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RESUMEN

“Preparacion de nanomateriales conjugados con actividad biolégica”
por
José Antonio Alatorre Barajas
Doctorado en Ciencias en Quimica

Instituto Tecnoldgico de Tijuana, 2017

Dr. Adrian Ochoa Teran
Director de Tesis
Dra. Yadira Gochi Ponce

Codirectora de Tesis

En los ultimos afos las enfermedades infecciosas causadas por bacterias, entre
otros patdgenos, han cobrado gran atencién, destacando aquéllas resistentes a
antibiéticos. Uno de los farmacos de amplio espectro activos contra bacterias de
importancia clinica y resistentes a otros medicamentos como Staphylococcus aureus
es la linezdlida. Sin embargo, se ha reportado resistencia a este farmaco por estas
bacterias. Por su parte, la nanotecnologia ha venido a reforzar areas importantes de
la ciencia como la medicina, desarrollando sistemas para la administracion y transporte
de farmacos nuevos llamados nanoacarreadores. Por lo que, desarrollar
nanoacarreadores para este farmaco podria mejorar su administracion e incluso su
actividad antibacteriana.

En este trabajo se sintetizaron nanomateriales a partir de nanotubos de carbono
de pared mdultiple (MWCNT) y puntos cuanticos de carbono (CD) conjugados con una
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estructura de linezdlida variando la longitud de los espaciadores entre el compuesto
activo y la pared del nanotubo.

En la sintesis de los MWCNT se varid la concentracion inicial de la solucién de
ferroceno y tolueno (0.1 y 0.2 M), mientras que en la preparacion CD se emplearon
métodos de sintesis hidrotermales y solvotermales con el objetivo de evaluar y
comparar su efecto en el potencial bioldgico. Durante cada etapa de la modificacion
quimica de los MWCNT, la incorporacion de material organico cambi6 los defectos de
la superficie, la densidad y la estabilidad térmica. Interesantemente, debido a la
actividad antibacteriana intrinseca de la linezélida y analogos, los nanomateriales
conjugados con estos compuestos mostraron actividad contra una variedad de cepas
evaluadas, mientras que ninguno de los nanomateriales obtenidos en las etapas previas
mostro actividad antibacteriana. Los resultados demuestraron que los nanomateriales
con el espaciador 2 y los compuestos activos son los mejores nanomateriales
antibacterianos y que existe efecto significativo de la longitud de la cadena de
oligometileno (En) y la actividad antibacteriana.
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Abstract

“Preparation of biological active conjugated nanomaterials”
By
José Antonio Alatorre Barajas
Dr. Adrian Ochoa Teran
Thesis advisor
Dra. Yadira Gochi Ponse
Thesis co-advisor

In recent years, infectious diseases have become very important, especially those
caused by drug resistant bacteria. Linezolid is a broad-spectrum drug active against
clinically important resistant bacteria such as Staphylococcus aureus. However,
resistance to Linezolid has been observed by these bacteria. Moreover, nanotechnology
has come to improve broad branches of science such as medicine by developing new
drug delivery and transport systems knows as nanocarriers. Thus, developing of
nanocarriers of this drug could improve its delivery and even its antibacterial activity.

In this work, several nanomaterials were synthesized from multi-walled carbon
nanotubes (MWCNTs) and carbon quantum dots (CD) conjugated to Linezolid
analogues, by varying the spacer length between the active compound and the
nanomaterial.

In the synthesis of MWCNTS, the concentration of ferrocene solution in toluene
(0.1 and 0.2 M) was varied, while various hydrothermal and solvothermal synthesis
methods were used to prepare CD and to evaluate and compare their biological
potential. At each step of chemical modification, the organic material incorporation into
MWCNTs changed the surface defects, density and thermal stability. Interestingly, due
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to the intrinsic antibacterial activity of the linezolid and analogues, the nanomaterials
conjugated with these compounds showed activity against a variety of bacterial strains
tested, whereas none of the nanomaterials obtained in the previous steps showed
antibacterial activity. The results show that nanomaterials modified with the spacer 2
and active compounds are the best antibacterial nanomaterials, and there is significant
effect of the spacer length over the antibacterial activity.
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I. Introduccion

I. INTRODUCCION

1.1. Introduccion

Las enfermedades infecciosas son trastornos provocados por un agente
patdgeno. Existen una variedad de agentes patdgenos como bacterias, virus, hongos
y parasitos. Las infecciones causas por bacterias se conocen como bacterianas y se
clasifican en funcién de su membrana celular por una técnica conocida como tincion
de Gram, clasificandolas en Gram positivas y Gram negativas.!

Una bacteria Gram positiva de gran importancia clinica es Staphylococcus aureus
(S. aureus), ya que es una de las principales bacterias en causar infecciones
intrahospitalarias (IIH).2 Una infeccion intrahospitalaria es aquélla que adquiere un
paciente durante su estancia en el hospital, o sea, no se encontraba presente al
momento de su ingreso. Las IIH son un problema de salud publica a nivel local y
mundial, ya que estas infecciones incrementan el tiempo de estancia del paciente lo
cual conlleva a un gasto mayor, ademas de un aumento en la tasa de morbilidad y
mortalidad.?

El 28 de febrero de 2017 la Organizacién mundial de la Salud (OMS) en Ginebra
realizd un comunicado de prensa en la cual se publicd una lista de las bacterias de
importancia clinica mayor en el desarrollo de antibiéticos destacando entre ellas varias
cepas causantes de IIH como la antes mencionada S. Aureus.*

Entre los farmacos de generacion nueva que se han desarrollado recientemente
se encuentra la linezdlida, la cual presenta actividad contra cepas tanto Gram positivas
como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium y Streptococcus pneumoniae y
algunas Gram negativas. Sin embargo, a pesar de las cualidades excelentes que
presenta la linezolida como una concentracién minima inhibitoria (MIC) baja, absorcion
buena y toxicidad baja, en la actualidad se han encontrado cepas resistentes a
linezdlida, por lo que es necesario desarrollar farmacos nuevos aprovechando y
mejorando las cualidades de ésta.>



I. Introduccion

Por su parte, la nanotecnologia se encarga del disefio, caracterizacion y desarrollo
de materiales en el que al menos una de sus dimensiones se encuentre en un intervalo
entre 1 y 100 nm.” La nanotecnologia junto con la medicina genera una rama de la
ciencia nueva denominada nanomedicina, destacando entre una de sus mas grandes
vertientes el desarrollo de nanoacarreadores, los cuales son vehiculos en la escala
nanométrica disefiados para mejorar las cualidades y capacidades de farmacos ademas
de reducir los efectos secundarios.®

Entre algunos de los nanoacarreadores que han generado interés mayor en los
ultimos afios se encuentra los nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT) y
puntos cuanticos de carbono (CDs) los cuales presentan propiedades interesantes e
ideales para ser empleados en el area médica como son solubilidad en agua, estabilidad
quimica, permeabilidad celular entre otras.?:10

Debido a lo antes mencionado, es necesario el desarrollo de sistemas nuevos,
mejores y mas eficientes, los cuales aprovechen las propiedades antibacterianas de
farmacos como linezdlida, en donde la implementacidén de nanomateriales promete ser
una alternativa propicia para ello.

