacion de la sangre o la
respuesta inflamatoria alérgica. Esta inhibicion trae acarreada la disminucion de los
efectos que éstas ejercen en el organismo, tanto positivos como negativos. Esta indicado

para el tratamiento del dolor moderado o severo a corto plazo.

Ademas de sus propiedades beneficiosas este farmaco, al igual que otros AINES,

presenta importantes efectos secundarios, entre los que se encuentran: riesgo
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cardiovascular, ulceraciones gastrointestinales, hemorragia y perforacion, toxicidad renal,

retencion de liquidos y edema, hemorragias [93].

La preocupacion por la alta incidencia de efectos secundarios con KT ha causado su
retirada en Alemania y Francia [94], mientras que en otros paises su dosis y la duracién
maxima permitida del tratamiento se han visto reducidas. En el caso de Espafia [95] desde
2007 la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) en
coordinacion con el resto de Agencias de Medicamentos de los paises de la Unién
Europea y con la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA) limitdé su utilizacion

Unicamente a uso hospitalario.

3.3. Indometacina

La IM (2-[1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il] &cido acético), es un
AINE perteneciente a la familia de derivados del &cido indolacético, su estructura
quimica se representa en la figura 3.4. Es un polvo cristalino blanco amarillento sensible a
la luz, con baja solubilidad en agua (solubilidad = 0,937 mg/L) [96, 97] e hidrocarburos
pero soluble en disolventes organicos como, DMSO (solubilidad = 17,5 mg/mL) y EtOH
(solubilidad = 20 mg/mL) [98]. En disolucion de EtOH presenta tres maximos con Amax @
230, 260 y 319 nm. En disolucién acuosa presenta dos maximos con Amax @ 265 nm y
320 nm [99] y un pKa= 4,5 del acido carboxilico [100].

Figura 3.4. Representacion de la estructura quimica de IM (2-[1-(4-

clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il] acidoacético).
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Se absorbe de manera rapida y casi completa en el organismo tanto por via oral
como rectal. Los efectos anti-inflamatorios de la IM se deben, al igual que los de las otras
AINES, a la inhibicién de la enzima ciclooxigenasa (COX), responsable de la sintesis de
prostaglandinas.

Se usa para aliviar el dolor de moderado a agudo, como antirreumatico ya que la
produccion del factor reumatoide IgM puede ser disminuido con este farmaco, también
puede usarse como antipirético por la accion central sobre el centro hipotalamico que
regula la temperatura, produciendo vasodilatacion periférica. Por Gltimo, la IM también se
utiliza a veces para reducir la cantidad de calcio en la sangre y para tratar cierto tipo de
baja presion arterial.

A pesar de todos los beneficios citados su uso se restringe en muchas ocasiones
debido a los efectos secundarios que origina: reacciones neurologicas, problemas
gastrointestinales, riesgos hepaticos, riesgo cardiovascular o renal, reacciones de
hipersensibilidad [93].

3.4. Piroxicam

ElI PX (figura 3.5.) (4-hidroxi-2-metil-N-(piridin-2-il)-2H-1,2-benzotiazina-3-
carboxamida 1,1-dioxido), es un AINE perteneciente a la familia del oxicam. En estado
solido presenta estructura cristalina y color blanco amarillento. Es insoluble en agua
(solubilidad = 0,23 mg/L) [96, 97], ligeramente soluble en EtOH (solubilidad = 5
mg/mL), DMF (solubilidad = 20 mg/mL) y DMSO (solubilidad = 25 mg/mL) [89].

Figura 3.5. Representacion de la estructura quimica de PX (4-hidroxi-

2-metil-N-(piridin-2-il)-2H-1,2-benzotiazina-3-carboxamida 1,1-dioxido).
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En estado solido presenta dos formas polimorficas, a y B, y color blanco
amarillento. En disolucion tiene un comportamiento complejo debido a la existencia de
diferentes conformeros, siendo las formas neutras las Unicas farmacoldégicamente activas
[101, 102]. Presenta un pKa; = 5,1 debido a su proton acidico y un pKa, = 1,8 por su
nitrégeno débilmente basico [103]. Su banda de absorcion maxima esta en Amax = 360 nm
[104].

El PX actla a nivel bioquimico igual que las otras AINES impidiendo la sintesis de
prostaglandinas [92], independientemente de la etiologia o causalidad de la inflamacién, y
posee, por tanto, propiedades tanto analgésicas como antiinflamatorias y se utiliza para
aliviar el dolor, inflamacion y la rigidez.

Presenta, como los otros dos AINES estudiadas, efectos secundarios adversos
como: problemas gastrointestinales, problemas renales, reacciones alérgicas o
dermatoldgicas, riesgos hepaticos, problemas en el sistema nervioso central, problemas en

la vision, reacciones adversas sobre el metabolismo, reacciones de hipersensibilidad [93].

Debido a estos efectos secundarios en julio del 2007 la AEMPS [105] establecio
restricciones importantes en su uso y a partir de ese momento los medicamentos que lo

contienen entraron en la categoria de diagndstico hospitalario.



4. Espectroscopias amplificadas

por superficies metalicas
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La espectroscopia es una técnica que estudia la interaccién entre la radiacién
electromagnética y la materia. Para una molécula, la absorcién o la emision de energia a
ciertas longitudes de onda lleva asociada un cambio en los niveles cuanticos de energia
molecular, la relacion entre la longitud de onda y los correspondientes niveles de la

transicion energética aporta una informacion caracteristica de cada molécula.

En 1928 el fisico C. V. Raman descubrio el efecto que lleva su nombre [106],
motivo por el cual recibio el premio Nobel en 1930. Cuando un haz luminoso de
frecuencia vg, incide sobre un sistema que contiene enlaces quimicos capaces de vibrar
con frecuencia vs, tiene lugar una absorcion energia por parte del sistema, pasando a un
nivel electrénico superior virtual. El retorno al estado electrénico fundamental puede
implicar un cambio en el nivel vibracional, emitiéndose en ese caso una radiacion
inelastica (difusion o “scattering™), de energia diferente a la original, que constituye la
radiacion Raman, y que puede ser de dos tipos, segun el fotdn tenga una ganancia de
energia (Raman anti-Stokes, de frecuencia vo + vs) 0 pérdida de la misma (Raman Stokes,
de frecuencia vg - vs). La pérdida de energia de los fotones incidentes da lugar a un
espectro vibracional, que como el infrarrojo, es Unico para cada molécula y es una
auténtica “huella digital” que sirve para identificarla. Dentro de la espectroscopia este
fendmeno se conoce con el nombre de espectroscopia Raman, explicado graficamente en

la figura 4.1.

Esta técnica presenta dos inconvenientes principales, el primero relacionado con su
baja seccion eficaz, por la baja probabilidad de “scattering” de un fotdn (por término
medio sélo uno difunde entre unos 10°), que puede aumentarse considerablemente en el
caso de que el nivel superior virtual coincida con un estado electronico realmente
existente en la molécula, dando lugar a la espectroscopia Raman resonante (figura 4.1.).
El sequndo, mas dificil de evitar, proviene de la luminiscencia emitida por los sistemas,
tanto de manera intrinseca como por parte de impurezas que éstos pudieran presentar,

que, al ser de mayor intensidad, enmascara las sefiales Raman.
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Figura 4.1. Esquema explicativo del efecto Raman.

4.1. Espectroscopia SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering)

El fendbmeno de la dispersion Raman intensificada por superficies metalicas rugosas
fue descubierto por Fleischmann et al. [107] en 1974, al observar el aumento de la
intensidad de las bandas del espectro Raman de la piridina cuando ésta se encontraba
adsorbida sobre un electrodo de plata y previamente sometido a varios ciclos de
oxidacion-reduccion. Jeanmarie y Van Duyne [108] y Albrecht y Creighton [109]
interpretaron este efecto como un incremento del campo electromagnético sobre la
superficie metalica, debido a la rugosidad de la misma. Como consecuencia de estos
hechos, en 1977, se desarrolld la espectroscopia SERS cuyas caracteristicas
fundamentales son el aumento de seccion eficaz Raman y la considerable atenuacion de la

fluorescencia de las moléculas pegadas a la superficie metalica de forma simultanea.

Para explicar la espectroscopia SERS se han propuesto un gran ndmero de
mecanismos y mdltiples variantes de cada uno de ellos, actualmente se considera la
existencia de dos contribuciones principales: i) el mecanismo de intensificacion
electromagnético (MEM) vy ii) el mecanismo quimico o de transferencia de carga (MTC),
sin embargo, no existe un acuerdo definitivo acerca de la contribucién de cada uno de

ellos en el factor de intensificacion total.
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41.1 Mecanismos de intensificacion del efecto SERS

La interaccion del campo electromagnético, E de la radiacion incidente con una
molécula de polarizabilidad «, induce en ésta un momento dipolar inducido, f, segin la

expresion:
i=ak (1)

La intensificacion SERS se puede interpretar como una amplificacion de E, o bien
de a, que ocurre a través de dos mecanismos diferentes, el MEM y el MTC. EI MEM
considera que se produce un aumento del campo electromagnético en las proximidades de
la superficie metalica, mientras que el MTC explica el fenbmeno en base a una
modificacion de la polarizabilidad del adsorbato debido a la formacion de un complejo de

transferencia de carga.

La contribucion de cada uno de estos mecanismos a la intensificacion total

observada puede variar dependiendo de las condiciones experimentales.

Mecanismo Electromagnético

Cuando una NP metalica es irradiada con una onda monocromatica plana, el campo
eléctrico asociado causa la oscilacion coherente de los electrones de la banda de
conduccion del metal. Estas oscilaciones colectivas de los electrones de conduccion se
definen como plasmones superficiales localizados (LSP) [110, 111]. Dichos plasmones
pueden ser excitados, ademas de en NPs, en protuberancias superficiales, pero no sobre
superficies planas. La necesidad de una geometria especifica es de central importancia en
la explicacién del SERS, los sistemas activos deben poseer un tamafio entre 5 y 100 nm.
El limite superior esta determinado por la longitud de onda, para particulas del tamafio de
la longitud de onda o mayor, se excitan progresivamente multipolos de orden superior
que, contrariamente al modo dipolar, no son eficaces para la intensificacion. En el
extremo opuesto, cuando las nanoestructuras responsables del SERS se vuelven
demasiado pequefias, la conductividad efectiva del metal disminuye y las propiedades

electronicas de las NPs ya no muestran efectos cuanticos [112].
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Una radiacion de frecuencia wo y amplitud de campo eléctrico Eg, incide sobre una
molécula situada a una distancia “d” de la superficie de una particula metélica, de forma
esférica y radio “r”, muy inferior a la longitud de onda de la radiacién. La gran

intensificacion Raman se debe a dos procesos fundamentales (figura 4.2.):

(1) Intensificacion del campo electromagnético incidente sobre la molécula: la
intensidad del campo electromagnético total incidente que llega a la molécula,
situada en la posicién d aumenta considerablemente, debido a que dicho campo esta
compuesto por la radiacion que incide directamente sobre la molécula, Eq (d, wo) Y,
ademas, por el campo que dispersa el propio metal a la misma frecuencia, Es (d,
wo). Por lo tanto, el campo electromagnético total E; de frecuencia wg que incide

sobre la molécula en d sera:

E| (d, (Do) = Eo (d, (Do) + Es (d, (Do) (2)

Este campo induce en la molécula un momento dipolar i (d, wo) que,
modulado por las vibraciones moleculares, emitira radiacion Raman de frecuencia
or. Cuando la frecuencia wo coincide con la frecuencia de resonancia de los
plasmones superficiales del metal, el campo dispersado Es resulta ser muchisimo

mayor.

(2) Intensificacion de la radiacion Raman: la radiacion Raman de frecuencia
or puede ser amplificada a su vez por la NP, de modo analogo a la radiacion laser.
De este modo el campo eléctrico total dispersado, de frecuencia wg, que Se observa
en la posicion del detector (d”), es una composicion del dispersado directamente por
la molécula, de intensidad Er y de frecuencia wg, y el campo dispersado por la NP
metélica cuando son excitados plasmones superficiales de intensidad Egrs y de

frecuencia oR:

Esers (d°, @) = Er(d", wr) + Ers(d’, ®r) (3)
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Figura 4.2. Intensificacion de la seccion eficaz Raman mediante la

doble amplificacion de la radiacion incidente (1) y de la emision (2).

El factor de intensificacion G se puede definir de la siguiente manera:

_ Isers _
TRaMAN

AR
QR0

lggl? (4)

Donde Iraman €s el valor de la intensidad del campo eléctrico dispersado
inelasticamente en ausencia del metal, ar y aro SOn la polarizabilidad Raman de la
molécula en presencia y ausencia del metal respectivamente y g y g’ la amplificacion del
campo electromagnetico y radiacidn Raman respectivamente. Por tanto, se puede decir
que la mayor contribucion al efecto SERS procede de la dispersion del metal y su

intensidad depende de |g|*.

Reglas de seleccién SERS

El campo electromagnético en el exterior de una superficie metalica rugosa esta
fuertemente polarizado en la direccion perpendicular a ésta y, consecuentemente, los
modos vibracionales normales a la misma sufrirdn una mayor intensificacion que los
paralelos. De este hecho surgen las reglas de seleccion SERS, diferentes a las del Raman
convencional y que pueden proporcionar una valiosa informacién acerca de la orientacion
y del modo de interaccion de las moléculas objeto de estudio con la superficie [113].
También se puede obtener informacién adicional sobre la orientacion de la molécula

adsorbida y del mecanismo de interaccién metal-adsorbato, cuando se estudia el efecto
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que provocan, sobre esta orientacion, varios factores, como pueden ser el recubrimiento
de la superficie, la presencia de aniones en el medio, el valor de pH, la variacion de la
longitud de onda de excitacion, etc [114].

Las diferentes intensidades de los campos perpendicular y paralelo afectan de
distinta manera a las componentes de polarizabilidad de la molécula y dependen, ademas,
de la longitud de onda de excitacion, por tanto, la relacion de intensidades de los modos
paralelos y perpendiculares de la molécula también dependera de dicha variable. De esta
forma, cuando la longitud de onda se desplaza hacia el azul, dentro de la region visible
del espectro electromagnético, puede ocurrir que, la relacién de intensidades se invierta, y

se intensifiquen en mayor medida los modos paralelos.

La existencia de distintas reglas de seleccion en el SERS respecto al Raman se
evidencia también en la aparicion de bandas debidas a modos vibracionales prohibidos
segun las reglas de seleccion de la espectroscopia Raman convencional. Cuando estos
modos “ocultos” se manifiestan en el espectro, suelen hacerlo con una gran intensidad y

un desplazamiento en frecuencia muy pequefio.

Influencia de la morfologia de las nanoparticulas en la intensificacién SERS

Para una esfera metalica la maxima intensificacion del campo electromagnético,
mayor intensidad SERS, es en la superficie. Cuando la forma de la NP difiere de la esfera,
la intensificacion SERS ya no es uniforme sobre la superficie y las mayores
amplificaciones SERS no se obtienen por medio de NPs esféricas aisladas, sino por
agregados de NPs y estructuras fractales, en los llamados puntos calientes (hot spots, HS)
[115, 116]. En el punto medio situado entre dos NPs metéalicas esféricas de oro o plata

separadas una distancia de 1 nm puede aparecer una intensificacion extra del campo

11
electromagnético de hasta 10 [117, 118].

Efecto de la distancia a la superficie

El efecto del LSP de las NPs metalicas disminuye al aumentar la distancia a la

superficie de las mismas, siendo casi despreciable a distancias mayores de 100 A [119,
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120]. Este gradiente del campo electromagnético existente sobre la superficie metélica
hace que los modos vibracionales relacionados con los grupos moleculares del analito,
que se encuentran méas cercanos a la superficie, experimenten una mayor intensificacion
que los correspondientes a aquellos grupos mas alejados, utilizandose ésto para conocer la
forma por la cual se produce la interaccidn entre el adsorbato y el metal [121, 122].

Mecanismo de Transferencia de carga

El MTC implica la absorcion de una molécula de analito sobre la superficie del

metal, por lo que a este modelo se le llama en muchas ocasiones mecanismo “quimico”.

Cuando la entalpia de absorcién es muy negativa y similar a las energias de un
enlace quimico (quimisorcion) la alteracion del volumen de la nube electronica del
absorbato es significativa, sobre todo en el caso de moléculas pequefias, y proporciona el
maximo factor de amplificacion SERS, dando origen al “efecto de la primera capa”, (las

moléculas de la primera capa de adsorcion dan maxima amplificacion) [111].