1.2. Planteamiento del proyecto

En este proyecto se plantea el desarrollo de nanomateriales conjugados a partir
de nanotubos de carbono de pared multiple y puntos cuanticos de carbono con
linezdlida y realizar estudios de su actividad contra bacterias causantes de infecciones
intrahospitalarias como Staphylococcus aureus multirresistente, entre otras.
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II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

En la actualidad las enfermedades intrahospitalarias son un problema de salud
publica a nivel mundial, debido al aumento en la resistencia a los antibioticos de las
bacterias causantes de estas enfermedades, aumentando las tasas de morbilidad y
mortalidad. El desarrollo de sistemas empleando nanomateriales y linezdlida
representan una alternativa terapéutica novedosa en el tratamiento de estas
enfermedades.



ll. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

El objetivo general de este proyecto es desarrollar nanomateriales conjugados

con linezolida para evaluar sus propiedades antibacterianas ante cepas de importancia

clinica resistentes a antibioticos de primera linea.

2.2.2. Obijetivos especificos

1.

Sintetizar un precursor de linezdlida vy caracterizarlo por técnicas
espectroscopicas (IR, RMN-1H, RMN-13C) y espectrométricas (EM).

Sintetizar MWCNT por el método de nebulizacién pirolitica.

Sintetizar CD por tratamiento hidrotermal y solvotermales diferentes.

Introducir grupos espaciadores de longitud variable a ambos nanomateriales.
Incorporar el precursor de linezdlida a los nanomateriales.

Caracterizar los nanomateriales por técnicas analiticas como TGA, SEM, TEM
y espectroscopicas como FTIR, RAMAN, UV-vis y fluorescencia.

Evaluar in vitro la actividad antibacteriana por los métodos de difusion radial,

microdilucidn en caldo y macrodilucién en caldo.
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3.1 Sintesis y aplicacién de linezdlida

El incremento de la resistencia bacteriana ha sido hasta la fecha un problema
clinico de prioridad elevada. El desarrollo continuo de una variedad de antibioticos es
de vital importancia y en los Ultimos afos se ha destacado el uso de estructuras tipo
3-aril-2-oxazolidinonas como agentes antibacterianos, entre los que resalta linezdlida.
La linezdlida es el primer farmaco tipo oxazolidinona que fue aprobado por la FDA en
el afo 2000 y que present6 actividad contra cepas resistentes a multiples farmacos
(MDR) como Estafilococos resistentes a meticilina, Neumococos resistentes a
penicilina, Enterococcus faecalis y E. faecium resistentes a vancomicina y

Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (SAVR).11,12

La ruta de sintesis de linezdlida fue reportada en el trabajo realizado por Brickner
y colaboradores,!3 (Esquema 1). En la primera reaccion llevaron a cabo una sustitucion
nucleofilica aromatica con morfolina del fllor en posicion 4 del 3,4-
difluoronitrobenceno, el cual se encuentra mas desprotegido debido al efecto del grupo
nitro en posicion para empleando como medio de reaccion acetato de etilo (AcOEt).
Posteriormente, realizaron una reaccién de deshidrogenacién catalitica con paladio
sobre carbono (Pd/C) al 10% con formato de amonio en una mezcla THF:metanol.
Después, realizaron la formacién de grupo carbamato de bencilo mediante un ataque
nucleofilico del grupo amino del arilo sobre el cloro formato de bencilo con carbonato
de sodio en una mezcla acetona:agua. Entre las reacciones mas criticas se encuentra
la reaccidn del carbamato con el n-butil litio en THF a -78 °C y la posterior adicion del
(R)-glicidil butirato, la cual lleva a la formacion del intermedio quiral (R) N-(3'-fluor-4'-
morfolinfenil)-5-(hidroximetil)-2-oxazolidinona. Luego, llevaron a cabo la formacion de
un grupo mesilo empleando cloromesilato con trietilamina (TEA) como base en
diclorometano (DCM), el grupo mesilo es un buen grupo saliente lo que permite la
sustitucion de este por el grupo azida en dimetilformamida (DMF) a 75 °C. Finalmente,
se lleva a cabo una reaccion de deshidrogenacion en Pd/C al 10% en AcOEt e hidrogeno
seguido de una acetilacion utilizando anhidrido acético en piridina.
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HCO,NH,4
0
O/ \NH + E NO, AcOEt O/ \N NO Pd/C 10% Of N NH,
__/ (i-Pr),EtN __/ THF/MeOH __/
F F 1 F 2
NaH(303
CICOBn | Acetona:H,0
BulLi, THF
/ \ - MsCI, TEA / \ -78 °C, 2h O/ Y
\\& \\& Butirato de
NaN3
DMF 75 °C

H,, Pd/C 10%

0
d Q Hp, PAIC 10% \NQN)% f*égo, 7\
\\& AcOEt \_/ \\& piridina \\&
F 7

NH,

hnezohda

Esquema 1. Ruta de sintesis de linezélida.
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La ruta de sintesis reportada por Brickner y colaboradores,!3 permite la obtencion
del precursor de linezdlida con grupo amino terminal compuesto 7 asi como sus
intermedios de reaccion, el cual es de interés para este proyecto debido a que a través
de este grupo amino se llevara a cabo la incorporacién de este compuesto a los
nanomateriales mediante la formacion de un enlace amida.

3.2 Nanomedicina y nanomateriales

Una de las vertientes de gran interés en afios recientes es la implementacion de
sistemas y tecnologias en la escala nanométrica en una diversidad de aplicaciones
destacando entre ellas la medicina, generando lo que actualmente se conoce como
nanomedicina.

Los enfoques principales de esta area de la ciencia son generar sistemas mas
eficientes para el tratamiento, diagndstico y prevencion de enfermedades mediante el
uso de sistemas nanoestructurados.