El MTC puede ser considerado un caso especial de resonancia Raman en el que se
produce la transferencia de un electron desde el nivel de Fermi del metal hasta un orbital

molecular libre del absorbato o viceversa [123].

La transferencia de carga puede ocurrir desde el orbital HOMO (orbital molecular
ocupado de mayor energia) del absorbato hasta el nivel de Fermi del metal o desde éste al
LUMO (orbital molecular desocupado de menor energia) de la molécula adsorbida, por lo
que existen dos posibles procesos de transferencia de carga dependiendo del sistema
(figura 4.3.). Normalmente, la transferencia de carga tiene lugar desde el metal a la

molécula adsorbida.

La transferencia de carga es méas probable en analitos que contienen electrones en
su estructura, como las moléculas aromaticas y tiene lugar mayoritariamente en puntos de
la superficie en los que existen rugosidades superficiales a escala atémica, llamadas
“adatoms” [124]. Estos sitios activos constituyen el lugar donde ocurre con mas
probabilidad la transferencia de carga entre el metal y el adsorbato, por lo que la fraccién
de moléculas adsorbidas que contribuyen a la intensificacion SERS mediante MTC es

relativamente pequefa.
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Figura 4.3. Esquema del mecanismo de transferencia de carga
(MTC) entre el metal y el adsorbato.

La intensificacion SERS global es debida al efecto multiplicativo del MEM vy a la
amplificacion generada por una transferencia de carga entre el metal y el absorbato. El
MEM explica la mayor parte del efecto SERS: la necesidad de un material
nanoestructurado, la dependencia de las resonancias plasmonicas con las propiedades
Opticas del metal, la forma y el tamafio de la nanoestructura, su efecto de corto alcance,
las altas intensificaciones cuando las NPs estan agregadas generando HS y que el
aumento de adsorbato no produzca un aumento proporcional en su intensidad, pero por
otro lado no puede explicar su dependencia con la naturaleza de la molécula y con el

potencial eléctrico cuando se usan electrodos como soportes metéalicos.

4.1.2. Factores experimentales que influyen en la intensificacion de los

espectros SERS.

Los principales factores experimentales con los que se puede influir en la sefial

SERS de una molécula son:
» Adsorbato, la molécula adsorbida.
» Naturaleza del metal.

* Morfologia de la superficie metalica.
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* Caracteristicas quimicas de la superficie metalica.
* Valor del pH del medio.

* Concentracion del adsorbato.

* Efecto de especies quimicas interferentes.

* Longitud de onda de excitacion.

Adsorbato

El acercamiento de la molécula a la superficie implica dos procesos, difusion hacia
la superficie y adsorcion sobre ésta, que puede tener lugar a través de fisisorcion o de
quimisorcion. En ocasiones esta interaccion es tan fuerte que se puede producir una
modificacion catalitica de la molécula. Para que se produzca la adsorcion es necesario que
el adsorbato tenga un centro capaz de interaccionar con la superficie metélica, como
puede ser la nube electronica de un sistema conjugado, los pares de electrones libres,
fundamentalmente de heteroatomos ligados a anillos aromaticos, o de un grupo funcional
cargado, positiva 0 negativamente, o atomos capaces de formar complejos
organometalicos con oro o plata, como el &tomo de azufre. Debido a que la superficie de
las nanoparticulas presenta una carga negativa, una molécula cargada positivamente

presenta mayores posibilidades de adsorcion.

En el estudio estructural de una especie adsorbida sobre un metal es interesante el
registro de los espectros SERS a diferentes valores de pH ya que, al producirse la
ionizacion molecular, puede variar la forma en que las moléculas se adsorben sobre el
metal. Del mismo modo ocurre al variar la concentracion del adsorbato, que determina su
orientacion sobre la superficie metalica expuesta. También hay que considerar obtener los
espectros SERS con diferentes lineas de excitacion, ya que una misma molécula puede
adsorberse de diferentes maneras sobre un metal, y es posible que cada una de estas
formas presente condiciones de resonancia Raman diferentes, dependiendo de las

distintas longitudes de onda.
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Naturaleza y morfologia de la superficie metalica

Las propiedades optoelectronicas del metal determinan su capacidad para
intensificar los espectros SERS. Los més utilizados son los metales oro, plata y cobre [22,
110, 125], debido a que el LSP es excitable en la region visible del espectro

electromagnético.

La morfologia de la superficie metalica es también un factor importante, ya que se
necesita rugosidad, lo que hace necesario una posterior modificacion de las NPs metélicas

aisladas para hacerlas activas, esta activacion consiste en su agregacion.

Caracteristicas guimicas de la superficie metalica.

La presencia de sustancias quimicas en las proximidades de la superficie de las
NPs, que proceden de restos de los reactivos empleados en la preparacion de las mismas o
de productos de descomposicion de los mismos, se manifiesta en la aparicion de bandas
en los espectros SERS [126] que pueden dificultar su andlisis. Sin embargo, esta
presencia es necesaria para asegurar la estabilidad de las NPs en suspension. Hay,
ademas, otros efectos asociados al aumento de la carga superficial de las NPs, cuando las
especies quimicas se encuentran en forma iénica, como, por ejemplo, los aniones citrato y
cloruro, presentes en los coloides obtenidos por reduccion con citrato e hidroxilamina,
respectivamente. Asi, los espectros SERS son mas intensos en el caso de adsorbatos
neutros o cargados positivamente que los que tienen carga negativa, que, incluso, pueden
no experimentar amplificacién. Por otro lado, la presencia de estos iones, adsorbidos
sobre la superficie metalica, puede ser ventajosa, ya que permiten el acercamiento de

analitos a través del establecimiento de enlaces de hidrogeno, pares ionicos, etc.

Valor del pH del medio

El pH del medio influye en los espectros SERS de dos maneras fundamentales:
i) puede producirse una ionizacion del adsorbato que, experimenta asi un cambio
estructural y, por lo tanto, puede interaccionar de manera distinta con el metal y
ii) cuando los espectros se registran en medio alcalino, la elevada concentracion de iones

hidroxilo en las proximidades de la superficie metalica hace que las moléculas de
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adsorbato se vean desplazadas por dichos iones, alejandose del metal lo que puede
originar una pérdida de intensidad global de los espectros SERS.

Concentracién del adsorbato

La existencia de centros de interaccion sobre la superficie del metal con diferente
afinidad, respecto a un mismo adsorbato, hace que la concentracion de éste sea una
variable de importancia significativa en el perfil de los espectros SERS. A baja
concentracion se ocupardn los centros de union mas activos respecto a un mismo
adsorbato, mientras que a mayores concentraciones comenzarén a ocuparse otros centros
menos afines.

También por efecto de la concentracion puede cambiar la orientacion de las
moléculas de adsorbato sobre el metal. En general, si el nGmero de moléculas que se
encuentran sobre la superficie metalica es pequefio, tenderdn a orientarse de forma
paralela a dicha superficie, mientras que si la concentracion es elevada se colocaran de

forma perpendicular a la misma [127].

Efecto de especies guimicas interferentes

La presencia de impurezas, contaminantes puede competir con el adsorbato en la
adsorcion sobre el sustrato metdlico modificando su espectro SERS. En muchas
ocasiones, estas especies quimicas exdgenas presentan bandas en el espectro SERS,
incluso si se hallan en concentraciones mucho mas bajas que la molécula de interés. Entre

ellas se encuentra la Rodamina 6G y el paraquat [126].

Longitud de onda de excitacion

La longitud de onda de excitacidn es un factor importante que determina el perfil de
los espectros y la intensificacion SERS global. La dependencia del perfil espectral SERS
con la longitud de onda de excitacion se debe al posible efecto resonante del adsorbato y

del metal, asi como al hecho de que una misma molécula puede adsorberse de diferentes
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maneras sobre una superficie metélica, y es posible que cada una de estas formas presente
condiciones de resonancia Raman a distintas longitudes de onda.

4.1.3. Sustratos para espectroscopia SERS

Desde los primeros estudios realizados con electrodos se han empleado numerosos
tipos de soportes, entre los que destacan los coloides y las peliculas metélicas. Los
coloides metalicos, concretamente de plata y oro, fueron utilizados por primera vez en
espectroscopia SERS por Creighton et al. [128] Son de facil preparacion, proporcionan
una amplia resonancia plasmaénica en el intervalo visible-IR cercano y son muy estables.
Dependiendo de las condiciones de preparacion, como la temperatura, la concentracion de
los reactivos, la pureza del agua, del ndmero inicial de nucleos y de la cinética de
reduccion del metal, puede variar de forma considerable el tamafio medio de las
particulas, asi como su distribucion. Presentan el inconveniente de que necesitan de su
agregacion para dar lugar a SERS, de su tendencia a flocular y de su baja

reproducibilidad.

En la preparacion de los coloides, una cuestion critica es la posibilidad de controlar
la forma y el tamafio de las NPs obtenidas, ya que las propiedades optoelectronicas de
ellas dependen intimamente de estos parametros. El control se puede ejercer, en alguna
medida, a través del método utilizado en la fabricacion. Los mas comunes son reduccion

quimica, ablacion laser y fotorreduccion.

Reduccién quimica

La naturaleza del reductor determina en gran medida la forma, el tamafio y las
propiedades eléctricas de las NPs resultantes. La reaccion que tiene lugar sigue el

siguiente esquema:

M P*+ Red — M ° + Prod (5)
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Los reductores mas frecuentemente usados son borohidruro sodico (NaBH,) [128,
129], citrato trisddico (Ce¢HsNazsO; 2H,0) [130], y el clorhidrato de hidroxilamina
(NH20OH HCI) [131]. EI primero de ellos es el mas energético, por lo que es necesario
llevar a cabo la reaccion en frio para evitar la agregacién de las particulas iniciales,
presenta la desventaja de no poder emplearse para obtener espectros SERS en todo el
espectro electromagnético, sino sélo en la region visible, aparte de tener un problema con
los gases generados en la reaccién que actGan como contaminantes. El citrato es un
reductor mas debil y necesita alta temperatura durante un tiempo prolongado para poder
reducir el metal. El uso de clorhidrato de hidroxilamina presenta la ventaja de poder hacer
la reduccién a temperatura ambiente, ademas de una descomposicién de los productos de
reduccion a N, y NOx, que se desprenden de la suspension en estado gaseoso. Los
coloides metélicos preparados por reduccion quimica resultan estables en suspension por
meses 0 hasta afios aunque su uso no es aconsejable en SERS después de varios dias, ya

que las propiedades superficiales se pueden modificar sensiblemente.

El desarrollo de la nanotecnologia ha permitido la aparicién de NPs mixtas, tipo
core-shell”, que combinan las propiedades plasménicas de dos metales, lo que hace que
el &mbito de aplicacion sea aun mayor. Son preparadas a partir de diferentes metales,
como Ag-Au [132, 133], o de mezcla de plata y otros compuestos inorganicos, Ag-CdS
[134], Ag-ZnO [135], Ag-TiO, [136, 137] y Ag-SiO, [138, 139] entre otros. En los

altimos afios se ha realizado un gran esfuerzo para el control de la forma y el tamafio de
las AgNPs y AuNPs [140-146].

La forma de las NPs es diversa y variada, actualmente pueden obtenerse esferas,
elipsoides, cubos, particulas romboidales, estrellas, huecas y rellenas, muchas de ellas
activas en SERS.

Ablacion laser

Es un método en el que se eliminan las impurezas [147], su eficiencia varia mucho

cambiando la duracion del pulso laser [148] y la longitud de onda del mismo [149].
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Fotorreduccion

Estos métodos se basan en la fotorreduccion de iones sobre determinados soportes
[150-152]. Para la plata la reduccion puede inducirse por irradiacién con una fuente laser

de una disolucién del ion metalico.

El SERS es una técnica espectroscopica con gran cantidad de aplicaciones que van
desde el analisis quimico-bioquimico hasta la caracterizacién de nanoestructuras y
aplicaciones biomédicas, debido a la combinacion de especificidad y alta resolucién
espacial. Es aceptado como poderosa técnica analitica para el analisis quimico ultra-
sensible que ha permitido detectar una molécula aislada (SM-SERS) [153-157]. Destacan,
por su importancia y nimero de trabajos publicados, las aplicaciones SERS al estudio de
materiales bioldgicos, anélisis y deteccion de contaminantes, estudio y conservacion del
Patrimonio Historico-Artistico asi como las referentes al analisis forense. Las
aplicaciones bioldgicas han crecido considerablemente en los ultimos afios [158] vy
abarcan no solo el uso de NPs metélicas para analisis de moléculas biologicas [159], sino
también el estudio de procesos biofisicos y biomédicos o como método rapido de
clasificacion de bacterias [160]. Finalmente, la combinacion de la técnica SERS con otras
relacionadas con los plasmones superficiales localizados, como la técnica MEF, resulta de

gran utilidad en el analisis de moléculas bioldgicas de gran complejidad [161, 162].

4.2. Espectroscopia MEF (Metal Enhanced Fluorescence)

La emision de luz por parte de una molécula, debida a una transicion desde un
estado electronico excitado al estado fundamental se denomina luminiscencia:
fluorescencia si el estado excitado es un singlete, S; o S, (transicion permitida,), o
fosforescencia, cuando dicho estado excitado corresponde a un triplete, Ty, (transicién
prohibida).

El esquema tipico para la fluorescencia es conocido como diagrama de Jablonski
[163], que se puede ver en la figura 4.4. Del mismo se deduce, que las caracteristicas que
definen un espectro de fluorescencia son la transicion electrénica entre los estados
singletes excitados y el estado fundamental, sin embargo, la correspondiente banda de

emision contiene la estructura vibracional del estado electrénico fundamental.
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Figura 4.4. Diagrama de Jablonsky para la fluorescencia.

La absorcidn tiene lugar en femto-segundos y tras ella la molécula se encuentra en
alguno de los estados vibracionales de uno de sus estados electrénicos excitados. Desde
aqui la molécula se relaja a niveles vibracionales mas bajos del estado electronico
excitado, proceso que tiene lugar en pico-segundos. En este punto la molécula se relaja al

estado electrénico fundamental a través de diferentes procesos. Los mas importantes son:

e Fluorescencia: ocurre en nanosegundos. La energia de la fluorescencia es
siempre menor que la energia de la absorcion, por tanto, la emisién se observa a

longitudes de onda mayores que la excitacion.

e Fosforescencia: es un cruce entre sistemas que ocurre cuando los estados

de energia del estado singlete traslapan los del estado triplete.

e Conversion interna: estos procesos no radiativos son generalmente rapidos

(10™%5s) y, por tanto, compiten en la mayoria de las moléculas con la fluorescencia.

e Fendmenos de trasferencia de energia: desactivacion, posible disociacién

molecular, etc.

Todos estos procesos contribuyen a determinar el rendimiento cuéntico, ¢o que

depende de la temperatura y del medio en que se efecttian las mediciones. En condiciones
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normales, los fendmenos de desactivacion pueden llegar a ser muy efectivos y por ello no
todas las moléculas que absorben dan lugar a fluorescencia.

El rendimiento cuéntico, ¢, se puede expresar como

kp
— 6
¢0: (kg + knr) (6)
donde kg es la suma de las constantes de velocidad de los procesos radiativos de
desactivacion y kngr la suma de las constantes de velocidad de los procesos no radiativos
de desactivacion. El tiempo de vida medio, z,, viene determinado por

1
(kg + kn)

(7)

(/5

Las constantes de velocidad de los procesos radiativos, kg, dependen
mayoritariamente del coeficiente de extincion del croméforo y solo en una pequefia
proporcion se ven afectados por el entorno, resultando en la practica valores constantes.
El dnico control posible en un experimento es la modificacion de los procesos no
radiativos usando, por ejemplo, un amortiguador o “quenching” colisional, con una
constante de velocidad, kg, que conduce a nuevas ecuaciones para el rendimiento
cuantico, ¢q,

g
q (kg + kg + kg[O])

(8)

siendo [Q] la concentracion de ligando amortiguador, y para el tiempo de vida medio, tq,

-
R TET—))

9)

En el caso de transferencia de energia, FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer), proceso en el cual se produce la transferencia de energia entre dos moléculas
sin emision de foton, aparece un proceso no radiativo con constante kerer que viene dada
por

benr= (22) (10

r

Las constantes que rigen ambos procesos, Kq Yy Kerer, disminuyen el rendimiento
cuantico y el tiempo de vida medio a la vez, lo que supone, en la practica, disminuir la

sensibilidad de la técnica. Sin embargo, la sensibilidad de los experimentos de
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fluorescencia se puede modificar en presencia de superficies metalicas nanoestructuradas
[164, 165].