Actualmente, uno de los desafios mas grandes de la medicina es la disminucién
de efectos secundarios en la administracién de farmacos. Entre las causas principales
esta la falta de sistemas que interaccionen de manera especifica con el sitio de accion
deseado, por lo que, gran parte del farmaco no llega al sitio de accion generando asi
efectos adversos en otras partes del organismo. Un ejemplo notorio es el tratamiento
del cancer, ya que los farmacos agresivos que se utilizan no presentan un efecto
dirigido, generando un dafo de células de manera indiscriminada. En los Gltimos afos
se han desarrollado varios sistemas empleando nanomateriales de composicion diversa
para la terapia y diagndstico (teragnostica) del cancer, mostrado resultados muy
prometedores para ser empleados para este y otros padecimientos.4-16

El desarrollo de sistemas complejos con base en las propiedades a escala
nanométrica promete resolver gran parte de los problemas previamente mencionados,
generando sistemas capaces de detectar y tratar una gama amplia de enfermedades,

la administracién de farmacos y complejos vitaminicos e incluso para uso veterinario.l’-
20
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En estos Ultimos afios se han reportado varios trabajos donde destacan una
variedad considerable de nanosistemas aprobados por la Administracién de alimentos
y medicamentos (FDA por sus siglas en inglés) o en estudios clinicos, y cdmo han
aumentado con el paso de los afos.?1-23

En general, la mayoria de las nanomedicinas aprobadas constan de
nanoacarreadores de un unico tipo de sistema descritos en su totalidad como los
liposomas con polietilenglicol (PEG), que emplean medicamentos aprobados con
anterioridad. Sin embargo, se ha observado un aumento en desarrollo de
nanoacarreadores diferentes con un grado de complejidad mayor empleando
combinaciones entre sistemas ya estudiados y aprobados. Nanomateriales vy
nanoparticulas diversas se han estudiado en tratamientos como nanoacarreadores,
agentes de contraste, estudios contra el cancer, antimicrobianos, entre otros. En la
Tabla 1 se destacan algunos nanomateriales aprobados por la FDA o en fase de

desarrollo en donde se describen sus ventajas y aplicaciones. 21-23



Tabla 1. Nanomateriales aprobados por la FDA.

[ll. ANTECEDENTES

. . o Ano(s) de Nombre
Nanomaterial Ventajas Aplicaciones ., .
) P aprobacion comercial
Incremento de la fséllitrs;?:?s de transportle3a<jr§ Doxil®/ Caelyx ™,
Liposomas liberacion _e,speaﬁca padecimientos, 1995-2015 AmBisome®),
y disminucion de la - . DepoDur®,
toxicidad |nfeCC|ones y tipos de Onivyde®
cancer diferentes
Sistemas, Aumento  en la Tratamiento de Adagen®,
proteinas o estabilidad y padecimientos  multiples 1990-2015 PegIntron®,
moléculas circulacion en el como hepatitis, esclerosis, Neulasta®,
PEGiladas cuerpo etc. ADYNOVATE
Tiempos de Tratamientos
. liberacion y 2000, 2002, Renagel®,
Polimeros circulacion ggrt:ecgpedades renales y 2007 Eligard®
prolongados
Incremento en la
biodisponibilidad, Rapamune®,
imitacion de Estimulante mental, Avinza®,
Nanocristales estructura de hueso, sustituto de hueso, 2000-2014 Zanaflex®,
adhesion relajante muscular, etc. Vitoss®, Invega®
crecimiento celular, Sustenna®
etc.
- . Capacidad de dosis .
Oxidos de Ijlerro incrementada, Tr_atam|ento . d_e Feridex®/Endorem
y Nanoparticulas caracter glioblastomas, deficiencia 1996-2010 ®, GastroMAR™
superparamag- e de hierro, materiales de 4 !
néticas superparamagnetico imagen Nanotherm®,

y terapia térmica

Aunque en la actualidad ya existen varios hanomateriales aprobados por la FDA,

el progreso en la comercializacidn ha sido lenta y los precios de estos sistemas son

bastante caros en comparacion con su principio activo. A pesar de las dificultades que

han presentado a lo largo de estas décadas, no hay duda de estos nanomateriales

seguiran revolucionando e innovando el area de la medicina.?*

3.3 Nanoacarreadores

Los nanosistemas capaces de administrar y/o dirigir de manera especifica hacia

el sitio deseado de accidn y liberar de manera controlada los farmacos se denominan

nanoacarreadores. Los nanoacarreadores prometen ser una de las soluciones mejores

de la nanomedicina para el tratamiento de una gama amplia de enfermedades.
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Los nanoacarreadores se clasifican con base al tipo de union entre éste y el
farmaco, y por su estructura o material que poseen.

Los tipos de union entre los nanoacarreadores y farmacos se clasifican de tres formas
(Figura 1):

e Adsorcidn fisica: la unidon se realiza mediante interacciones intermoleculares
entre el nanosistema y el farmaco.

e Encapsulacién: el farmaco se encuentra dentro o atrapado en el
nanoacarreador.

e Conjugacion directa: la parte activa del farmaco esta enlazado covalentemente
al nanoacarreador.

R ==s

a Encapsulacion

..v
1-100 nm Eag S ot Ny
Nanoacarreador
E3 B TIpNeee
{} 23 z Adsorcion fisica

Farmaco

,-..::.v'-'."-‘x
Conjugacion directa

Figura 1. Tipos de unién entre nanoacarreadores y farmacos.

Estructuralmente los nanoacarreadores se dividen principalmente en
nanoestructuras poliméricas (nanogeles, nanocapsulas, liposomas), en inorganicos
(nanoparticulas de oro, silice mesoporoso, 0xidos metalicos) y a base de carbono como
puntos cuanticos de carbono y nanotubos de carbonos o CNT (por sus siglas eninglés)
(Figura 2). Los nanoacarreadores a base de carbono no han sido explorados
ampliamente y alin no se han desarrollado medicamentos a partir de éstos, haciéndolos
candidatos potenciales para su implementacion.®19:2>

10



[ll. ANTECEDENTES

Nanoparticula Silica Oxidos
de oro mesoporosa  metalicos

o=\

oH
Puntos Nanotubos de

Dendrimeros. Polimeros conjugados cuanticos de carbono
carbono

Figura 2. Tipos de nanoacarreadores.

3.4 Sintesis de MWCNT por nebulizacién pirolitica

Entre la variedad amplia de técnicas y métodos de sintesis para nanotubos de
carbono de pared multiple la técnica de nebulizacién pirolitica o spray pirdlisis (del
idioma inglés) ofrece ventajas grandes con respecto a otras técnicas como deposicién
de arco, ablacién laser, métodos hidrotermales, electrdlisis, etc.2627 Entre las ventajas
se encuentran sintesis controlada, rentable, produccién en masa alta, tiempos de
sintesis cortos, trabajo en condiciones de presion atmosférica, rendimientos altos, entre
otras.?®

La técnica de nebulizacion pirolitica consiste en hacer pasar un flujo de una
solucién de un organometalico disuelto en hidrocarburos con un gas portador por un
tubo de cuarzo, el cual se encuentra dentro de un horno que esta en un intervalo de
temperatura de 500 °C a 1000 °C. La solucién de carbono mas empleada es ferroceno
en benceno los cuales actlian como catalizador para la formacidon de los nucleos y
fuente de carbono y de esta manera generar los nanotubos, aunque también existen
otros catalizadores de algunos otros metales como empleados en la sintesis de
nanotubos. Por su parte, el tubo de cuarzo funciona como sustrato permitiendo la

11
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deposicion de los primeros nucleos de carbono. Entre los gases portadores mas
empleados se encuentra Nz, Ar e H2.28:2°