4.2.1. Fluorescencia de moléculas sobre nanoparticulas metéalicas

La interaccion del momento dipolar de las moléculas fluorescentes con los LSP,
generados por la oscilacion colectiva de los electrones en la superficie de nanoestructuras
metalicas, altera las constantes de velocidad de los procesos radiativos, modificando el

diagrama de Jablonski de la siguiente forma

—A—H | Sin metal | A 4 ‘\ | Con metal |
L7 L2

CN 1N

kR kNR kR kNR ka kmNR

S

Energia
Energia

Figura 4.5. Diagrama de Jablonsky en ausencia y presencia de metal.

Aparece una nueva constante radiativa, kng. Ademas, hay que tener en cuenta los
procesos no radiativos del metal, tipicos de la amortiguacion, con constante knng. Las
nuevas expresiones para ¢m Yy m, €l rendimiento cuantico y el tiempo de vida medio en

presencia del metal, son

¢m kR + ka (11)

(kR + kng + kg + kung)

4 (12)

’z' =
M (kg + kg * kg + kmng)
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La aparicion de esta nueva constante radiativa hace que el rendimiento cuantico y el
tiempo de vida media no varien, necesariamente, en el mismo sentido, pudiendo
conseguirse que el valor de ¢, aumente y que, simultaneamente, el valor de 7, disminuya.
El aumento del rendimiento cuantico del fluor6foro se traduce en una mayor intensidad
de la fluorescencia, y la reduccion en el tiempo de vida medio se traduce en una mayor
fotoestabilidad del mismo, ya que éste permanece menos tiempo en el estado excitado y
por tanto hay menos probabilidad de que haya procesos de interaccion y pérdida de
fluorescencia. De esta forma se amplian las posibles aplicaciones de la técnica y se
permiten mayores sensibilidades. Este fendmeno se conoce como Surface Enhanced
Fluorescence, SEF [166, 167], o Metal Enhanced Fluorescence, MEF [168].

Aparecen, asi, dos efectos contrarios debidos al metal, por un lado la amortiguacién
que se rige por las constantes knng Yy la amplificacion, debida a las constantes Kkmg.
Dependiendo de la distancia entre la superficie del metal y el fluoréforo uno de los
efectos predominara sobre el otro [169]. A cortas distancias los tiempos de vida medios
disminuyen y la emision se amortigua. Si las distancias aumentan (entre 50 y 200 A) el
tiempo de vida media disminuye pero aparece un efecto amplificador de la intensidad. A
este efecto hay que afiadir el aumento del campo local al que estan expuestos los
fluoroforos, fruto de su interaccion con el LSP. Asi, los efectos de las superficies
metélicas en la fluorescencia de las diferentes moléculas dependen, mayoritariamente, de
la distancia fluor6foro-metal, de la orientacion relativa y de la naturaleza de la superficie

del metal.

4.2.2. Mecanismos de intensificacion del efecto MEF

El fendmeno de amplificacion de fluorescencia a través de superficies y particulas
metélicas se ha desarrollado a partir de los afios 80, y las aplicaciones de la técnica MEF

son relativamente recientes. Sus efectos son debidos, al menos, a tres mecanismos:

i) Uno de ellos es el amortiguamiento de la transferencia de energia al metal,
con una dependencia d® [170], donde d es la distancia entre el fluoréforo y la
superficie del metal. Este efecto se produce por la amortiguacién de las oscilaciones

de los dipolos del fluoréforo por parte del metal que esta préximo.
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ii) El segundo mecanismo es un incremento de la intensidad de emision
debido alaumento del campo local incidente en el fluor6foro, con un incremento
maximo tedrico de ~140 [171]. Este efecto se ha observado en coloides metalicos y
se denomina “Lightening Rod effect”. El aumento se puede entender por la
concentracion, por parte de las particulas metalicas, del campo local lo que origina

el incremento de la velocidad de excitacion.

iii)El atimo y tercer mecanismo seria el aumento, originado por el metal, de la
velocidad de decaimiento radiativo intrinseco del fluor6foro, modificando la
velocidad a la cual el fluor6foro emite fotones [172-174].

4.2.3. Tipos de interaccion metal-fluoroforo

Aunque las interacciones metal-fluoroforo estan basadas en los mismos principios,
los efectos son diferentes segin sea la geometria de las superficies metalicas [175]. Para
cada pareja metal-fluoroforo hay que establecer las condiciones experimentales
adecuadas que, combinando la distancia y orientacion, permitan una amplificacion
méaxima de la sefial, y eso es un balance dificil de encontrar. No existe una nanoestructura

de resultados 6ptimos en todos los casos.

Los coloides metélicos, que dan excelentes resultados en SERS [176], son dificiles
de utilizar en MEF debido a la dificultad en controlar la distancia entre la superficie
metélica y el fluor6foro. La mayoria de los ejemplos que hay con amplificacion de
fluorescencia para moléculas adsorbidas en las NPs de un coloide son de sustancias que
agregan [62, 161]. La formacion de los agregados hace que el propio fluoréforo se apile,
colocando las moléculas a la distancia en la que la amortiguacion por el metal es menor

que el efecto de amplificacidn por el LSP.

Los coloides pueden depositarse en forma de finas monocapas sobre vidrios de
cuarzo constituyendo otro soporte metalico muy usado en MEF. Después de fabricar el
soporte metalico nanoestructurado que permite disponer de un LSP, la distancia 6ptima
de amplificacién se puede establecer a través de monocapas de espaciadores. Este método
presenta la desventaja respecto de los coloides de ser mas sofisticado en su fabricacién y
tener menos estabilidad. La fabricacién de monocapas de nanoestructuras metalicas puede

hacerse a través de métodos quimicos y fisicos, o con nanolitografia. La pelicula de
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espaciador se puede depositar a través de cualquier método que permita controlar el
espesor de la monocapa. A veces la monocapa de fluor6foro da lugar a MEF
depositandose directamente sobre la superficie metélica, esto puede ser debido a la
presencia de una capa de agua oxidada de 10-15 A. También puede explicarse en
términos de una reorganizacion molecular al depositar la monocapa, que establece una
orientacion preferencial del dipolo de transicion que determina la eficiencia de la

transferencia de energia a la superficie metalica.

Las llamadas “peliculas de islotes de plata” (SiFs), en inglés “silver islands films”
[174], usadas como soporte metalico de LSP han dado lugar al mayor nimero de trabajos
publicados en MEF hasta ahora y con mayor resultado de aumento de la sefial. El

fluoroforo puede depositarse como una capa mas del sistema o permanecer en disolucion.

En la actualidad se han desarrollado nuevos soportes con buen resultado en MEF
como peliculas de nanoagujeros de oro, peliculas de islotes de aluminio, nanoestrellas de
aluminio, nucleos metélicos con fluoroforos embebidos en un recubrimiento de dioxido
de silicio, sistemas con proteinas [177] y oligdmeros de DNA marcados, depositados en
monocapas de polimero, 3-aminopropiltrietoxisilano (APS) o polilisina [178, 179], como

monocapas cercanas a AgNPs, etc.
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5.1. Materiales

Las moléculas utilizadas en este estudio, EM, KT, IM y PX, con purezas iguales o
superiores al 90, 99, 99 y 98% respectivamente, fueron obtenidas en Sigma-Aldrich. El
resto de reactivos y disolventes se compraron en diferentes casas comerciales y siempre

con pureza analitica.

En todos los casos se utilizdé agua tridestilada suministrada por un sistema Mili-Q
Integral A10 de Millipore (resistividad del agua entre 10-15 MQxcm), para evitar

posibles contaminantes, debido a la alta sensibilidad de la técnica SERS.

Las capas nanoestructuradas de PSi fueron suministradas por el Grupo de
Materiales Fotonicos y Biofuncionales Avanzados dirigido por el Prof. Radl José Martin-
Palma de la Facultad de Ciencias de la Universidad Auténoma de Madrid, fruto de una
colaboracion enmarcada en los proyectos de investigacion MICROSERES | y Il de la
Comunidad de Madrid. Las laminas de PSi se fabricaron mediante el grabado
electroquimico de obleas de silicio dopadas con boro (tipo p) con orientacion <100> y
resistividad en el rango 0,01-0,02 Qxcm. Los contactos 6hmicos de baja resistividad se
formaron mediante el recubrimiento de la parte trasera de las obleas de silicio con
aluminio y su posterior recocido a 400°C durante 5 minutos. El electrolito utilizado
consistia en una solucién 1:2 de HF (48% en peso): EtOH (98% en peso). Las obleas
fueron galvanostaticamente grabadas bajo iluminacién de una lampara halégena de
100 W. La densidad de corriente del grabado fue de 80 mA/cm? durante 120 segundos, lo
que origind la formacion de capas de PSi de 5 a 7 p de espesor con un tamafio medio de
poro de 60 nm. Para obtener matrices de PSi con un tamafio de poro menor se aumento la
concentracion de acido fluorhidrico en el proceso de grabado usando como electrolito una
solucion 2:1 de HF (48% en peso): EtOH (98% en peso). Ademas, la densidad de
corriente aplicada se redujo a 20 mA/cm?.
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5.2. Instrumentacion

Raman, SERS y MEF

Los espectros Raman, SERS y MEF se registraron con un espectrofotometro Raman
Renishaw, modelo inVia (figura 5.1.), dotado con un microscopio Leica acoplado a una
camara de video y que usa como detector una cdmara CCD. El sistema posee tres laseres

con sus correspondientes redes de difraccion como elementos dispersantes de la luz.
e Laser de He-Cd que emite a dos longitudes de onda

- 325 nm: potencia de salida 20 mW. Utiliza red de 3600 surcos/ nm,
lentes de cuarzo y filtro RO, para medidas Raman hasta 400 nm. Utiliza
red de 1800 surcos / nm, lentes de vidrio y filtro de fotoluminiscencia
para medidas hasta 900 nm.

- 442 nm: potencia de salida de 80 mW. Utiliza red de difraccion de

2400 surcos / nmy lentes de vidrio.
e Laser de Nd:YAG doblado.

-532 nm: potencia de salida 100 mW. Utiliza red de difraccion de

1800 surcos / nmy lentes de vidrio.
e Laser de diodo.

- 785 nm: potencia de salida 300 mW. Utiliza red de difraccion de

1200 surcos / nmy lentes de vidrio.

Filtros Rendija Red de
Notcl difraccién
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Figura 5.1. Espectrofotometro Raman Renishaw inVia.
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Espectroscopia FT-Raman

Los espectros FT-Raman se obtuvieron en un espectrometro Bruker MultiRam,
modelo RFS 100/S, con un detector de germanio refrigerado con nitrégeno liquido. El
sistema va equipado con un laser de Nd:YAG que proporciona una linea de excitacion a
1064 nm.

Espectroscopia FT-Infrarroja

Los espectros de absorcion infrarroja se registraron en un instrumento Bruker IFS66
equipado con un detector DTGS operando a temperatura ambiente.

Espectroscopia de absorcion UV-Visible

Se utilizd un espectrometro UV-VIS-3600 Shimadzu de doble haz equipado con
una lampara de deuterio y otra de wolframio y tres detectores: un PMT para la region
UV-Visible y dos detectores de InGaAs y PbS para la zona del infrarrojo cercano (NIR).

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Las micrografias TEM fueron obtenidas con un microscopio JEOL JEM-2010 con

un voltaje de aceleracion de 200 kV.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imadgenes SEM se obtuvieron en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Polimeros del CSIC con un microscopio Field Emision SEM (FE-SEM), Hitachi modelo
SU8000.

5.3. Sintesis de coloides metalicos

Para los diferentes experimentos se utilizaron coloides de plata, coloides de oro y
sistemas “core-shell” formados por un nicleo metalico de plata y un recubrimiento de

dioxido de silicio.
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5.3.1. Coloides de plata

Los coloides de plata se sintetizaron mediante reduccion quimica de nitrato de plata
(AgNO3). Se emplearon dos reductores distintos: hidrocloruro de hidroxilamina
(NH,0OH.HCI) y citrato trisédico (CsHs07Naz.2H,0).

El coloide de plata reducido con hidrocloruro de hidroxilamina (AgHX) se preparo
siguiendo el método de Leopold-Lendl [131]. El liquido resultante presenta un color
marrén y pH = 6,0. La resonancia del plasmén aparece centrada a Amax = 405 nm (figura
5.2.). Las NPs resultantes son mayoritariamente esféricas y con tamafio medio de
didmetro de 38 nm (figura 5.3.a).

La preparacion del coloide reducido con citrato trisédico (AgCT) se llevo a cabo
siguiendo el método publicado por Lee-Meisel [130]. El liquido final tiene un color
blanquecino y un pH = 6,5. La resonancia del plasmon aparece centrada a Amax = 415 nm
(figura 5.2.). Las NPs en suspension son mayoritariamente esféricas y presentan un

didmetro medio de 50 nm (figura 5.3.b).
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Figura 5.2. Espectros de absorcién UV-Visible de lo coloides de
plata, AgHX y AgCT.
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‘ 36 nm

100 nm ~ 100nm
a) b)i :

Figura 5.3. Imagenes SEM de a) coloide de plata AgHX y
b) coloide de plata AgCT.

5.3.2. Coloides de oro

El coloide de oro (AuCT) se sintetizé a partir de la reduccion de cloruro de oro (I11)
hidratado (HAuCl,.3H,0) con citrato trisddico (C¢HsO7Naz.2H,0), seglin el método de
Lee y Meisel [130]. La coloracién final puede variar con el tamafio de las nanoparticulas
obtenidas, siendo méas oscura cuanto mayor sea su didmetro. El coloide final obtenido
presenta NPs mayoritariamente esféricas, con didmetro medio de 15 nmy un pH =5,5. El

plasmadn presenta una absorcion centrada a Amax = 520 nm (figura 5.4.).
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Figura 5.4. Espectro de absorcion UV-Visible de coloide de oro,
AuCT.
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5.3.3. Sistemas “Core-Shell”’

Se sintetizaron sistemas “core-shell” formados por un ndcleo constituido por una
AgNP esférica, sintetizada de acuerdo a lo expuesto anteriormente, y un recubrimiento de
dioxido de silicio con diferentes espesores, obtenidos segun diferentes procedimientos:

Método 1

Se utilizé el método de Li et al. [180] con modificaciones. Durante 15 minutos se
agitaron a temperatura ambiente 400 pl de 3-Aminopropil trietoxisilano (APTES,
CoH23NO5Si) 9x10™ mM, y 30 ml de AgCT. Posteriormente la mezcla se calenté a 90°C y
adicionaron 3,24 ml de una disolucion de silicato de sodio (NayOsSi) y acido sulfurico
(H2S04) (2 mg de silicato de sodio + 8,5 ml de acido sulfurico 0,5M + 100 ml de agua
tridestilada) continuando con agitacion a 90°C durante una hora.

Método 2

Se utilizé el método de Aslan et al. [181] con modificaciones. En un matraz, a
temperatura ambiente y durante una hora, se agitaron 5 ml de AgCT, 20 ml de
isopropanol (C3HgO), X pul de tetraetil ortosilicato (TEOS,C16H204Si) y 0,5 ml de
hidroxido de amonio (NH;OH) al 30%.

La cantidad, X, de TEOS afiadida se varié para obtener sistemas con distintos
espesores de dioxido de silicio, siendo éste mayor al usar mayor cantidad de ortosilicato.

Se utilizaron 2,5, 3,5y 5 pl, en sucesivas sintesis.

Tras la sintesis se usaron distintos procedimientos de lavado:

e |: disolucién y posterior centrifugacion con disolucion H,O:EtOH (5:4)

tres veces a 3500 rpm durante 30 minutos.

e |l: disolucién y posterior centrifugacion con agua una sola vez a 4500 rpm

durante 30 minutos.
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5.4. Preparacion de muestras

5.4.1. Muestras para espectroscopia
5.4.1.1. Emodina

Muestras para infiltrar en PSi

Las muestras de EM se prepararon a partir de una disolucion madre en metanol
(MeOH) de concentracion 2 mM.

Las diferentes muestras utilizadas fueron:

e Muestra | (EM/Ag/MeOH): contiene el farmaco absorbido en la superficie
de las AgNPs de coloide AgHX, previamente centrifugado y redispersado en
MeOH. Concentracion final de EM: 0,2 mM.

e Muestra Il (EM/Ag/H,0): contiene el farmaco absorbido en la superficie
de las AgNPs de coloide AgHX. Concentracion final de EM: 0,2 mM.

e Muestra 11l (EM-BSA/Ag/H,0): el farmaco va acomplejado con albumina
de suero bovina (BSA) formando el sistema BSA-EM. La proteina, BSA se disolvio
en el coloide AgHX y posteriormente se afiadié la EM en concentracion suficiente

para formar complejos 2:1 EM-BSA. Concentracion final de EM: 0,02 mM.

e Muestra IV (EM/MeOH): disolucion de EM en MeOH, en ausencia de NPs

métalicas. Concentracion final de EM: 0,2 mM.

Estas disoluciones se utilizaron para infiltrarlas en las laminas del material poroso.
Las muestras de PSi se obtuvieron depositando una gota de la disolucién correspondiente
de EM sobre la superficie de las obleas previamente sintetizadas. La infiltracion se llevo a
cabo de dos formas diferentes: i) facilitando su introduccion por gravedad, a presion

atmosférica o ii) utilizando vacio. En todos los casos se trabajé a temperatura ambiente.
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Muestras para los sistemas "core-shell"

Las disoluciones de EM en sistemas “core-shell” se prepararon afiadiendo 100 ul
de una disolucion del farmaco (1,7 10°M en MeOH) a 900 pl de la suspensién de “core-

shell” correspondiente.

5.4.1.2. Ketorolaco

Todas las muestras para espectroscopia Raman se prepararon a partir de una
disolucion madre acuosa de KT 1x10™ M para, posteriormente, diluir a la concentracién

correspondiente para cada disolvente.

Los espectros SERS se obtuvieron con muestras de KT preparadas a partir de
disoluciones acuosas 1x10° M que se afiadieron a AgHX hasta una concentracion final de
1x10™ M. Esta concentracioén supone un compromiso entre la concentracién mas alta que
permite hacer medidas de absorbancia y fluorescencia de las disoluciones sin que se
observe saturacion de las correspondientes sefiales, y la que proporciona sefiales SERS
con buena relacion sefial/ruido. En los casos necesarios se utilizo cloruro de potasio (KCI)

con concentracion 0,025 M como agregante.

Para la obtencion de espectros de absorcion UV-Visible se utilizaron disoluciones

acuosas de KT con una concentracion de 4x10° M.

El pH se ajusté en todos los casos con disoluciones diluidas de acido clorhidrico

(HCI) o hidréxido de sodio (NaOH) hasta alcanzar el valor deseado.

Las medidas de FT-IR se obtuvieron con muestras de KT en estado solido.

5.4.1.3. Indometacina

Las muestras de IM para espectroscopia Raman se prepararon a partir de una
disolucion madre 1x10" M en DMSO para su posterior dilucién en los diferentes

disolventes hasta conseguir la concentracion adecuada.
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En el caso de los espectros SERS la correspondiente alicuota de disolucion madre

se afiadié a AgHX hasta una concentracién final de 1x10™ M.

Para ajustar el pH se utilizaron como en el caso de KT disoluciones diluidas de HCI
y NaOH hasta alcanzar el valor deseado.

5.4.1.4. Piroxicam

Las muestras de PX para espectroscopia Raman se prepararon a partir de una
disolucion madre 0,26 M en DMSO para su posterior dilucion en los diferentes

disolventes hasta conseguir la concentracion adecuada.

Al igual que en casos anteriores, para la obtencion de los espectros SERS la
correspondiente alicuota de disolucion madre se afiadio a AgHX y AuCT hasta una
concentracion final de 1x10™ M. En el caso del coloide AuCT se utiliz6 nitrato potasico

(KNO3) en concentracion 0,025 M como agregante

Para obtener los espectros de absorcion UV-Visible se utilizaron disoluciones de

KT en distintos disolventes con una concentracion de 1x10™ M.

El pH se ajusté a partir de disoluciones diluidas de HCI y NaOH hasta el valor

necesario.

5.4.2. Muestras para microscopia electronica de transmision

Para la adquisicion de imagenes TEM de los distintos sistemas "core-shell”, se
deposit6é una pequefia alicuota, 5 ul, de la suspension que los contenia sobre una rejilla de
cobre y se dejo evaporar el disolvente. El nimero estimado de NPs/mL de coloide es 10*,

suponiendo geometria esférica para los nanosistemas.

5.4.3. Muestras para microscopia electronica de barrido

Se obtuvieron imagenes SEM directamente de las distintas obleas de PSi, no siendo

necesaria ninguna manipulacién ni metalizacion al ser estas suficientemente conductoras.






6. Resultados y discusion






Resultados y discusion: Emodina -97 -

6.1. Emodina

Dado que la EM ha sido caracterizada previamente por SERS y MEF en el grupo se
ha utilizado para el estudio de estos sistemas nanoportadores.

6.1.1.  Silicio poroso

Para caracterizar morfoldgica y espectroscopicamente las laminas de PSi que nos
proporcionaron (ver materiales) se utilizo microscopia SEM y fluorescencia y Raman

respectivamente.

Con los parametros adecuados de fabricacion se obtuvieron capas de PSi con
espesores en el orden del micrometro (figura 6.1.) y un tamafio de poro de 30 y 60 nm
(figura 6.2.).

Figura 6.1. Imagenes SEM de la seccion transversal de las laminas
de PSi (tamafio de poro: 60 nm) cargadas con diferentes muestras de EM.
a) muestra | (Em/Ag/MeOH), b) muestra Il (Em/Ag/H,0), ¢) muestra IlI
(Em-BSA/AgQ/H,0).
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Figura 6.2. Imagenes SEM de la seccién transversal de las laminas

de PSi, sin carga, con diferente tamafio de poro. a) 60 nmy b) 30 nm.

Los espectros realizados en las laminas de PSi se han obtenido en el Renishaw
inVia (estos espectros y todos los adquiridos en esta tesis se han obtenido a la minima
potencia que produce una sefial-ruido aceptable) y se han tomado en diferentes puntos de
la seccion transversal de las muestras. Para la linea laser de excitacion usada
(Aexc = 532 nm) el diametro del haz laser en la muestra es de 1um, lo que nos permitio

tener resultados con una resolucion espacial de 1um.

La figura 6.3. muestra los espectros Raman de una lamina de PSi, con los poros
vacios, en distintas posiciones de la seccion transversal. Las diferencias que aparecen nos
permitieron limitar el espacio de la oblea que ocupa el PSi y medir la anchura de la capa
usando esta técnica. El Si cristalino presenta una banda estrecha y simétrica, a 520 cm™,
muy caracteristica, y otra ancha a 976 cm™, que en el PSi aparecen desplazadas a
503 cm™ y 931 cm™ respectivamente, cambiando, ademas, su forma y anchura, siendo la
banda que aparece a 503 cm™ mas ancha en el PSi que en el Si cristalino. En el PSi
aparece también otra banda mas intensa a 300 cm™. La banda a 503 cm™ permiti6
determinar el grosor de la capa de PSi en cada muestra, haciendo barridos a lo largo de
toda la seccion transversal de las muestras, donde se recogian espectros cada 1pm. El

valor asi obtenido coincide con el que muestran las imagenes SEM.
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Figura 6.3. Espectros Raman en distintas posiciones de la seccion
transversal de una lamina de PSi sin carga en los poros: silicio cristalino
(Si), interfase Si-Psi, PSi a 3 um de la interfase Si-PSi e interfase PSi-Aire.

Tamafio de poro: 60 NM. Aexc = 532 nm.

El PSi presenta, ademas de espectro Raman, espectro de fluorescencia [39], que se
manifiesta en una banda centrada a 756 nm, como se muestra en la figura 6.4.a. Esta
banda tiene una intensidad relativa cuatro veces menor que la banda Raman que aparece a
503 cm™ (marcada en la figura con un asterisco). Para estudiar la estabilidad del PSi
sintetizado se obtuvieron espectros a los 30 dias de su fabricacion y exposicion a la
atmosfera. La figura 6.4.a indica que las bandas Raman del PSi permanecen sin cambios,
sin embargo, la intensidad de la fotoluminiscencia decae un 37% y se produce un ligero
desplazamiento hacia el azul (747 nm), indicando una oxidacion de la capa de PSi debido

a la exposicion al aire.

Para estudiar la uniformidad de la ld&mina de PSi sintetizada se realizaron medidas
en distintas posiciones, separadas 1um, a lo largo de la seccidn transversal (figura 6.4.b).
Los espectros muestran similitud en intensidad y en posicion en la zona de poros, lo que

indica uniformidad en la composicion de la capa.
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Figura 6.4. Espectros de emision de fluorescencia de una lamina de
PSi sin carga en los poros. a) Espectros realizados en el centro de la
seccidn transversal de la lamina (3 um de la interfase Si-PSi) de la muestra
recién preparada y transcurridos 30 dias de su preparacion. La banda
Raman del PSi a 503 cm™ esta marcada con un asterisco. b) Espectros en
distintos puntos situados a lo largo de la seccién transversal de la muestra

recién preparada. Tamafio de poro en el Psi: 60 nm. Aexe = 532 nm.



Resultados y discusion: Emodina - 101 -

Una vez estudiado el material poroso se caracterizaron las distintas disoluciones del
farmaco que, posteriormente, se infiltraron en el mismo. En la figura 6.5. se muestran los
espectros de emision de fluorescencia de las muestras de EM utilizadas: muestra |
(EM/Ag/MeOH), muestra Il (EM/Ag/H,0), muestra 111 (EM-BSA/Ag/H20) y muestra IV
(EM/MeOH). Estos resultados se utilizaron posteriormente para compararlos con los
obtenidos tras infiltrar las correspondientes disoluciones en el PSi.

OH O OH Muestra | (EM/Ag/MeOH)
— Muestra Il (EM/Ag/H,0)
i “O - Muestra Ill (EM-BSA/Ag/H,0)
o} —— Muestra IV (EM/MeOH)
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Figura 6.5. Espectros de emision de fluorescencia de EM en
disolucion: muestra | (EM/Ag/MeOH), muestra 1l (EM/Ag/H,0), muestra
11 (EM-BSA/Ag/H,0) y muestra IV (EM/MeOH). En el recuadro interior

se detalla la parte del espectro de la muestra muestra |1 (EM/Ag/H,0) que
corresponde al espectro SERS. Aexc =532 nm.

Los trabajos publicados previamente en nuestro grupo para la EM [62] nos
permitieron analizar estos espectros. EI mondémero dianidnico de la EM en disolucion
acuosa presenta un maximo de emision a Aemiss = 732 nm cuando Aexc = 514 nm. Este
maximo se desplaza hacia el rojo, a valores alrededor de Aemiss ~ 600 nm, cuando aparecen

los agregados, a pHs neutros o acidos, y la especie de la EM es monoani6nica o neutra.
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Cuando la EM se disuelve en MeOH y a concentraciones bajas se presenta como
mondmero, que tiene un maximo de emisién a 560 nm cuando Aex = 514nm. Al aumentar
la concentracion, y con la aparicion de agregados, estos se caracterizan por la aparicion de

bandas de emision tanto a Aemiss = 540 Nnm como a Aemiss= 575 nm.

Cuando se utiliza coloide acuoso, muestra 11 (EM/Ag/H,0), la propia EM actla
como agregante de las AgNPs y no es necesario afiadir otras moléculas a la disolucion
que hagan este papel. La agregacion de AgNPs se manifesta en que también se observa,
espectro SERS. La presencia de agregados de EM en disolucion se refleja en la aparicion
en el espectro de bandas anchas de emision de fluorescencia caracteristicas de los mismos
con maximos a 620, 660, 690, 790 y 830 nm.

En las disoluciones que contienen AgNPs en medio organico, muestra |
(EM/Ag/MeOH), no se observa espectro SERS, ya que el alcohol evita la agregacion de
las AgNPs. Sin embargo, si se observa amplificacion de la intensidad de fluorescencia ya
que la formacion de agregados de EM hace que estos funcionen como espaciador y las

moléculas situadas a una cierta distancia del metal presentan efecto MEF.

En la muestra 111 (EM-BSA/Ag/H0), la intensificacion de la sefial de fluorescencia
del farmaco (efecto MEF) es ain mayor que en el caso de la muestra | (EM/Ag/MeOH).
La posicion del farmaco en el complejo EM-proteina hace que éste se sitle a una
distancia Optima de la superficie del metal y es la propia proteina la que actla de
espaciador. Al formarse el complejo, con alta constante de unién, Kynign = 2,8%10° M
[64], la concentracion de EM libre es pequefia no permitiendo la agregacion de las NPs y
consecuentemente no se observa espectro SERS. EI maximo de emision se desplaza hacia
el rojo indicando que parte de las moléculas de EM se encuentran como monomeros,
fundamentalmente las que estan unidas a la proteina, y otras se encuentran como
agregados, aunque la cantidad de éstos es insuficiente para que haya agregacion de NPs,

como se ha referido anteriormente.

Por altimo el espectro de la muestra IV (EM/MeOH) presenta solo las bandas de
fluorescencia caracteristicas de la EM en MeOH ya que al no tener NPs del metal no

presenta ni efecto SERS ni efecto MEF.

Una vez caracterizadas las diferentes disoluciones de EM, se estudidé su

comportamiento al infiltrarlas en PSi. El analisis de la emision de fluorescencia de la EM,
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al excitarla a 532 nm, cuando se infiltraron en los poros del PSi, ya sea sola, adsorbida en
la superficie de las AgNPs o acomplejada con la albumina, presenta un problema
principal, ya que las bandas del monémero de EM y del PSi solapan. Para resolver esta
incertidumbre se realizaron espectros de emision de fluorescencia, en la secci6n
transversal, a 3 um de la interfase Si-PSi, de diferentes laminas de PSi, cargadas con:
a) EM disuelta en MeOH, muestra IV (EM/MeOH), b) solo con nanoestructuras de plata,
AgHX, ¢) EM adsorbida en la superficie de AgNPs y disuelta en agua, muestra Il
(EM/Ag/H,0) y d) PSi con los poros vacios. Todas las infiltraciones se realizaron a
presion atmosférica. Los resultados pueden verse en la figura 6.6.

18000 |—— PSi+muestra Il (EM/Ag/H,0)

{—— PSi+(AgHX)
—— PSi+muestra IV (Em/MeOH)
PSi no cargado

15000

12000

9000

Intensidad (u.a.)

6000 +

3000 — M

550 600 650 700 750 800 850 900

Longitud de onda/nm

Figura 6.6. Espectros de emisién de fluorescencia a 3 um de la
interfase Si-PSi de diferentes laminas de PSi cargadas a presion
atmosférica: muestra Il (EM/Ag/H,0), AgHX, muestra IV (EM/MeOH) y

PSi no cargado. Tamafio de poro: 60 nm, Aexc = 532nm.

A la vista de esta figura puede decirse que cuando la EM y las AgNPs no estan
juntas, el espectro de fluorescencia obtenido no muestra diferencias apreciables con

respecto al del PSi sin cargar. En muestras cargadas solo con EM, los agregados de gran
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tamarfio se quedan en la superficie y los de menor tamafio, que si pueden pasar a través de
los poros, no se quedan inmovilizados, por tanto, la banda observada se puede atribuir

principalmente al material mesoporoso.

Las AgNPs con agregados de EM en su superficie, amplifican la sefial de EM
cuando las moléculas se encuentran a una cierta distancia de la superficie metélica.
Matrices de PSi con un tamafio de poro menor, 30 nm, no presentan cambios en la
fotoluminiscencia del PSi, a pesar de cargarse con complejos de EM-AgNPs debido a un
problema de exclusién por tamafio, ya que las AgNPs tienen un didmetro mayor que el de

los poros impidiendo su penetracién en los mismos.

Se da, por tanto, un efecto de selectividad “por tamafio”. Este hecho podria ser de
utilidad en el caso de que mondmeros y grandes agregados de un determinado farmaco
tuvieran diferente actividad farmaceutica y/0 efectos secundarios, cambiando el tamafio
de poro del PSi empleado como nanoportador se podria seleccionar la “forma” del

farmaco deseada.

Una vez analizada la emision de fluorescencia de las laminas de PSi con y sin EM
se analizaron los espectros obtenidos cuando la matriz de PSi se cargd con EM
proveniente de las diferentes disoluciones de las muestras preparadas. La figura 6.7.
presenta los espectros obtenidos cuando las muestras se irradian a 3 um de la interfase Si-

PSi con una linea laser de 532 nm.