Existen una variedad amplia de factores que afectan las propiedades como el
diametro, longitud y cantidad de catalizador de los MWCNT como lo son la temperatura,
sustrato, concentracion de catalizador, velocidad de flujo de solucion activa, velocidad
de flujo del gas portador, tiempo de flujo y tipo de gas portador.2®

Kertész y colaboradores®® reportan la sintesis tanto de MWCNT y SWCNT por la
técnica de nebulizacion pirolitica estudiando el efecto de los parametros de
concentracion de catalizador, velocidad de flujo de la solucién y temperatura de
calentamiento en las propiedades y tamafio de sus nanotubos los cuales se muestran
mas detalladamente en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones y variacion de parametros para la sintesis de MWCNT por

nebulizacion pirolitica por Kertész y colaboradores.3°

Efecto de la | Efecto de la velocidad de Efecto de la temperatura de
concentracion de | flujo de la solucion pirdlisis
catalizador (ferroceno)

Otros Otros  parametros:

Otros parametros:

para n_1etros: concentracion de concc_antracmn de
velocidad de : catalizador
flujo: 1 mL/min catalizador 3g ferroceno

JO: 3g ferroceno
temperatura S0mLdeb 50 mL de benceno
875 °C My de benceno velocidad de flujo: 1

temperatura 875 °C
velocidad de flujo de
Ar 500 L/h

muestra | mL/min
velocidad de flujo de

muestra | velocidad de | muestra
flujo de Ar 500

L/h Ar 500 L/h
cantidad de
i veloci fluj
T i s (9
benceno

S1 4.5 S6 0.5 S11 825
S2 1.5 S7 2 S12 925
S3 2.5 S8 1 S13 975
S4 3.5 S9 3 S15 775
S5 1.5 S10 0.5 S8 875

A manera de comparacion se muestran las imagenes por TEM de las muestras

S4, S8 y S8 después de un tratamiento con acido nitrico para eliminar las impurezas

12
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de restos de catalizador y carbono amorfo depositado sobre los nanotubos de carbono
(Figura 3).

R T 2 —
i.'é\)"’ s 300 mm 5D

A
=

— — 2
- % f L

Figura 3. Imagenes por TEM de las muestras A) S4, B) S8 y C) S8 después de un
tratamiento acido.

Kertész y colaboradores3? determinaron que, respecto a la cantidad y calidad de
los nanotubos de carbono, las condiciones mejores fueron para las muestras S8 y S11
que fueron una concentracion de catalizador 3 g de ferroceno en 50 mL de benceno,
~ 1 mL/min de velocidad de flujo de solucion, un intervalo de temperatura entre 875-
925 °Cy una velocidad de flujo de Ar (gas portador) de 500 L/h. Lo anterior demuestra
la importancia en el control de los parametros de sintesis para los MWCNT.

En otro trabajo realizado por este mismo grupo de investigacion Darabont y
colaboradores,?! llevan a cabo la sintesis de MWCNT por nebulizacién pirolitica
empleando ferroceno como catalizador, pero utilizando hidrocarburos alifaticos
saturados como solvente en lugar de los convencionales benceno y tolueno y con las

condiciones éptimas encontradas en su trabajo previo.28

En la Tabla 3 se aprecian los parametros empleados de los hidrocarburos
alifaticos saturados y los resultados obtenidos para cada uno de ellos. Para el caso
particular de las muestras S35 y S36 que utilizan como fuente de carbono n-pentano
y n-octano se empled una menor cantidad de ferroceno debido a la solubilidad menor

13
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que presentan en estos solventes. El tratamiento de purificacién empleado fue realizar
primeramente un tratamiento con acido nitrico durante 6 h y posteriormente calentar el
material en agua destilada por 6 h.

Tabla 3. Condiciones de reaccion y resultados obtenidos de la sintesis de MWCNT por
nebulizacién pirolitica empleando hidrocarburos alifaticos saturados como
fuente de carbono.

Producto Relacion de
Fuente  Cantidad en bruto Producto cantidad de
Muestra de de Z;Og:ﬁtg utilizado purificado material
carbono ferroceno @) para obtenido antes/después
(100 mL) (g/50 mL) 9 purificacion (9) dela
(9) purificacion
n_
S36 pentano 2.339 0.803 0.3 0.163 54.6
n_
S24 hexano 34 0.996 0.3 0.152 50.9
n_
S31 heptano 34 1.440 0.3 0.208 69.4
n_
S35 octano 2.1 0.622 0.3 0.182 60.9

En la Figura 4 se muestran las imagenes TEM para las muestras S31, S35 antes
purificar y S35 después de la purificacién en las que se observo un tamafo de diametro
promedio menor para la muestra S31 con respecto a la muestra S35. A su vez, se
observo que la purificacion juega un papel importante en la reduccién del diametro de
los nanotubos ademas de la remocién de contaminantes como exceso de catalizador
y particulas de carbono.

Con base a los resultados obtenidos por TEM Darabont y colaboradores,3!
concluyen que los MWCNT a partir de n-heptano ofrecen un rendimiento mayor,
diametros menores entre 30-120 nm, homogéneos y porcentaje de recuperacion mayor
después de la purificacion con respecto a los MWCNT a partir de n-pentano, n-hexano
y n-octano.

14
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Figura 4. Imagenes por TEM de las muestras a) S31, b) S35 y c) S35 después de su

purificacién.
3.4 Nanotubos de carbono como nanoacarreadores

En los Ultimos anos se ha reportado una cantidad amplia de articulos que discuten
las razones por las que los MWCNT no han sido empleados en su totalidad como
nanoacarreadores en sistemas de liberacion de farmacos y el tratamiento de
enfermedades.32->3

En un trabajo reportado Adeli y colaboradores*’ discuten las condiciones para
que los MWCNT sean empleados como herramientas valiosas en la administracion de
farmacos, especificamente contra el cancer, y cdmo su funcionalizacion con varios
tipos de polimeros mediante enlaces covalentes y/o no covalentes mejora sus
condiciones.

Ellos discuten varias de las propiedades que generan la toxicidad de los MWCNT
en condiciones pristinas. Una variedad de estudios en ratones demostrd que los
MWCNT largos de 0.8 mm inducen lesiones similares a mesoteliomas, algo previamente
observado con fibras de asbesto. Este efecto fue ain mayor cuando se emplearon
MWCNT largos y sin funcionalizar, debido a que los MWCNT forman agregados en
formas de fibras de gran tamafo incapaces de ser fagocitadas por células de
macroéfagos llevando a la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS). 4 43 La
formacion de ROS se ve directamente relacionada con el método de

15
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sintesis de los MWCNT debido a la presencia de impurezas como hierro, que se utiliza
como catalizador en su fabricacidén, aumenta la toxicidad. En otros estudios seencontrd
que otros factores que afectan considerablemente la toxicidad de los MWCNTson la
concentracion, dosis, duracion y método de exposicion, y medio el dispersante.4’

Por otra parte, se ha encontrado que nanotubos de carbono funcionalizados (f-
MWCNT) presentan mejoras importantes respecto a MWCNT sin modificar. A su vez,
cambios estructurales como disminucion de su diametro, longitud y funcionalizacion
especialmente con polimeros hidrofilicos o biomoléculas mejora considerablemente su
solubilidad, dispersién en agua y fluidos bioldgicos y, por ende, disminuye su toxicidad.