Se observa que cuando se introducen los complejos EM/Ag o EM-BSA/Ag, el
méaximo de fluorescencia se encuentra a Aemiss = 730 nm, posicidn asignada al farmaco en
disolucion acuosa [62], mientras que en las muestras sin AgNPs el maximo esta a
Aemiss = 756 nm, posicidn caracteristica del PSi. En presencia de plata y a diferencia de los
casos en que no la hay, la intensidad relativa de la fluorescencia respecto de la banda
Raman aumenta siendo la altura méxima de la banda de fluorescencia cinco veces la de la
banda Raman del PSi a 503 cm™. Por otro lado, el perfil de la banda indica,
principalmente, la presencia de mondmero que, en estado sélido, puede apilarse para

hacer de espaciador.
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Figura 6.7. Espectros de emision de fluorescencia a 3 um de la
interfase Si-PSi de diferentes laminas de PSi cargadas a presion
atmosférica: muestra | (EM/Ag/MeOH), muestra Il (EM/Ag/H,0),
muestra 111 (EM-BSA/Ag/H,0), muestra IV (EM/MeOH) y PSi sin cargar.

Tamafio de poro: 60 nm. Aexc = 532nm.

Por lo tanto, las AgNPs presentan dos principales ventajas: primero, actan como
union entre la superficie de los poros del PSi y el farmaco, permitiendo su inmovilizacion
y, en segundo lugar, producen un aumento de la sefial de fluorescencia del farmaco
debido al efecto MEF, que es claramente apreciable. Este aumento de la intensidad de
fluorescencia varia con el disolvente utilizado en el proceso de introduccion de las NPS

en la matriz y disminuye en todos los casos después de 30 dias de la preparacion.

En ninguna de las muestras cargadas en PSi se observé efecto SERS. Esto es debido
a dos factores; el primero la alta intensidad de la fluorescencia y el segundo la ausencia de
agregados de NPs, lo que permite que se produzca el efecto MEF pero evita el SERS.
Solo las NPs aisladas con un tamafio mas pequefio que los canales del PSi son capaces de
penetrar en los poros. Sin embargo, los agregados de NPs producidos por la EM vy

necesarios para que se dé efecto SERS, permanecen en la superficie de las capas de PSiy
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son eliminados en el proceso de lavado de las muestras que se realiza tras su preparacion.
Esto fue confirmado por la existencia de espectro SERS en la interfase de PSi-aire de

muestras no lavadas.

El andlisis de los espectros de las laminas de PSi cargadas con las muestras de EM
utilizando vacio en el proceso presenta, fundamentalmente, variacion en la intensidad de

las bandas respecto de las laminas que se cargaron a presion atmosférica, por gravedad.

El andlisis comparativo de la intensidad de la sefial espectroscopica de EM para las
diferentes disoluciones utilizadas en la infiltracion del farmaco en los poros se realizé a
través del factor de amplificacion de la emision de fluorescencia (EF). Este factor se
calculo, en cada caso, como la relacion entre el maximo de la sefial obtenida para una
muestra y su valor en la muestra 1V (Em/MeOH), que es la que se ha tomado como
referencia. Todos los espectros que se comparan se han tomado a la misma distancia de la
interfase Si-PSi y todos los espectros se han normalizado a la banda Raman del Si

cristalino.

La tabla 1. muestra los valores de los factores de amplificacion, EF, para los
espectros de las diferentes laminas de PSi cuando se cargaron a presion atmosférica o con
vacio. Para las infiltradas a presion atmosférica se dan valores en el momento de la
infiltracion y transcurridos 30 dias desde su fabricacion para controlar la estabilidad de
las muestras. Como puede verse los valores para el EF varian entre 10 y 24. ElI mayor
aumento se obtuvo con la muestra 111 (Em-BSA/Ag/H,0), donde la proteina esta presente
y como se ha comentado anteriormente el efecto MEF es maximo. Como la concentracién
de EM en esta muestra fue diez veces menor que en otras muestras (ver materiales), el EF
estimado debe considerarse como el limite mas bajo. No fue posible hacer experimentos

de esta muestra con mayor concentracion por problemas de solubilidad.

No se observa amplificacion de la fluorescencia con los complejos EM-BSA/Ag
cuando estdn cargados en condiciones de vacio. Esto podria deberse a cambios
estructurales en la proteina (posible desnaturalizacion) debido a las condiciones de vacio

utilizadas en la carga, y en consecuencia en el complejo farmaco-proteina.

El EF disminuye para las muestras en los dos disolventes, agua o alcohol, después
de 30 dias de la preparacion, debido, fundamentalmente, a la oxidacion del PSi. Los

complejos EM/Ag presentan mayores aumentos de la fluorescencia cuando se cargan a



Resultados y discusion: Emodina - 107 -

vacio que a presion atmosférica en solucion de MeOH, sin embargo, muestran menor
intensificacion cuando estan cargados en vacio que a presion atmosférica, para soluciones
en H,O. Este comportamiento puede explicarse por la diferente viscosidad de cada

disolvente, que favorece una u otra condicion de inmovilizacion.

Hay que tener en cuenta la presencia de dos fendémenos que pueden influir en la
intensidad de las bandas y que pueden hacer que la intensidad de la emision de
fluorescencia no sea proporcional a la concentracion. EI primero de ellos es el "inner
filter effect” (efecto interno de filtro, reabsorcion), el cual se minimiza a las
concentraciones a las que trabajamos. El segundo seria la transferencia de energia entre la
EM vy el PSi. La cuantificacion cada una de estas dos contribuciones independientes es
dificil y dado que afectarian a todas las muestras por igual no se han tenido en cuenta en
la estimacion del valor global de EF mostrado en la tabla 1.

Tabla 1. Factor de amplificacion de fluorescencia, EF, de las

muestras estudiadas.

EF
_ Presion
Prespn atmosférica, Vacio
atmosférica

30 dias
Muestra | (EM/Ag/MeOH) 10 7 20
Muestra Il (EM/Ag/H,0) 14 5 5
Muestra 111 (EM-BSA/Ag/ H,0) 24 5 1

Otro factor importante a analizar es la penetracion de las NPs con EM en los poros
de las laminas de PSi. Este analisis se llevo a cabo a partir de la caracterizacion de los
espectros obtenidos, para las diferentes muestras, a lo largo de la seccion transversal de
las capas de PSi cargadas, con una resolucion espacial de 1pm. La figura 6.8. muestra la
altura de la emision de fluorescencia a Aemiss = 745 Nm para todas las muestras cargadas a
presién atmosférica, después de haber normalizado todos los espectros a la banda Raman

del Si cristalino.
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Figura 6.8. Intensidad de la emision de fluorescencia a Aemiss = 745
nm de la seccion transversal, a diferentes distancias de la interfase Si-PSi
(origen 0 micras), de las diferentes laminas de PSi analizadas cargadas
con: muestra | (EM/Ag/MeOH), muestra Il (EM/Ag/H,0) y muestra Ill
(EM-BSA/Ag/H,0). Medidas realizadas en las muestras recién
preparadas y 30 dias después de su preparacion. Tamafio de poro: 60 nm.
Aexc = 932nm.

Como puede verse en la figura 6.8. la penetracion no es la misma para todas las
muestras. La preparacion de la muestra tiene una gran importancia en la inmovilizacién
de los complejos EM-Ag dentro del poro de PSi. Las muestras cargadas con los
complejos de EM/Ag disueltos en MeOH muestran un comportamiento diferente a las que
estan cargadas con los complejos EM/Ag disueltos en H,O. En las muestras donde el
disolvente es MeOH las NPs se inmovilizan a lo largo del nanoporo de forma uniforme,
sin posiciones preferenciales y la cantidad de moléculas cargadas permanece constante

como se deduce de los valores similares de fluorescencia obtenidos.
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En el caso de muestras cargadas con los complejos disueltos en H,0, la infiltracion
de las NPs con EM no es uniforme. Hay una posicién donde la intensidad es maxima vy,
por tanto, la acumulacion de NPs es mayor. Esa posicion es la que estda 2 0 3 um de la
interfase Si-PSi. La presencia de BSA en los sistemas que se infiltran no presenta ninguna
caracteristica diferente a las otras muestras acuosas infiltradas. Después de 30 dias de
preparacion, la disminucion de la intensidad maxima a Aemiss = 745 nm es notable. En
todos los casos, las zonas que estdn mas cercanas a la interfase PSi-Aire muestran
mayores cambios, debido a procesos de oxidacion del PSi, que se produce en menor
medida en el interior de los poros.

6.1.2. “Core-Shell”

Los “core-shell” sintetizados se caracterizaron por distintas técnicas para encontrar
el sistema que, ademas de transportar la EM, produjera una mayor amplificacion de la
intensidad de fluorescencia del farmaco, aumentando asi la sensibilidad en la deteccion
del mismo. Esto permitird una disminucion en el limite de deteccion y facilitara su

seguimiento por el organismo en su camino a las células enfermas.

Se realizaron imagenes TEM de todos los sistemas “core-shell” sintetizados, con
los dos métodos de fabricacion y con los dos métodos de lavado, para determinar los
espesores de la capa de dioxido de silicio y verificar la uniformidad de las NPs formadas

en cada caso (figura 6.9.).

Los sistemas sintetizados segn el método 1 dan lugar a un recubrimiento con un
espesor medio de 3 nm y las imagenes obtenidas (figura 6.9.a) indican que éste es
irregular. Por el contrario, en los sistemas con recubrimiento de mayor grosor,
sintetizados usando el método 2 (figura 6.9.b, c, d), se forma una capa uniforme de
dioxido de silicio: 2,5 pl de TEOS producen espesor medio de 28 nm; 3,5 pl de TEOS
producen espesor medio de 36 nm y 5 pl de TEOS producen espesor medio de 40 nm. En
todos los casos se aprecia una disminucion de espesor de la capa de dioxido de silicio a

medida que se utiliza menor volumen de TEOS.
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Figura 6.9. Imagenes TEM de los sistemas “core-shell” sintetizados
obtenidos por: a) método 1 y lavados por el método Il, b) método 2 con
2,5 pl de TEOS y lavados por el método I, ¢) método 2 con 3,5 pl de TEOS
y lavados por el método Il y d) método 2 con 5 pl de TEOS vy sin lavar.

También se utilizaron dos métodos de lavado diferentes. EI método | tenia mas
ciclos de lavado (disolucion y posterior centrifugacion con H,O:EtOH (5:4) tres veces a
3500 rpm durante 30 minutos), que el método Il (disolucion y posterior centrifugacion
con agua una sola vez a 4500 rpm durante 30 minutos).

La diferencia que pudo establecerse entre sistemas lavados y sistemas no lavados no
parece residir en la estructura de los mismos, sino en el medio: las muestras sin lavar

presentan un pH = 10,0 y en las lavadas éste pasa a pH = 5,0.
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Los sistemas “core-shell” se sintetizaron a partir de coloide AgCT. El espectro UV-
Visible del coloide de partida presenta un maximo a Amax = 407 nm, correspondiente a la

absorcion del LSP de las NPs metalicas.

3,0
Sistemas sin lavar
—— AgCT
— — 40nm
I ——36nm
=) 28nm
@ 3nm
‘o
c
©
=
o
wn
o
<
0,0 T T T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda/nm
3,0
Sistemas lavados
2,5 4
—— AgCT
—_ —— 40 nm
I —— 36nm
) 2,0
=) 28nm
© 3nm
2
S 154
2
o
(7]
o
<
0,0 T T

. T . T . T . T . T .
300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda/nm

Figura 6.10. Espectros de absorcién UV-Visible de los sistemas
“core-shell” sintetizados con diferentes espesores de SiO,, 40 nm, 36 nm,

28 nm, 3 nmy AgCT sin recubrir. a) sin lavar y b) lavados.
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Este maximo (figura 6.10.) se desplaza a longitudes de onda mayores al aumentar el
grosor de la capa de didxido de silicio. La intensidad de la banda de absorcion es mayor
para las NPs de 3 nm de espesor que para el resto. Esta tendencia coincide con la que
presentan sistemas similares en la bibliografia y es debida al aumento del indice de
refraccion local alrededor del nGcleo de plata inducido por el recubrimiento de didxido de
silicio y a la agregacion de las NPs metalicas. La tabla 2. muestra los valores de Amax de

absorcion para los diferentes “core shell” sintetizados.

Tabla 2. Longitud de onda de absorcion méaxima en los espectros

UV-Visible de los sistemas “core-shell” sintetizados.

Ag@SiO; 3nm Ag@SiO, 28nm | Ag@SiO, 36nm | Ag@SiO; 40nm

(2,5 ul TEOS) (3,5 ul TEOS) (5 ul TEOS)
AbS | Amax (NM) | AbS | Amax (nM) | AbS | Amax (NM) | AbS | Amax (NM)
Sin lavar 2,9 420 1,0 436 1,0 438 1,1 450
Lavadas
- 1,1 439 1,1 444 1,0 452
(Método 1)
Lavadas
2,6 433 - 0,5 457 0,6 471
(Método 2)

Con ambos métodos de lavado se obtuvieron resultados espectroscopicos similares
y no se aprecio ninguna diferencia notable, ni en el aspecto, ni en el tamafio, de las capas
de dioxido de silicio.

Una vez caracterizados los sistemas “core-shell” sintetizados se procedio a formar
el complejo con el farmaco. En los nuevos sistemas la EM se adsorbe en los poros de la
capa de dioxido de silicio. La caracterizacion de estos nuevos sistemas se hizo mediante
espectroscopia MEF de la EM.
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Se realizaron medidas de fluorescencia excitando con la linea laser de 532 nm en
resonancia con el LSP de las AgNPs que forman el nlcleo. En la figura 6.11. se muestran
los espectros de emision de fluorescencia de EM inmovilizada en los “core-shell”

sintetizados sin proceso de lavado posterior.
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Figura 6.11. Espectros MEF de EM en los sistemas “core-shell” sin
lavar de diferentes espesores (40 nm, 36 nm, 28 nm y 3 nm), asi como en
coloide AgCT. Se presenta también el espectro de fluorescencia de EM en

disolucidn acuosa. Aexc = 532nm.

Se obtuvieron espectros de EM: a) en disolucion acuosa (pH = 7,0), b) utilizando
coloide de plata AgCT vy c) inmovilizada en los sistemas “core-shell”. Los sistemas a) y
b) se consideran muestras de referencia y, como puede observarse en la figura 6.11., en
estos casos la banda de emisién de fluorescencia de EM indica la presencia de agregados
del farmaco. En el caso de que éste se encuentre adsorbido en la superficie de las NPs
metalicas el “quenching” de la emision de la fluorescencia es mayor que la amplificacion
debido a un efecto de corta distancia metal-fluor6foro. En estas condiciones de pH,
cercano al pKay, hay un namero considerable de mondmeros y el nimero de moléculas

agregadas no es suficiente para crear una capa de espaciador 6ptima para la aparicion de
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efecto MEF. Por otro lado, la presencia de moléculas de EM adsorbidas en la superficie
de las NPs metalicas permite la amplificacion de la sefial Raman y por tanto efecto SERS.

El analisis de los espectros de EM utilizando ““core-shell” indica que estos sistemas
presentan diferente comportamiento. En primer lugar, salvo para el de menor espesor, la
banda que se observa es la caracteristica del mondémero, como corresponde al pH del
medio (pH = 10). Los sistemas con capa de silice de 3 nm presentan una intensidad de la
emision de fluorescencia similar a la que aparece en las muestras del farmaco en
presencia de coloide AgCT vy se observa espectro SERS muy débil. Asi, la distancia que
se establece entre el metal y el farmaco no es suficiente para que haya MEF y el efecto de
amortiguamiento de la fluorescencia es superior al de amplificacién. Esto indica que la
presencia de esta capa tan fina no modifica, considerablemente, desde un punto de vista
fluorescente, el comportamiento del sistema EM-NPs y que la capa irregular de silice
facilitaria la posibilidad de que se formen agregados de farmacos en la superficie del
metal o entre los grupos de nanoestructuras, a pesar del pH = 10,0, claramente basico.
Habria que sefialar, ademas, que el pH y las caracteristicas fisicoquimicas de la interfase
metal-disolvente son propias y diferentes a las del seno del coloide. Respecto a la
desaparicion de la amplificacion Raman, la explicacion se encuentra en la ausencia de
moléculas adsorbidas en la superficie de las NPs metalicas, por la presencia de la capa de
dioxido de silicio, que hace que no haya primera esfera de farmaco y, por tanto, que no
haya SERS.