Una de las funcionalizaciones de MWCNT que ha presentado resultados
prometedores al realizar estudios in vivo son los recubrimientos biocomplatibles, como
cadenas poliméricas de polietilenglicol (PEGilacién).*! Sin embargo, otros estudios
muestran que el tamafio o peso molecular del grupo funcional también afecta
significativamente la toxicidad, al funcionalizar con moléculas de peso molecular
relativamente alto (460 kDa) se aumenta la toxicidad, mientras que moléculas de peso
molecular menores a 80 kDa mejoran su captacion celular. Ademas, no solo es posible
multifuncionalizar los MWCNT con moléculas que mejoren su biocompatibilidad, sino
también con agentes de contraste, anticuerpos, farmacos, generando sistemas
altamente versatiles que pueden utilizarse en aplicaciones biomédicas, como
administracion avanzada de medicamentos para una variedad amplia de
enfermedades.

En un estudio realizado Liang y colaboradores,>3 modificaron la superficie de
nanotubos de carbono de pared multiple oxidados (Ox-MWCNT) con berberina (BRB),
un alcaloide de isoquinolina y farmaco utilizado para prevenir el Alzheimer. También
recubrieron los MWCNT cargados con fosfolipidos y polisorbato para mejorar su
biodisponibilidad, desarrollando una variedad de experimentos para encontrar las
condiciones éptimas de cargado (Esquema 2). La formulacién optimizada se tuvo a una
relacion farmaco:C-MWCNT de 1:6.5 y un tiempo de agitacion de 50 minutos,

16
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logrando una adsorcién del farmaco del 68.6% Yy un tamafio medio de 166.3 nm. Se
observd un porcentaje de liberacion de farmaco de 87% después de 16 h.

P-C-MWCNT

Esquema 2. Sintesis de nanoacarreadores a base de MWCNT recubiertos con
fosfolipidos y polisorbato cargados con berberina.

Posteriormente realizaron experimentos in vitro empleando 6-cumarina como
agente fluorescente durante los estudios de captacién celular mediante fluorescencia,
observandose que no presentaron toxicidad significativa contra las células de
neuroblastos SHSY-5Y. La liberacion del farmaco después de 12 h oscilé entre 83.5-
92.3% para todas las formulaciones. Ademas, se observd un perfil de liberacion de
farmaco analogo sin ninguna diferencia significativa para todas las formulaciones, lo
qgue mostro que la funcionalizacion de MWCNT no alterd la propiedad de portador de
liberacion de farmaco de los MWCNT (Figura 5).

17
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Figura 5. Perfiles de liberacion de farmacos in vitro de formulaciones de BRB-MWCNT,
BRB-C-MWCNT, BRB-P-C-MWCNT y BRB-FO-C-MWCNT.

Los estudios de internalizacion realizados mediante microscopia confocal laser de
barrido (MCLB) con las formulaciones de MWCNT diferentes y tifiendo los nicleos de
las células con DAPI mostraron una internalizacion mayor empleando los
nanoacarreadores en comparacion con el blanco, el consistié en cumarina-6 libre y no
presentd fluorescencia dentro de las células. Por otro lado, la internalizacion mayor la
presentaron los MWCNT revestidos con polisorbato en comparacion con el resto de
nanoacarreadores, lo que se atribuye a una solubilidad relativamente mayor de este
material (Figura 6).

18
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BLANCO

FO-C-MWCNT

Figura 6. Imagenes de MBCL de células después de 2 h de incubacion con (A) Blanco,
(B) BRB-MWCNT, (C) BRB-C-MWCNT, (D) BRB-P-C-MWCNT y (E) BRB-
FO-C-MWCNT.

Posteriormente, hicieron experimentos in vivo en ratones esperando la
recuperacion de su memoria después del dia 18 al 20 de la administracion del
nanoacarreador. Los tejidos cerebrales y plasmaticos de ratas mostraron absorcion de
farmaco, lo que indicé el cruce de la barrera hematoencefdlica. A su vez, la
administracién de B-amiloide y los nanoacarreadores cargados con BRB mostraron
una disminucién significativa en los factores asociados a la enfermedad de Alzheimer

en los ratones, mostrando un efecto neuroprotector posible.

Por lo tanto, este trabajo demuestra que los MWCNT recubiertos con
fosfolipidos/polisorbatos cargados con farmaco son viables para ser utilizados para el
tratamiento de enfermedades.

19
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3.6 Aplicacion de MWCNT contra bacterias

Amiri y colaboradores™* realizaron la sintesis nanotubos de carbono de pared
multiple funcionalizados con grupos etanolaminas (EA) y estudiaron sus propiedades
contra bacterias tanto gram positivas como gram negativas. Primeramente, realizaron
la oxidacion de sus MWCNT en acido sulfurico concentrado y acido nitrico en una
proporcion 3:1, respectivamente. Habiendo obtenido los MWCNT-CO2H prosiguieron
a realizar la funcionalizacién haciéndolos reaccionar con mono, di y tri etanolamina
mediante una via asistida por microondas individualmente, obteniendo tres diferentes
nanomateriales conjugados: MWCNT-MEA, MWCNT-DEA y MWCNT-TEA (Esquema 3).

MEA o DEA
+ o) 1
CO-N-C,H,OH

AICI;
15 min R
microondas i \ CO—l:l—CzH4OH
) N

AARARAVA
A NV + Hy0
|
2 h HO,C COzH = @sHH,OH
! 15 mL NH4 °
| 45 mL H;80s  HOLGC COH
Vi
MEA NH,C,H,OH \ R
CO-OCaHyN
R
DEA NH(C;H,OH), 15 min R
microondas Y CO—OCZH4'NL

TEA N(C,H,OH),

Esquema 3. Sintesis de MWCNT funcionalizados con grupos etanolaminas.

Se caracterizaron cada uno de los nanomateriales obtenidos por técnicas como
infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR) en los cuales se observo la presencia de
bandas caracteristicas de grupos OH y NH entre 3500-3350 cm!y CH alifaticas en 2940
cm!, ademas de la banda caracteristica del estiramiento de amida en 1640 cm-

1, En el analisis termogravimétrico (TGA) se observd una caida en peso entre 140-500
°C en los nanomateriales funcionalizados atribuidas a la descomposicidn de los grupos

EA presentando una tendencia de mayor pérdida peso de MEA>DEA>TEA. Por el
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analisis de TEM de los nanomateriales se observo una rugosidad sobre la superficie de
estos debido a la presencia de los grupos EA en su superficie, presentando estos una
mayor rugosidad en el MWCNT-TEA. Con base a los anteriores resultados Amiriy
colaboradores comprobaron que se funcionalizd exitosamente los MWCNT.

Finalmente, Amiri y colaboradores>* realizaron estudios de microdilucién en caldo
para encontrar la concentracién minima inhibitoria contra bacterias gram positivas y
gram negativas entre las que desatacan E. coli y S. aureus. Entre sus resultados se
encontrd que las bacterias gram negativas eran mas sensibles que las gram positivas
al presentar una concentracién minima inhibitoria menor, a su vez se observé una
tendencia de mejor actividad contra todas las bacterias de MWCNT-TEA>MWCNT-
DEA>MWCNT-MEA>MWCNT atribuido a la presencia mayor de los grupos aminos,
los cuales favorecen una naturaleza catidnica que permite una mejor interaccién con
la pared celular de las bacterias.

El trabajo de Amiri y colaboradores>* demuestra la factibilidad de emplear MWCNT
funcionalizados para ser empleados como agentes antibacterianos y que a mayor grado
de funcionalizacion se mejora la actividad de estos.

Por otra parte, Teng y colaboradores®® realizaron la sintesis de MWCNT
funcionalizados con vancomicina (Van) y soportados sobre peliculas de poliuretano
(PU) via ultrasonificacion. En su trabajo emplearon MWCNT previamente oxidados
llevando a cabo una serie de reacciones para incorporar Van a los nanotubos a través
de la formacion de un grupo amida (Esquema 4).
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TPU/Van-MWCNT

Esquema 4. Sintesis de nanomateriales a partir de MWCNT funcionalizados con

vancomicina soportados en peliculas de poliuretano.>>

Llevaron a cabo la caracterizacion del MWCNT-Van por FTIR en donde se observd
la formacién de una banda a 1642 cm! de estiramiento de carbonilo tipico deamida en
el nanomaterial funcionalizado, la cual no se observaba en el nanomaterial sin
funcionalizar. Ademas, en el analisis por XPS se observé en los MWCNT la energiade
enlace tipica de C y O mientras que en el MWCNT-Van se observod adicionalmente la
energia de enlace de N. Con base a los anteriores resultados Teng y colaboradores
comprobaron que se realizd satisfactoriamente la funcionalizacion.

A su vez Teng y colaboradores> realizaron estudios a sus sistemas PU,
PU/MWCNT y PU/MWCNT-Van por TGA donde se observé pequefias diferencias enlas
pérdidas de peso entre 250-450 °C debido a la presencia o ausencia en sus
nanocompositos sobre el TPU. Ademas, realizaron estudios de las propiedades
antibacteriales de sus nanocompositos embebiéndolos en caldos de cultivos de
bacterias S. aureus via y analizando el efecto de la presencia del nanomaterial en la
morfologia de las bacterias mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). En sus
resultados se observo que en las peliculas de PU se aprecia perfectamente lamorfologia
esférica de las bacterias. Sin embargo, en la presencia de los MWCNT o
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MWCNT-Van su morfologia se ve afectada debido a la actividad bactericida de estos
nanomateriales (Figura 7).

PU PU/MWCNT PU/Nan-MWCNT

Figura 7. Imagenes TEM de TPU, TPU/MWCNT y TPU/MWCNT-Van embebidas en
caldos de cultivo de Staphylococcus aureus en tiempos diferentes.

El trabajo reportado por Teng y colaboradores® muestra una ruta alterna de
funcionalizacion con farmacos bactericidas, ademas de la implementacion de estos con
polimeros para generar un material antibacterial potencial.

En un trabajo reportado por Singh y colaboradores,*® muestran el disefio y
desarrollo de un nanomaterial a base de MWCNT funcionalizados con liquido idnico con
el fin de proporcionarles propiedades que mejoren la interaccién con las membranas
de bacterias y generar un efecto antibacteriano. La sintesis de este nanomaterial
consiste de una serie de etapas; la primera una oxidacion de MWCNT pristinos con
acido sulfurico y nitrico obteniendo MWCNT funcionalizados con grupos carboxilicos,
entre otros ( -MWCNT); la segunda etapa consiste en una reacciéon con cloruro de
tionilo para generar grupos cloruro de acilo que finalmente se hacen reaccionar con
compuestos de bencimidazoles alquilados diversos (BMA a-d) confiriéndoles el caracter
de liquido iénico generando los f-MWCNT-LI(a-d).
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H,S80, (i) SOCl,, CH,Cl,
HNO; (ii) BMA(1-4), ACN
f-MWCNT
R:a= —CH,CH;4
N-R b =—(CH;)sCHy
N=/ ¢ =—(CH,);CH4
BMA @ d=—(CHy)11CH3

Esquema 5. Sintesis de nanomateriales de MWCNT funcionalizados con

bencimidazoles alquilados.

Estos nhanomateriales se caracterizaron por FTIR y microscopia de barrido con
analisis elemental por espectroscopia de rayos X dispersados (SEM-EDS). A
diferencia de los MWCNT pristinos, los f-MWCNT presentaron las bandas
caracteristicas de -OH y —COOH en 3448 y 1693 cm™! en el analisis por FTIR. A su
vez, en los espectros de f-MWCNT-LI(d) se observd una disminucion en la intensidad
de la banda en 3448 cm’, y la formacion de una banda nueva de estiramiento de
carbonilo en 1712 cmL. Por su parte, las micrografias SEM mostraron que los MWCNT
pristinos poseen una estructura tubular, y el andlisis EDS mostro la presencia de
impurezas como Br, F y S. Después del tratamiento acido para obtener los f-MWCNT
se observo un cambio enorme en la morfologia de estos nanomateriales y ademas los
analisis EDS ya no mostraron la presencia de impurezas. Finalmente, los microscopias
de los f-MWCNT-LI(d) mostraron una superficie rugosa y la presencia del pico de
nitrégeno por EDS el cual no estaba presente en los f-MWCNT (Figura 8).
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Figura 8. Micrografias SEM de MWCNT pristinos (A), f-MWCNT (B) y f-MWCNT-LI(d)
(C) y analisis EDS MWCNT pristinos(D), f-MWCNT (E) y f-MWCNT-LI(d)
(F).

Estudios de viabilidad bacteriana y concentracién minima inhibitoria (MIC) se
realizaron contra cepas de E. coli, S. aureus, y S. aureus meticilina resistente (SAMR)
empleando los nanomateriales obtenidos. Los resultados mostraron que elnanomaterial
f-MWCNT-LI(d) presentd un efecto mayor sobre la viabilidad de las bacterias y una MIC
menor en comparacién con el resto de nanomateriales. También se estudidé este
nanomaterial embebido en cloruro de polivinilo (PVC) para realizar estudios de
inhibicion bacteriana por ensayos de difusion, en donde se observd que elPVC no tuvo
actividad, mientras que el material embebido generd un halo de inhibicidoncontra las
cepas E.coliy S. aureus (Figura 9).
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Figura 9. Estudios de inhibicion bacteriana mediante difusion radial empleando f-
MWCNT-LI(d) sobre PVC contra E. coli (A) y S. aureus (B).