Por el contrario, los sistemas con capa de silice de mayor espesor presentan un gran
aumento de la fluorescencia del farmaco por ser este grosor el que establece la distancia
Optima para que el “quenching” sea menor que la amplificacion y haya, por tanto, efecto
MEF. Entre los sistemas que tienen capa de silice mas gruesa se obtiene la maxima
intensidad de fluorescencia con el fabricado con 3,5 pl de TEOS, que presenta un espesor
promedio de 36 nm. Los otros dos casos, de espesores medios de 28 nm y 40 nm,
presentan efecto MEF pero menos que el de 36 nm. Esto confirma, tal y como indica la
teoria, que la intensidad de fluorescencia no varia de forma lineal con la distancia
fluor6foro-metal, sino de forma sinusoidal. En nuestro caso la distancia 6ptima es la de
36 nm. Respecto de la espectroscopia Raman, ninguno de los sistemas con capa gruesa de
silice presenta sefiales SERS. Al igual que ocurria con el sistema de capa de 3 nm, al
encontrase las moléculas separadas del metal y a una cierta distancia de la superficie de

las NPs, no existe primera corona de fArmaco y no se observa espectro SERS.
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A continuacion se analizaron los espectros de fluorescencia de las muestras después
de lavadas, que pueden verse en la figura 6.12.
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Figura 6.12. Espectros SERS y MEF de la EM en los sistemas
“core-shell” lavados de diferentes espesores (40 nm, 36 nm y 28 nm), asi
como en coloide AgCT. Se presenta también el espectro de fluorescencia

de EM en disolucién acuosa. e = 532nm.
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Los resultados obtenidos en el caso de sistemas “core-shell” lavados son muy
distintos de los que se obtienen en los mismos sistemas sin lavar. En todos los casos
desaparece el gran efecto MEF y ademaés, aparecen bandas SERS del farmaco. Las bandas
de emision de fluorescencia que aparecen son las caracteristicas de agregados del farmaco
y no aparece monémero de EM.

La disminucion en la amplificacién de la fluorescencia puede deberse a que la
presencia de agregados del farmaco aumenta la distancia metal-farmaco, de modo que ya
no es la distancia Gptima para un aumento maximo. Recuérdese que en el parrafo anterior
se veia como no son los “core-shell” con capa de mayor espesor los que presentan mayor

efecto MEF, sino los que tienen un espesor intermedio.

La explicacion a la aparicion de espectro SERS puede radicar en varias causas. En
primer lugar, el proceso de lavado puede provocar la desestabilizacion de la capa de
dioxido de silicio de los “core-shell” haciendo que en algunas NPs o en alguna parte de su
superficie, ésta quede sin recubrir y las moléculas de EM que se adsorben en esos puntos
den amplificacion Raman. Aunque el porcentaje de moléculas con este efecto fuese
pequefio, y no se hubiese detectado en las imagenes TEM adquiridas, podria ser suficiente
para ver el espectro SERS. En segundo lugar las diferencias existentes en el pH del medio
(sin lavar pH = 10 y lavadas pH = 5), hace que se produzca un cambio en el estado id6nico
de la EM y que la especie estable (monoanionica o neutra) tenga mas afinidad por la
superficie de metal libre. Esto explicaria que a pH basico, en los “core-shell” sin lavar,
donde la especie estable es la dianionica, con menos afinidad por la superficie, no se note
este efecto. En tercer lugar, el pH en las proximidades de la superficie, en la llamada capa
de Stern, con caracteristicas fisicoquimicas propias, no es el mismo que el del medio, lo
que modifica el comportamiento de las moléculas que se unen en esa zona. En cualquier

caso es muy dificil aislar los diferentes efectos y atribuir una razén clara a este fenémeno.

En estos espectros SERS aparecen las bandas caracteristicas de EM [62]. Por debajo
de 1000 cm™ las bandas que aparecen se deben a las vibraciones de tension fuera del
plano de los enlaces C-H en los anillos aroméaticos. Las bandas en 1400-1320 cm™ son
atribuidas a movimientos de tensién en el plano acoplados a la tension de los enlaces C-
O. La intensidad de la banda a 649 cm™ debida a la vibracién de deformacién fuera del
plano de los O-H vy la relacién entre las bandas 940/920 indica la presencia de la forma

monoanidnica.
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6.2. Ketorolaco

La caracterizacion espectroscopica (SERS) de KT sobre NPs metalicas se llevd a
cabo utilizando coloide de plata de hidroxilamina, AgHX. La eleccion del sistema
nanotrasportador vino determinada por los siguientes factores: i) reducir la gran
solubilidad del farmaco, para intentar que aumente su biodisponibilidad, ii) la facilidad
para su sintesis. Para poder alcanzar este objetivo fue necesario llevar a cabo previamente

el analisis de los espectros de vibracion en ausencia de dichas NPs.

Existen en la bibliografia algunos datos basicos del KT: el espectro de absorcion
UV-Visible [91] y algunos espectros vibracionales, infrarrojo y Raman [182-184],

correspondientes a la fase solida.

En esta memoria se presentan los espectros de absorcion UV-Visible, infrarrojo y
Raman de KT, en disolucién acuosa para diferentes condiciones de pH, concentracion y
longitud de onda de excitacion asi como en otros disolventes con diferentes

polarizabilidades.

En la figura 6.13. se muestran los espectros FT-IR (coincidente con los reportados

en la bibliografia [184]) y Raman de KT en estado solido.

Se utilizaron todos los laseres de que disponiamos, Aexc = 325 nm, 442 nm, 532 nm
y 785 nm, para excitar el espectro Raman de KT en estado sélido. Excitando a 325 nm y
442 nm no se aprecié ninguna sefial Raman debido a la intensa sefial de fluorescencia.

Los espectros Raman excitados a 532 nm y 785 nm eran similares.
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Figura 6.13. Espectros Raman y FT-IR de KT en estado solido.

Espectro Raman: Aexe = 532 nm.
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El anélisis de los espectros FT-IR y Raman, nos permitié asignar las bandas
caracteristicas [185] de los grupos moleculares de KT:

e Grupo aromatico (®): Segun la bibliografia consultada presenta bandas
Raman en la zona de 1430-1625 cm™ del espectro debidas a la tensién del enlace
C=C, lo que nos permite asignar las bandas a 1467 cm™, 1492 cm™, 1561 cm™,
1585 cm™ y 1596 cm™ del espectro a este grupo.. La banda que aparece a 1000 cm™
es debida a las vibraciones de deformacion en el plano de los enlaces C-H, bastante
intensa en Raman pero no en IR y la banda a 728 cm™, por las deformaciones fuera
del plano, puede verse en IR pero no en Raman..

e Grupo carboxilico (©): tiene una banda por la tensién del C=0 a 1277 cm™
debido a la formacién de dimeros, lo que generalmente ocurre en estado solido y

disoluciones concentradas.

e Diaril cetona (®): debido a la vibracién de tension del C=0, exhiben una
banda intensa en IR en la zona de 1600-1670 cm™, a 1612 cm™ en el espectro

presentado, que en Raman no aparece.

e Pirrolizina (©): da lugar a bandas muy fuertes en IR y fuertes en Raman a
1380-1430 cm™ debido a vibraciones de tension en el plano de los enlaces C-C y

C-H, en este trabajo se ha asignado la banda que aparece a 1390 cm™ a este grupo.

Posteriormente se realizaron estudios de KT en disolucion, con el fin de determinar
la estructura y comportamiento de las diversas especies que aparecen en este caso. Se
obtuvieron espectros Raman en disolucion acuosa (SP = 0,681 [186]) a pH = 2,0,
pH = 5,0 y pH = 8,0 teniendo en cuenta el pKa de la molécula y para mimetizar diversas
condiciones fisioldgicas. Para ayudar en la interpretacion de los espectros en disolucién
acuosa, se utilizaron otros disolventes con distintas polarizabilidades (SP) [186], DMSO
(SP =0,830), 1-Propanol (SP = 0,658), 1,4-Dioxano (SP = 0,737).

El espectro UV-Visible de las disoluciones acuosas de KT, apH =2,0 y pH = 8,0 se
muestra en la figura 6.14. EI maximo de absorcion varia ligeramente de posicién debido a
un equilibrio ceto-endlico (pKa = 3,5); la forma cetdnica (cet), estable a pHs > pKa,

presenta Amax = 325 nm, mientras que la forma endlica (en), presente a pHs < pK,, tiene
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Amax = 320 nm. Las longitudes de onda de los laseres disponibles, indicadas en la figura
6.14. con flechas, nos permitié iniciar el estudio intentando obtener espectros Raman y

Raman resonante.
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Figura 6.14. Espectros de absorcion UV-Visible de KT (4x10™ M)
en disolucion acuosa: pH = 2,0 y pH = 8,0. Las flechas indican las
longitudes de onda de los laseres disponibles para excitacion de los

espectros Raman.

En la figura 6.15. se presentan los espectros Raman de una disolucion acuosa de KT
a diferentes pHs y con diferentes longitudes de onda de excitacién, junto con el espectro
del s6lido. No se observO espectro Raman con excitacion a 325 nm, condicion de
resonancia. Excitando a 785 nm se observa un espectro muy débil. Al utilizar como
fuente de excitacion los laseres de 442 nm y 532 nm se obtienen espectros con bandas
mas nitidas e intensas. La longitud de onda de excitacion Aexc = 532 nm presenta, ademas,

la ventaja de estar en resonancia con el LSP de las AgNPs.
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Figura 6.15. Espectros Raman de KT (4x10° M) en disolucion
acuosa a pH = 5,0 con: Aexe= 325 nm, 442 nm, 532 nmy 785 nm. Y a
pH=2,0 y pH = 8,0 con Aexe= 532 nm. Comparacion frente al espectro

Raman de KT solido.

Los espectros obtenidos para las diferentes disoluciones no presentan grandes
diferencias con el obtenido para el sélido. Cabe destacar que en el espectro a pH = 2,0,
donde la molécula se encuentra en forma endlica, desaparece el doblete de la banda a
1600 cm™, debida a la vibracion de tensién del enlace C=C del anillo bencénico, en
presencia de un grupo C=0. También se observa una nueva banda a 1615 cm™ (®) debido

al aumento de la conjugacion a este pH.
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Figura 6.16. Espectros Raman de KT en distintos disolventes
resultado de restar a cada uno de ellos el espectro del disolvente puro
correspondiente: 1-Propanol (4x10°M), 1,4-Dioxano (6x10°M), DMSO
(3x10IM), H,O (4x10°M), D,O (4x10°M). hexe= 532 nm. % Avrtefactos

debidos a la resta de los disolventes. Bandas de H,O y D,O marcadas con *.

La figura 6.16. muestra los espectros Raman de KT en varios disolventes obtenidos
como el resultado de restar a cada uno de los espectros de la disolucion el espectro del

disolvente puro correspondiente, salvo en el caso del H,O y D-0.

Los que presentan una mejor relacion sefial ruido y mayor nimero de bandas son
los correspondientes a los disolventes de mayor constante dieléctrica, el H,O y D,0,
donde el KT es mas soluble. En el caso del 1,4-Dioxano y 1-Propanol donde el KT
presenta una menor solubilidad, la espectroscopia Raman no tiene sensibilidad suficiente
para obtener espectros. Para H,O, D,O y DMSO, los espectros presentan variaciones no

relevantes, lo que indica una estructura similar de KT en todos ellos. En DMSO aparece
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de nuevo la banda a 1615 cm™ debida al aumento de conjugacién como pasa en

disolucion acuosa a pH = 2,0.

Después del estudio de los espectros Raman e IR se obtuvieron y analizaron los
espectros UV-Visible y SERS de KT en coloide de plata, AgHX.

3,0
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—— AgHX + KT
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Figura 6.17. Espectros de absorciéon UV-Visible de KT (1x10*M)
en AgHX: pH =5,0, pH = 2,0 y pH = 8,0. Comparacion frente al espectro
de absorcién de KT (1x10™M) en disolucién acuosa a pH = 7,0.

La figura 6.17. muestra los espectros UV-Visible del coloide AgHX y de KT en
disolucion acuosa a pH = 7,0 y de las muestras utilizadas para SERS. En todas las
disoluciones que tienen AgNPs aparece un maximo de absorcién a Amax = 405 nm
caracteristica del LSP. La disolucion acuosa de KT presenta la banda caracteristica de
absorcion del farmaco a Amax = 325 nm. En las disoluciones de KT en coloide AgHX
aparecen los dos maximos, con intensidades relativas diferentes segun el pH sea acido o

basico. A pH = 2,0 el coloide no es estable y la intensidad de la banda del LSP disminuye,
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teniendo la misma altura que la del farmaco. Por el contrario a pH = 8,0 el coloide si es
estable y la banda de absorcién del LSP es muy intensa, mucho méas que la del farmaco.
Hay que tener en cuenta, ademas, que la especie de KT adsorbida en la superficie de las
NPs del metal tiene caracteristicas propias porque el entorno es diferente y la especie
adsorbida no tiene por qué tener el mismo comportamiento espectroscopico que en

disolucion.
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Figura 6.18. Espectros SERS de KT (1x10™*M) en coloide AgHX: a
pH = 2,0 (sin agregante y Aexc = 532 nm), a pH = 8,0 (con agregante, KCI
4><10'3M, Y Aexc = 532 nm) y a pH = 5,0, (sin agregante y Aexc = 325 nm).
Comparacion frente al espectro Raman de KT (4x10°M) en disolucién

acuosa a pH = 7,0 y Aexec = 532 nm.
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Se obtuvieron espectros SERS a pHs = 2,0, 5,0 y 8,0, con y sin agregante y usando
las lineas de excitacion de 532 nm, que presenta resonancia con el LSP y 325 nm que
permite obtener Raman resonante. Para pH = 2,0 solo se observa espectro sin agregante.
Por el contrario a pH = 8,0 el uso de agregante facilita la aparicion de HS, puntos de
amplificacibn maxima y efecto SERS. Respecto de pH = 5,0 y usando la linea de
excitacion de 325 nm se obtiene SERS resonante (SERRS).

Algunos de los espectros SERS de KT obtenidos se muestran en la figura 6.18. En
el caso de los espectros en AgHX, contrariamente a lo que ocurria en disolucion acuosa,
aparecen diferencias dependiendo del pH. La clara intensificacion de la banda a 1000 cm’
1 (®) en el espectro a pH = 2,0, caracteristica de la respiracion en el plano del anillo
aromatico, indica, que este grupo esta cerca del metal y que, ademas, teniendo en cuenta
las reglas de seleccion en SERS, dicho anillo esta bastante perpendicular a la superficie.
A pH = 8,0 se observan unas bandas nuevas en el espectro SERS, a 1623 y 1660 cm™ (@)
que se asocian a un grupo “ceto” (diaril cetona) cercano al metal, intensificandose las
bandas asignadas a la parte pirrolizinica (©) pero no las correspondientes al grupo

aromatico.

A pH = 5,0, cercano al pKa, la molécula se encuentra en su forma cetonica, aunque
también hay forma endlica en disolucion. El espectro SERRS obtenido a Aexc = 325 nm es
similar al espectro con Aexc = 532 nmy pH = 8,0, sin embargo, destaca la amplificacion
que se produce de las bandas en la zona de 1300-1150 cm™ caracteristicas de la forma

enolica.

La diferencia en intensidad de las diferentes bandas nos proporciona informacion
acerca de la proximidad de los diferentes grupos de la molécula de KT a la superficie de
la NP. El campo electromagnético cerca de la superficie del metal tiene mayor intensidad
en la direccion perpendicular que en la paralela. Debido a este hecho, en SERS, las
bandas Raman correspondientes a las vibraciones moleculares perpendiculares a la
superficie se incrementan mas que las correspondientes a las bandas paralelas. Estas
reglas de seleccion de la superficie se pueden usar para entender, a la orientacion relativa
de una molécula a la superficie metalica. Mientras que a pH = 2,0 las bandas que se
intensifican son las del anillo aromatico, a pH = 8,0, son las bandas del grupo diaril-

cetona las que presentan amplificacién.
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Asi, el analisis conjunto de los espectros Raman y SERS de KT a diferentes pHs,
permite proponer la forma de aproximacién de las moléculas respectivas a la superficie de
las NPs, asi como su orientacién relativa. Un esquema de la geometria propuesta puede
verse en la figura 6.19.

pH 2

OH

HO

AgNPs

Figura 6.19. Representacion de la forma de aproximacion de las
moléculas de KT a la superficie de las AgNPs propuesta en este trabajo, a
pH=2,0ypH =8,0.