Este trabajo muestra la capacidad de emplear MWCNT funcionalizados con
moléculas organicas con aplicacion potencial en la desinfeccion bacteriana para
dispositivos biomédicos.>®

3.7 Sintesis de Puntos cuanticos de carbono (CD)

Entre otros de los nanomateriales que ha presentado gran interés por la
comunidad cientifica se encuentran los puntos cuanticos de carbono (CD) que
presentan propiedades similares a los puntos cuanticos metalicos (QD) como
fotoluminiscencia excelente, dispersabilidad, entre otras.>® A su vez, los CD en bruto
poseen permeabilidad celular buena y una toxicidad baja reportada en una variedad de
trabajos, cualidad que no presentan sus parientes cercanos los QD, esta Ultima cualidad
lo ha vuelto uno de los focos de atencidn para su aplicacion en el area médicatanto para
el diagndstico como el tratamiento de enfermedades.>?-%°

La sintesis de CD se ha realizado mediante una diversidad de métodos amplia
tales como la carbonizacidn, tratamiento electroquimico, tratamiento solvotermal, etc.
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Entre uno de los métodos mas reportados que permite la obtencion de CD de una
amplia variedad de fuentes de carbono, de manera sencilla y con rendimientos

cuanticos aceptables se encuentra el tratamiento hidrotermal.19: 61,66-68

El tratamiento hidrotermal consiste en dispersar una fuente de carbono en agua
destilada, posteriormente la solucion se coloca en una autoclave, se cierra y es
sometida un tratamiento térmico en intervalos de temperatura de 90°-300 °C. Las
fuentes de carbono son muy variadas desde aminoacidos, carbohidratos, productos

naturales como jugos, plantas, etc.

En un trabajo realizado por Mohapatra y colaboradores®’ realizan la sintesis de CD
mediante un tratamiento hidrotermal utilizando como fuente de carbono jugo de
naranja (Citrus nobilis deliciosa). En esta sintesis emplearon una temperatura de
calentamiento baja de 120 °C y un tiempo de 2.5 h. La formacién de los CD se debe a
la carbonizacion de los componentes diferentes que posee el jugo de naranja como la
glucosa, sacarosa, acido citrico, acido ascorbico, vitamina D, entre otros. Finalmente,
se realiza la separacion de los CD del resto de subproductos mediante centrifugacion
a 3000 rpm y 10000 rpm. En el Esquema 5 se aprecia el método de sintesis y obtencion
de estos CD (Esquema 6).
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CQDs

Esquema 6. Método de sintesis y purificacion de CD a partir de jugo de naranja.®®

En los resultados obtenidos por microscopia electrénica de barrido de alta
resolucion (HRTEM) se mostré que la morfologia presentada por los CD a partir de
jugo de naranja es esférica, ademas de monodispersos y con una distribucidon de
tamano estrecha entre 1.5 y 4.5 nm con un promedio de 2.5 nm (Figura 10).
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Figura 10. Imagen TEM de los CD a partir de jugo de naranja A) y distribucion de
tamanfos B).
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Entre las ventajas de este método reportado por Mohapatra y colaboradores®® se
destacan una sintesis sencilla, econémica y verde para la obtencién de CD con
rendimientos altos.

Swain y colaboradores”® realizaron la sintesis de CD a partir de plantas de aloe
vera empleando un método de carbonizacion realizando una purificacion de estos via
ultrasonificacién vy filtracion con membranas de 0.22 um. Realizaron la caracterizacion
de estos materiales por FTIR en donde observaron la presencia de una banda ancha
caracteristicas de los estiramientos O-H y N-H entre 3500-3300 cm!, dos bandas del
estiramiento C-H en 2907 y 2841 cm ademas de la banda tipica del estiramiento de
carbonilos de acido carboxilico en 1724 y en 1636 cm™ la banda C=C caracteristica de
hidrocarburos policiclicos aromaticos. En el analisis por XPS se observaron las energias
de enlace para C, N y O. El analisis por RAMAN mostro las bandas D y G caracteristicas
de estos materiales en 1383 y 1541 cm! respectivamente, presentandouna intensidad
mayor la banda D comparando contra la banda G, por lo que estos CDposeen un grado
mayor de C con hibridacion sp? pero con una presencia considerablede C con hibridacion
sp?. En los estudios por TEM de los CD se observd una morfologiacuasiesférica para
estos materiales con un diametro hidrodinamico promedio de 2.67 nm.

Swain y colaboradores’® realizaron estudios de las propiedades foto luminiscentes
de los CD observando en el espectro de absorbancia por UV-vis un picoen 282 nm y
una banda ancha en 330 nm atribuidas a las transiciones n-n* de los grupos carbonilo
y n-n* de C=C conjugados respectivamente. En fluorescencia no se observo la
tendencia tipica de otros compuestos fluorescentes en donde la banda de emision es
independiente de la banda de excitacidon ya que al excitar entre 280-430 nm se

observaron bandas de emision diferentes con disminuciones minimas en la intensidad.

Este trabajo muestra una via para la sintesis de CD, caracterizacion y estudiosde
sus propiedades fotoluminiscentes y aunque no se presentan en este informe,
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estudios de su capacidad para emplearse con otros sistemas para la liberacion
controlada de farmacos.

Wang y colaboradores’! reportaron una sintesis verde de CD sencilla empleando
un método hidrotermal usando como precursor natural y fuente de carbono al acido
ascorbico (AA). En comparacion con otros métodos hidrotermales ellos emplearon
como agente oxidante al acetato de cobre II en una proporciéon equimolar con el AA en
agua, manteniendo la reaccién en agitacion por 10 min. Posteriormente calentaron la
mezcla a 90 °C durante 5 h, en el que se observd un cambio de color de naranja a
amarillo dorado claro, indicando la formacion de los CD.