Los resultados SERS presentados y discutidos en los parrafos anteriores indican que
a pH < pKa la forma endlica de KT se aproxima a la superficie del metal por el anillo
aromatico que, ademas, se encuentra perpendicular a la misma ya que se intensifica
principalmente un modo de vibracion en el plano del anillo, mientras que a pH > pKa es
el grupo pirrolizinio de la forma cetonica el que se encuentra mas préximo a la superficie

metalica.
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6.3. Indometacina

Al igual que en el caso de KT el estudio SERS de IM se llevo a cabo a cabo en
coloide de plata, AgHX. En este caso el sistema nanotrasportador se eligio para aumentar
la solubilidad y biodisponibilidad del farmaco. La IM es practicamente insoluble en agua
por lo que se requieren técnicas de deteccion muy sensibles para poder estudiarla en
disolucion. Este sistema IM-NPs también es de facil sintesis y no se habia estudiado

antes.

Como en el caso de KT, también no hay publicados espectros vibracionales
infrarrojo y Raman de IM en disolucion, tan solo se conocen resultados para el sélido
[187-189]. De este farmaco existen datos en la bibliografia de espectros de absorcion UV-
Visible en metanol y otros disolventes organicos [190], y en disolucién acuosa, en

particular en lo referente a su fotoquimica [191].

Al igual que en el KT para caracterizar espectroscopicamente la IM junto con NPs
se realizd un estudio previo del farmaco en estado solido y en disolucion acuosa con
diferentes condiciones de pH, concentracién y longitud de onda de excitacion, ademas de
utilizarse otros disolventes con diferentes polarizabilidades. Se adquirieron y analizaron

espectros UV-Visible, infrarrojo y Raman de IM anteriores al estudio SERS.

Los espectros Raman y FT-IR de IM solida se presentan en la figura 6.20. Estos
espectros son caracteristicos de la forma y de IM [192], que forma dimeros mediante

enlaces de hidrogeno entre los grupos carboxilicos de dos moléculas.
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Figura 6.20. Espectros Raman y FT-IR de IM en estado solido.

Espectro Raman: Aexc = 532 nm.

Las bandas mas caracteristicas y que diferencian las diversas formas cristalinas del
farmaco son las debidas a las vibraciones de tension del enlace C=0. En el caso de la
v-IM las bandas de vibracion del C=0 en el grupo benzoilo (®) aparecen a 1692 y
1698 cm™ para IR y Raman respectivamente. La vibracion asimétrica del enlace C=0 del

grupo carboxilico (") en los dimeros ciclicos se observa a 1717 cm™ en los espectros IR.

La IM presenta un pKa = 4,5 por lo que se estudié el farmaco en disolucion a dos
pHs uno por encima y otro por debajo de este valor, para poder caracterizar
espectroscopicamente las diferentes formas de la molécula. En la figura 6.21.se
representan los espectros UV-Visible de IM a los dos pHs elegidos junto con las lineas

laser de excitacion disponibles.

La figura 6.21. indica que el espectro de absorcién de IM no varia con el pH
de forma apreciable y, por otro lado, que es posible observar un espectro de

“resonancia Raman” de IM excitando con un laser que emita a 325 nm.
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Figura 6.21. Espectros de absorcién UV-Visible de IM (4x10™° M)
en disolucion acuosa: pH = 3,0 y pH = 6,0. Las flechas indican las
longitudes de onda de los laseres disponibles para excitacion de los

espectros Raman.

La baja solubilidad de IM en agua impide observar su espectro Raman en
disolucion acuosa. Por esto se utilizaron otros disolventes con diferente polarizabilidad
[186], DMSO (SP = 0,830), EtOH (SP = 0,633) y acetonitrilo (SP = 0,645), para el
estudio de IM en disolucion. La figura 6.22. muestra el resultado obtenido de restar a cada
uno de los espectros Raman de las disoluciones de IM el espectro del disolvente puro

correspondiente.

El perfil espectral en disolucion, similar en todos los disolventes empleados, es muy
semejante al del sdlido, forma y de IM, capaz de formar dimeros, lo que permite afirmar

que también existen éstos en las disoluciones [192, 193].



- 130 - Resultados y discusion: Indometacina

.'I'I'I"'I'I.I.I'd.'l

1x10™M IM DMSO 325nm

4x10”*M IM CH,CN _ m
WWWWWWM/\V/
7

Intensidad Raman

IM sélido

r—— 1~ 1T~ T ~ 1T * T T * T * T " 1
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Desplazamiento Raman / cm™

Figura 6.22. Espectros Raman de IM en distintos disolventes
resultado de restar a cada uno de ellos el espectro del disolvente puro
correspondiente: DMSO (1x10™ M), hexe= 325 nm, DMSO (1,4 M),
Aexc= 532 nm, acetonitrilo (4x10°M), Aexe= 532 nm, EtOH (1,5x102M)
dexc= 532 nm. Comparacion frente al espectro Raman de IM en estado

solido. Z Artefactos debidos a la resta de los disolventes.

La IM presenta una banda de absorcion a 325 nm por lo que al excitar a esta
longitud de onda se produce resonancia. En la figura 6.22. pueden observarse, en estas
condiciones, las bandas debidas a vibraciones del anillo del grupo indol (®). Una es la

tension de los enlaces C=C a 1360 cm™, y otra la del enlace C=N, a 1615 cm™.

También es posible asignar algunas bandas del grupo benzoilo (®). A 1457 cm™ y
1586 cm™ aparecen las bandas debidas a la vibracion de tensién de los enlaces C-C del
anillo aromético y a 737 cm™ la correspondiente a la vibracién de deformacion del anillo
fuera del plano. Asi como las debidas a sus sustituyentes, vibracion combinada del anillo

con la de tension del enlace C-Cl (®) a 1087 cm™ y vibracion de tensién del enlace C=0

(®)a1679 cm™.
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Para caracterizar el comportamiento del farmaco adsorbido en la superficie de la
AgNPs se obtuvieron espectros SERS de IM en coloide AgHX a dos pHs diferentes,
pH = 3,0 y pH = 6,0, que aparecen en la figura 6.23.

I.'I'I.'I"'I'I'I'.I'.I.'
—— AgHX + IM pH=3
—— AgHX + IM pH=6

DMSO + IM
— IM sdlido

Intensidad
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600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Desplazamiento Raman / cm™

Figura 6.23. Espectros SERS de IM (1x10™M) en coloide AgHX:
pH =3,0 y pH = 6,0. Aexe= 532 nm. Comparacion frente a los espectros
Raman de IM solida y en disolucion en DMSO (1,4 M). Aexc = 532 nm.

Los espectros obtenidos a los dos pHs estudiados presentan diferencias, lo que
indica que su adsorcion sobre la superficie metalica es también diferente. A pH = 3,0 se
obtiene un espectro muy débil que muestra las bandas del grupo benzoilo (®), de la
vibracion C-Cl (®), y de la vibracion del enlace C=0 (), indicando que son estos grupos
los mas proximos a la superficie de las AgNPs. Las bandas correspondientes a las
vibraciones del grupo indol (®) aparecen muy débiles, lo que indica que dicho grupo se
encuentra mas alejado de la superficie. Este espectro SERS es compatible con la

formacién de dimeros en la superficie de las NPs, que aparecen en la disolucion en
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DMSO. Desde un punto de vista estructural, a pH<pKa se produce un apilamiento de
dimeros de forma casi perpendicular a la superficie de la plata y con el grupo benzoilo

cerca de la misma.

A pH = 6,0 el espectro SERS es més intenso amplificAndose tanto las bandas del
benzoilo (®), como las del indol (®), lo que indica que ambos grupos estan cerca de la
superficie metélica. Por tanto, a diferencia de lo que ocurre a pH = 3,0, a pH = 6,0 > pKa,
puede concluirse una disposicion de la molécula méas paralela respecto de la superficie

metalica y la no existencia de dimeros.

A partir de los resultados SERS presentados y discutidos en los parrafos anteriores
es posible proponer la forma de aproximacion y orientacion de las moléculas de IM
respecto de la superficie metalica, que se representa en la figura 6.24.

pH 3 pH 6
HsC\O / CHs

AgNPs

Figura 6.24. Representacion de la forma de aproximacion de las
moléculas de IM a la superficie de las AgNPs propuesta en este trabajo, a
pH =3,0y pH =6,0.
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6.4. Piroxicam

El PX es el farmaco mas complejo de todos los estudiados en este trabajo debido a
que, ademéas de ser muy poco soluble en agua, presenta distintos conférmeros en
disolucion (figura 6.25.). El equilibrio entre ellos depende de la polarizabilidad del
disolvente, la concentracion y, en el caso de disoluciones acuosas, del pH [104, 194].

Estudios previos de PX en disolucion han utilizado espectroscopia UV-Visible
[104, 195], fuorescencia [196, 197] y NMR [198]. También esta publicado el anélisis de
PX en estado solido por espectroscopia Raman [199, 200], lo cual ha sido de gran utilidad
para la caracterizacion de las distintas formas polimorficas que presenta el farmaco en
este estado. No tenemos conocimiento de la existencia de espectro Raman de PX en
disolucion, a parte de una breve mencion al espectro Raman de una disolucién acuosa de
NaOH a pH = 8 que contiene PX [200].

Los sistemas nanotransportadores escogidos para estudiar el PX fueron AgNPs,
(coloide AgHX), y AuNPs, (coloide AuCT). A las razones para su eleccion, las mismas
indicadas en los apartados anteriores para KT e IM, se uni6 esta vez la complejidad del
equilibrio conformacional de PX en disolucion, lo que supone un reto. Antes de analizar
los espectros SERS fue necesaria la caracterizacion de PX en disolucion a distintos pHs y
con diferentes disolventes organicos, DMSO, EtOH, 1-Propanol y 1,4-Dioxano. Para ello

se adquirieron espectros UV-Visible y Raman del farmaco.
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Figura 6.25. Estructura y equilibrio acido-base de PX en disolucion
acuosa [103]. La conformacion plana EZE [201] se refiere a los enlaces
C(3)-C(14), C(14)-N(16) y N(16)-C(2).

El estudio Raman de PX solido se realizé con diferentes lineas laser de excitacion,
hexc = 325, 442, 532 y 785 nm. Al excitar con Aexc = 325 nm, longitud de onda de méaxima
absorcion de PX correspondiente a la transicion electronica Sy—.1(mt, n*) [196, 202], no se
observa ninguna sefial Raman. La gran absorcion a esta longitud de onda produce emisién
de fluorescencia pero no efecto Raman Resonante. Los correspondientes espectros Raman

se muestran en la figura 6.26.a.

También se obtuvo el espectro Raman de PX sélido en la regién 200-3500 cm™
excitando con un laser emitiendo a 1064 nm (figura 6.26.b). La muy baja intensidad que
presentan las bandas en la zona de 3000 cm™ en el espectro FT-Raman correspondiente,
nos llevé a limitar nuestro estudio de los espectros Raman (y SERS) de PX a la zona 600-

1600 cm™ de los mismos.
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Figura 6.26.a Espectro Raman de PX en estado solido:

Aexc = 442 M, Aexc = 532 NM Y Aeyxe = 785 Nm.
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Figura 6.26.b Espectro FT-Raman de PX en estado solido.

Lexc = 1064 nm. Resolucién espectral: 4 cm™.
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Las bandas mas relevantes de los espectros Raman que aparecen en la figura 6.26.
son asignadas a los siguientes grupos moleculares de PX [185]:

e Piridina (®): presenta bandas debidas a la vibracion de deformacion del
enlace C-H en el plano (994 cm™ y 1335 cm™) y fuera del plano (829 cm™).

e Tiazinico (®): las bandas a 1477 cm™ y 1561 cm™ se pueden asignar a las
vibraciones de tension, y la que aparece a 1335 cm™ a la vibracién de los enlaces en
el plano.

e Amida (®): presenta tres bandas; amida I, debida a la vibracion de tension
del enlace C=0 a 1596 cm™ y 1607 cm™, amida Il a 1523 cm™, debida a la
vibracion de deformacion del enlace N-H y a la tension del enlace C-N y, amida 111
a 1237 cm™ debida a la vibracion de tension del enlace C-N.

e Grupo CHs; (®): presenta una banda a 1434 cm™ debida a la vibracion de

deformacién simétrica del enlace C-H.

e Grupo SO2 (®): tiene una banda a 1153cm™, debida a la vibracion

simétrica de tension.

Las bandas correspondientes al grupo amida permiten diferenciar la forma cristalina
del sélido. Las dos formas polimorficas, o y B tienen la misma estructura intramolecular
(EZE) (figura 6.25.) pero interacciones intermoleculares distintas. Estas dan como
resultado cadenas infinitas para la forma a, donde estdn involucrados los grupos OH del
enol y el oxigeno del grupo sulféxido, y dimeros para la forma 8 debidos a la interaccion
del oxigeno del sulféxido con el grupo amida NH (figura 6.27.). En la forma «a, la banda
amida | aparece a 1615 cm™ y en la forma p a 1606 cm™. En el caso de la amida Il la
banda correspondiente aparece a 1543 cm™ en la forma o y a 1523 cm™ en la forma B
[199, 200]. Esta informacion es de gran utilidad para la interpretacion de los espectros de
PX en disolucién. Teniendo en cuenta los espectros obtenidos en la figura 6.26.a podemos

decir que el PX sélido analizado presenta la forma p.
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Figura 6.27. Estructuras de las formas polimorficas de PX: a) a

(cadena infinita) y b) B (dimero).

Para la obtencidn el espectro Raman de PX en disolucion es necesario tener en
cuenta la baja sensibilidad de la técnica, siendo necesaria una concentracion mayor que
102 M. La baja solubilidad de PX en agua imposibilita el uso de ésta como disolvente.
Ademas, la extrema sensibilidad de PX al entorno [104] recomienda utilizar disolventes
con diferente polaridad, de manera similar a los estudios realizados de PX en disolucién,
mediante espectroscopia UV-Visible [195] con el objetivo, también, de comparar los
resultados obtenidos por las dos técnicas. Por ello y siendo el DMSO un conocido
disolvente polar y aprotico “practicamente universal” utilizamos éste, ademas de 1,4-

Dioxano (aprotico), EtOH y 1-Propanol (los dos alcoholes débilmente polares).

En la figura 6.28. se muestra el espectro UV-Visible de PX en los distintos
disolventes. Cuando el PX se encuentra disuelto en 1,4-Dioxano el espectro de absorcién
presenta una Unica banda (a 326 nm), correspondiente a la forma enol cerrada segun la

bibliografia [195, 203]. En el caso de la disolucion de PX en DMSO aparece ademas un



- 138 - Resultados y discusion: Piroxicam

hombro prominente a ~378 nm que, aunque con mucha menor intensidad, esta también
presente en los espectros de absorcion de las disoluciones de PX en los alcoholes, y que
concuerda con las predicciones tedricas del espectro de absorcion de la forma
zwiteridnica de PX [195].

3,0
a —— DMSO + PX
Aoy = 325 NM EtOH + PX
2,5 1 —— 1-Propanol + PX
—— 1,4-Dioxano + PX
201
<
2
s
o
s A, =532 nm
o
[
[*]
")
Q0
<
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 '
300 350 400 450 500 550 600

Longitud de onda / nm

Figura 6.28. Espectros de absorcion UV-Visible de PX (1x10™M)
en distintos disolventes: DMSO, EtOH, 1-Propanol, 1,4-Dioxano. Las
flechas indican las longitudes de onda de los laseres disponibles para

excitacion de los espectros Raman.

Los espectros Raman en disolucion de PX se hicieron en los disolventes anteriores
y a dos longitudes de onda de excitacién diferentes, Aexe= 532 nm y 442 nm. En la figura
6.29. se muestra el espectro diferencia entre el espectro de PX en disolucién obtenido y el

del correspondiente disolvente, para los distintos disolventes usados.
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Figura 6.29. Espectros Raman de PX (1x10? M) en distintos
disolventes resultado de restar a cada uno de ellos el espectro del
disolvente puro correspondiente: EtOH, 1-Propanol, 1,4-Dioxano y
DMSO. Xex= 532 nm. Espectros normalizados a la banda 1592 cm™.
Comparacion frente al espectro Raman de PX en estado sélido, Aexc = 785
nm. % Artefactos debidos a la resta de los disolventes, - — - . bandas de la

forma zwiteridnica de PX y...... bandas caracteristicas de PX neutro.

La mayoria de las bandas Raman de PX en disolucién muestran un desplazamiento
minimo con respecto a su posicion en el espectro del sélido. Esto indica una interaccion

débil de PX con el disolvente.

La caracterizacion Raman del conférmero pudo hacerse de acuerdo a las bandas
caracteristicas de PX en estado solido que han sido publicadas previamente [199]:
1434 cm™ y 1543 cm™ (forma neutra enol cerrada o), 1434 cm™ y 1523 cm™ (forma
neutra enol cerrada B) y 1400 cm?y 1465 cm™ (forma zwiteridnica abierta en PX
monohidrato). Asi, las bandas que aparecen a 1396 cm™ y 1466 cm™ cuando el disolvente

es el DMSO, indican que en estas condiciones predomina la forma zwiterionica abierta.
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Sin embargo, cuando el PX esta disuelto en EtOH, 1-Propanol y 1,4-Dioxano, las bandas
que aparecen a 1438 cm™ y 1530 cm™ indican, principalmente, presencia de la forma
neutra cerrada, aunque también se observan sefiales débiles, asociadas a la forma

zwiteriénica (~ 1400 cm™y 1470 cm™), en alcoholes.

Estos resultados se asemejan a los reportados en la bibliografia [195] obtenidos
mediante espectroscopia UV-Visible donde la forma zwiteribnica de PX es la
predominante en formamida (similar al DMSQO) mientras que la forma enol cerrada
predomina en 1,4-Dioxano y EtOH concentrado.

En la figura 6.29. también se aprecia que las bandas amida | y amida Il de PX
aparecen a valores intermedios entre los correspondientes a las formas cristalinas o y p.
Para DMSO las bandas aparecen a 1533 cm™ y 1608 cm™, en el caso de 1,4-Dioxano se
sitian a 1530 cm™y 1610 cm™, a 1530 cm™y 1612 cm™ para el 1-Propanol y 1532 cm™ y
1613 cm™ para el EtOH. Estas diferencias provienen de los distintos entornos moleculares
de PX en disolucion. Mientras que las formas cristalinas o y B, estabilizadas por enlaces
de hidrogeno intermoleculares, estan presentes en el sélido, en disolucion las
interacciones entre el disolvente y las moléculas de PX controlan la estabilizacion del
sistema, siendo interacciones por enlaces de hidrogeno en el caso de disolventes proticos

e interacciones dipolo-dipolo en el caso de los aproticos.

Debido a la posibilidad de utilizar una Aexc = 442 nm, como se deduce del espectro
de adsorcion UV-Visible obtenido, se tratd de conseguir el espectro Raman pre-resonante
de PX. Para ello se adquirieron espectros de PX disuelto en DMSO utilizando
Aexc = 442 NM Y Aexe = 532 NM Y Aexe = 785 Nm, a modo de comparacion. Los espectros del
farmaco obtenidos como resta del de la correspondiente disolucion y el del disolvente
puro, DMSO en este caso, aparecen en la figura 6.30. Al excitar con 442 nm las bandas
tipicas de la forma zwiteriénica de PX (1396 cm™y 1466 cm™) aumentan su intensidad
asi como la vibracion del anillo fuera del plano a 870 cm™. Las bandas atribuidas a la

piridina en 992 cm™y 1355 cm™, son més débiles que las del anillo tiazinico.
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Figura 6.30. Espectro Raman pre-resonante de PX (1x10™M) en
DMSO, resultado de restar el espectro del DMSO puro: Aexc = 442 nm,
Ahexc=532 nm, Aexc = 785 nm. Espectros normalizados a la banda de

1530 cm™. - . bandas de la forma zwiterionica de PX amplificadas.

Para este farmaco se realizaron espectros SERS en coloide de plata, AgHX, a cuatro
pHs distintos, 1,0, 2,0, 4,0 y 7,0, teniendo en cuenta los pKa de la molécula [103, 201]. Se
utilizé un laser con Aexc=532 nm, en resonancia con el LSP. El resultado puede verse en la

figura 6.31., en donde todos los espectros se normalizaron a la banda del DMSO que

aparece a 678 cm™.

También se obtuvieron espectros SERS utilizando un laser con lexc = 442 nm, pero
son de peor calidad que los obtenidos excitando a Aec =532 nm al estar fuera de la

resonancia del LSP de las AgNPs. Asi, se siguid trabajando con ésta Gltima longitud de

onda de excitacion.
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Figura 6.31. Espectros SERS de PX (1x10™*M) en coloide AgHX:
pH= 1,0, pH = 2,0, pH = 40y pH = 7.0. A= 532 nm. Espectros

normalizados a la banda del DMSO a 678 cm™.

El analisis de los espectros que aparecen en la figura 6.31. muestra la aparicion de
dos bandas fuertes de igual intensidad ~ 1010 cm™ y 1034 cm™, que se observan a
pH = 1,0, 2,0, y 4,0, pero que no se observan ni en los espectros Raman en disolucion, ni
en el solido, ni a pH 7,0. Estas bandas verifican la existencia del cation piridinio presente
en la forma zwiteridnica y catidnica propias de pH bajos. Por el contrario, el grupo piridil
presente en las formas neutra y anionica de PX da una banda muy intensa en el rango de
990-1000 cm™ y otra de media intensidad en 1040-1050 cm™, que aparecen apH 7,0 y en
los espectros Raman obtenidos anteriormente, ya que, tanto las disoluciones como el

solido, se encuentran a pH > 6,0.

En el espectro SERS a pH = 1,0, la intensidad relativa de las bandas en la zona de
1500-1600 cm™ junto con la baja intensidad de las bandas en 1400-1500 cm™, indica, de

nuevo, la presencia del conférmero catiénico [204].
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Los espectros obtenidos a pH = 1,0 y pH = 4,0 presentan las bandas de la forma
neutra cerrada de PX (1438 cm™y 1530 cm™), cuya intensidad va disminuyendo a medida
que la acidez disminuye. Simultaneamente, la intensidad de las bandas de la forma
zwiteriénica (1400 cm™ y 1465 cm™) va aumentando y se vuelven predominantes a
pH =7,0.

Los cambios observados en las bandas de la regién 1500-1600 cm™ con respecto al
espectro del solido indican que la interaccién de PX con la superficie metalica parece
afectar al grupo amida y al tiazinico. Estos cambios sugieren una conjugacién = diferente
en los dos grupos que puede ser debida a la proximidad del grupo C=0 a la superficie
metalica. Simultaneamente, algunas bandas asignadas al anillo pirimidinico (~405 cm™,
650 cm® y 1217 cm™) no muestran desplazamientos ni ninguna modificacién en
presencia del metal, por lo que se puede interpretar que esta parte de la molécula de PX

no interacciona con las NPs metalicas.

El espectro SERS de las formas neutras de PX presenta una disminucion
considerable de la intensidad de la banda del grupo CH3 a 1430 cm™, respecto de la que
se observa en el espectro Raman del solido y de la disolucién. Esto indica una orientacion
de la molécula del farmaco paralela a la superficie metalica que se confirma con el ligero
aumento de las bandas fuera del plano de PX (~770 cm™, 830 cm™ y 940 cm™) en el
espectro SERS.

A pH = 7,0, donde el PX se encuentra en la forma anionica abierta, aparece una
banda intensa a 990-1050 cm™ debida al grupo piridilo, en lugar del catién piridinio. Esto
se corrobora, ademés, porque el espectro en la zona de 1200-1700 cm™ es similar al
espectro Raman de la sal de sodio de PX [200]. Por otro lado, el espectro es mucho mas
débil y simple que los obtenidos a pHs inferiores, debido, probablemente, a su orientacion
respecto de la superficie del metal, distinta a la de condiciones acidas. Las bandas
principales del grupo de la piridina a 1000 cm™ aumentan de intensidad, indicando que

este grupo esté cerca de la superficie del metal y perpendicular a la misma.

Otro factor a tener en cuenta, considerando la alta sensibilidad de la estructura de
PX al entorno, es el recubrimiento parcial de la superficie del metal con iones CI’

procedentes principalmente de las sales empleadas en la preparacion de los coloides. El
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recubrimiento de las NPs disminuye al aumentar el pH y esto afecta probablemente a la
orientacion de las moléculas del farmaco respecto de la superficie del metal.

AuCT + PX + KNO3 pH =4
—— AuCT + PX+ KNO3 pH =7
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Figura 6.32. Espectros SERS de PX (1x10*M) en coloide AuCT
con KNO3; como agregante: pH = 4,0 y pH = 7,0. Aexe= 785 nm. Espectros

normalizados a la banda del DMSO, 678 ¢cm™. Contaminacién marcada

con *.

Se obtuvieron espectros SERS de PX en coloide de oro, AuCT, que aparecen en la
figura 6.32. Los espectros obtenidos en este caso son similares a los obtenidos con
AgHX, por lo que se deduce que la geometria de la adsorcion molecular de PX sobre la
superficie metalica es igual en ambos casos, asi como las interacciones entre el farmaco y
el metal. Sin embargo, los espectros con coloide de oro tienen menor intensidad y

presentan mayor contaminacién debida al reductor y a los agentes agregantes utilizados.
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A partir del analisis de los espectros anterior, y teniendo en cuenta que en la forma
anionica de PX los dos grupos aromaticos no se encuentran en el mismo plano,
proponemos una estructura para la adsorcién de PX en la superficie del metal que puede

verse esquematicamente en la figura 6.33.

Forma zwiterionica Forma anidnica
pH 2- pH
o H\N / \ 4 D\
—5——HN [n] H Ne_ Nf\ ;
RN

Figura 6.33. Representacion de la forma de aproximacion de las
moléculas de PX a la superficie de las AgQNPs y AuNPs propuesta en este

trabajo, a pH =2,0 (forma zwiterionica) y pH = 7,0 (forma anidnica).
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Las conclusiones que se obtienen de este trabajo son las siguientes:

1. Los sistemas nanotransportadores utilizados en este trabajo (NPs, PSi y
sistemas “core-shell”) son capaces de adsorber los farmacos, EM, KT, IM y

PX, en su superficie, sin necesidad de funcionalizacion.

2. La caracterizacion espectroscopica de los farmacos en el sistema transportador
ha sido posible con técnicas de espectroscopias intensificadas por superficie
metalica, SERS en el caso de KT, IM y PX, adsorbidos en AgNPs y AuNPs, y
MEF en el caso de EM adsorbida en AgNPs y cargada en PSi, o en “core-shell”
con nicleo de plata y recubrimiento de SiO..

3. En medio acuoso y a los pHs estudiados, los farmacos son estables y no hay
degradacion de los mismos al adsorberse en la superficie metélica. Este
resultado es de gran interés y tiene mucha importancia a la hora de disefiar

futuras aplicaciones.

4. Para los sistemas EM-AgNPs en PSi se ha podido discernir la sefial de
fluorescencia del farmaco de la del material poroso, a pesar de que las
longitudes de onda de emision son muy cercanas y las bandas correspondientes
solapan. EIl PSi actia de forma selectiva permitiendo la entrada del mondémero

de EM pero no sus agregados, para los tamafios de poro utilizados.

5. Se obtiene un mayor factor de amplificacion de la fluorescencia, EF, cuando las
laminas de PSi se han cargado a presion atmosférica y cuando el farmaco va
unido a la proteina BSA. Pasados los primeros 30 dias desde la preparacion de

las muestras se observa una disminucidn considerable de dicho factor.

6. EIl sistema EM-AgNPs penetra en los poros de la ldmina de PSi de forma
uniforme cuando el disolvente es MeOH, mientras que presenta una zona de
méaxima acumulacion, situada a 2-3 pm de la interfase Si-PSi, cuando el

disolvente es H,0.

7. Se han sintetizado sistemas “core-shell” con un nucleo de AgNPs y un
recubrimiento de didxido de silicio con espesores de 3 nm, 28 nm, 36 nm y 40
nm. La EM adsorbida en su superficie presenta efecto MEF, siendo éste

maximo para un espesor de capa de 36 nm. En sistemas con grosor de capa de
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10.

11.

3nm el comportamiento espectroscopico del sistema es similar al obtenido
utilizando AgNPs sin recubrir.

Se ha llevado a cabo la caracterizacion espectroscépica (infrarrajo y Raman) de
KT en varios disolventes con distinta polaridad, y adsorbido en AgNPs, a
pH=2,0y pH = 8,0. No se han observado diferencias remarcables en los
espectros Raman de KT en los diferentes disolventes ni a diferentes pHs, pero
si en los espectros SERS. De su analisis se puede deducir que a pH < pKa, el
KT en forma endlica se aproxima a la superficie de las AgNPs por el anillo
aromatico, mientras que a pH > pKa el grupo pirrolizinico de la forma cetdnica

es el mas préximo a la superficie.

Se ha llevado a cabo la caracterizacion de IM en diversos disolventes con
distinta polaridad y adsorbido en AgNPs, a pH = 3,0 y pH = 6,0. Los espectros
IR y Raman en disolucion son similares a los de la forma cristalina y. El
andlisis de los espectros SERS permite deducir que a pH < pKa hay dimeros de
IM, colocados perpendicularmente a la superficie, con el grupo benzoilo cerca
de la misma. En cambio, a pH > pKa la IM esta como mondmero y se coloca de

forma plana a la superficie del metal.

Se ha llevado a cabo la caracterizacion de PX, en diversos disolventes con
distinta polaridad y adsorbido en AgNPs, a pH = 1,0, pH =20, pH =40y
pH= 7,0. En DMSO aparecen bandas correspondientes al conformero
zwiterionico, mientras que en 1,4-dioxano, 1-propanol y EtOH hay presencia

de la forma neutra cerrada.

Los espectros SERS de PX en AuCT y AgHX son similares indicando, en
ambos casos, la presencia del mismo conférmero y la misma orientacion. A
pH= 1,0 estdn presentes las bandas de la forma catidnica abierta y
zwiterionica, a pH = 2,0 y pH = 4,0 las bandas dominantes corresponden a la
forma zwiteridnica con una orientacion paralela a la superficie del metal y a
pH = 7,0 el andlisis de las bandas predominantes, aunque débiles, indica la
presencia de la forma anidnica, con el anillo piridil préximo y perpendicular a

la superficie metalica.
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Tabla 3. Asignacion de las principales bandas Raman del $ PX solido
y de las bandas SERS en coloide AgHX a diferentes pHs [205].

Raman
B Piroxicam SERS (Ag) SERS(Ag) SERS(Ag) SERS (Ag)
Asignacion (s6lido) pH=1,0 pH=2,0 pH=4,0 pH=7,0
Amida I 1606
v Anillo tiazinico® 1596
1594 1592 1592 1594
v Anillo tiazinico® 1577
v Anillo tiazinico® 1560 1562
1548 1547 1548
Amida I1? 1523
ZW banda
marcadora-1* 1465 1465
6 CH3 1434 1445 1444 1444
ZW banda
marcadora -2° 1383 1396 1394 1393
1356 1356 1358
8 Anillo tiazinico® 1335
1305 1305 1303
1279 1282 1281 1281
Vas SO,° 1256 1253 1248 1257
Amida I11° 1237 1243 1239
Anillo piridinico 1217 1218 1218 1215
Vs SOZb 1153 1161 1159 1160 1162
1121 1119 1119 1119 1133
Piridinio banda
marcadora -1c 1031 1035 1034 1034
Piridinio banda
marcadora -1° 1010 1010 1008
Piridil banda .
marcadora 992 1005
940 936 933 934
856
_J 876 882 883 882
Y 829 833 833 833
779 788 786 785
730 734 733
_ 718 716 714 714
678
Anillo piridinico® 653 654 653 653
633 633 634
623 622 620
600
580 585 583 583
458 456 456 457
Anillo piridinico 404 408 408 408

v: tension, s: simétrica, as: asimétrica, 6: enlace en el plano, y: enlace fuera del plano.

a) Redenti, E., et al. Biospectroscopy, 1999. 5(4): p. 243-251

b) Imai, Y. and Kamada, J-i. Spectrochim. Acta A, 2005 61: p. 711

c) Socrates, G., Infrared and Raman characteristic group frequencies: tables and charts 2004: John
Wiley & Sons.

d) Zuo, C. and Jagodzinski, P. W. Journal of Physical Chemistry B, 2005. 109(5): p. 1788-1793
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