Para comprobar la formacion de los CD realizaron mediciones mediante
microscopia TEM encontrando particulas esféricas con una monodispersidad buena y
un tamafio promedio de 3.20+0.72 nm (Figura 11 A). A su vez, realizaron un analisis
de la cristalinidad de los CD mediante mediciones de HRTEM en donde se observé la
separacion entre planos de 0.208 nm y los planos de difraccion tipicos de carbono tipo
103 y 102 de diamante y grafito, respectivamente (Figura 11 B).
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Figura 11. Imagenes de microscopia de los CD mediante A) TEM (Inserto: histograma
de distribucion de tamafios) y B) HRTEM.
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Ademas, caracterizaron los CD mediante otras técnicas especificas como XPS y
FTIR donde observaron las sefales correspondientes a los elementos de Cy O y bandas
de estiramiento caracteristicas de carbonilos, aromaticos e hidroxilos, respectivamente.
Una técnica poco convencional en la caracterizacion de CD utilizada en este trabajo fue
la RMN-13C, donde observaron sefales con desplazamientoquimicos en tres regiones,
entre 60-80 ppm se presentan senales asignadas a los carbonos unidos a O, entre 100-
150 ppm senales asignadas a carbonos aromaticos y finalmente entre 180-200 ppm
senales correspondientes a carbonilos (Figura 12), aunque realizando una busqueda
en la base de datos de espectros de moléculas organicas (SDBS) se encontr6 que estas

sefiales son caracteristicas del precursor de carbono AA.
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Figura 12. Espectro de RMN-13C de CD.”!

También se realizaron estudios por potencial zeta y se encontraron dos cambios
significativos en un valor positivo (15.2 mV) y a un valor negativo (-15.5 mV) variando
el pH de 2.56 a 10.65, lo cual es correspondiente a la protonacidn y desprotonacién de
grupos carboxilo de los CD, lo que indica que estos grupos estan presentes en su
superficie.

Finalmente, los estudios de las propiedades fotoluminiscentes por UV-vis y
fluorescencia molecular de los CD mostraron las bandas caracteristicas de absorcién
entre 200 y 350 nm, atribuidas a transiciones n-n* y n-n*(Figura 13 A). A su vez, se
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encontrd una variedad de bandas de excitacion y emisidén caracteristicas de los CD. La
banda de excitacion y emision de intensidad maxima se presentd en 377 nm y 455nm,
respectivamente (Figura 13 B). Ademas, se observd una dependencia de la intensidad
de fluorescencia maxima con respecto al pH, debido a que al aumentar esta,la banda de
emision de los CD se abate y se desplaza a una longitud de onda mayor. El rendimiento
cuantico (QY) de los CD se obtuvd comparando con el QY del bisulfatode quinina (54%)
en 0.1 M de H2S04, encontrando un valor de 3.22%. El tiempo de vida de fluorescencia
fue de 1.01 ns y una fotoestabilidad alta, incluso después de unafio de almacenamiento,

expuestos al aire y a temperatura ambiente.
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Figura 13. Espectros de A) UV-vis y B) fluorescencia de los CD.

En general la metodologia reportada’! presenta una sintesis hidrotermal sencilla
de CD con una dispersion en agua aceptable y propiedades fotoluminiscentes
interesantes que podrian ser utilizadas en una amplia variedad de aplicaciones como
nanomedicina y energias renovables.

En un trabajo reportado por Yang y colaboradores,’? se realizd un estudio de las
condiciones de reaccion en la obtencién de CDs via hidrotermal, con QY bastante
elevados para ser utilizados en tintas de impresion.

Los puntos de carbono fueron preparados disolviendo acido citrico y/o
etilendiamina, etilamina, n-heptilamina o urea en 10 mL de agua destilada. Luego, la
solucion se transfirid a un reactor autoclave revestido con Teflén y se calentd a 150,
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200, 250 y 300 °C durante 5 h. Los productos se dializaron para la obtencién de las CD
con rendimiento cercano al 58%. Finalmente, se determind el QY de los CD mediante
el método de la pendiente utilizando como referencia el QY del sulfato de quinina,
encontrando que la condicion mejor de sintesis fue con 0.42 g de acido citricoy 536 pL
de etilendiamina a una temperatura de 200 °C durante 5 h, con un QY del 80.6%.72

La morfologia y la estructura de los CDs fueron confirmadas mediante TEM y
microscopia de fuerza atdmica (AFM). Las imagenes por TEM de los CD mostraron una
distribucion circular uniforme y diametros entre 2 a 6 nm. Por otra parte, los tamanos
obtenidos por AFM mostraron una altura promedio de 2.81 nm (Figura 14).72
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Figura 14. Imagenes de microscopia de CDs por A) TEM y B) AFM (inserto: distribucion
de didmetros).”?

Las propiedades fotoluminiscentes se determinaron por UV-vis y fluorescencia
molecular. La longitud de onda de absorcion se centré en 344 nm, mientras que las
longitudes de onda de excitacion y emisidon optimas se observaron a 360 nm y 443 nm,
respectivamente (Figura 15A). También presentaron un comportamiento caracteristico
de este tipo de nanomateriales al tener una fotoluminiscencia dependiente de longitud
de onda de excitacién (Figura 15B).72
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Figura 15. A) Espectro de UV-vis ( ),~de fluorescencia (__) excitacion y (__) emision.
B) Espectros de emisidn a longitudes de excitacion diferentes.

Finalmente, utilizaron los CDs con QY alto en tintas de imprenta comercial
formando nanocompositos con polimeros como acetato de polivinilo (PVA) y poli N,N'-
dimetilacrilamida(PMDAA), logrando observar palabras e imagenes visibles con
fluorescencia y los nanocompositos fluorescentes expuestos bajo una lampara UV-vis
incluso después de 30 min de exposicién (Figura 16).72
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Figura 16. Patrones de impresidon obtenidos con tinta de CD e integracion de CD a
polimeros. A) Diferentes patrones graficos en papel (iluminados con una
ldmpara UV), B) Imagenes de microscopia de fluorescencia de nanofibras
de PVA/CD a tiempos de exposicion diferentes y C) nanocompuesto de
PDMAA/CD.

Los resultados anteriores muestran la diversidad de aplicaciones en donde se
pueden aprovechar las propiedades de fotoluminiscencia excelentes que poseen estos
nanomateriales.”?

3.8 Puntos cuanticos de carbono en la nanomedicina

En los Ultimos afios se han reportado varios trabajos donde se resaltan las
capacidades y caracteristicas que poseen los CDs que los hacen candidatos ideales para
ser utilizados en el tratamiento del cancer, asi como en aplicaciones biomédicas,
sanitarias y como nanoacarreadores.%:73-77

He y colaboradores’? desarrollaron un nanoacarreador para la administracion de
farmacos dirigido mediante un CD modificado con acido hialurénico (HA) y unido a
doxorrubicina (DOX) contra células tumorales de cancer de mama.

La sintesis de los CD modificados con HA (HA-CD) fue realizada mediante un
tratamiento hidrotermal en un solo paso con acido citrico, HA y polietilenimina
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ramificada (PEI) en agua desionizada a 180 °C durante una hora. Posteriormente
mediante una reaccion con 4-carboxibenzaldehido (p-CBA), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccimida (NHS) obtuvieron el
intermedio HA-CD@p-CBA que finalmente hicieron reaccionar con la DOX para obtener
su nanoacarreador HA-CD@p-CBA-DOX.

Para comprobar la obtencién de estas nanoparticulas y nanoacarreador
realizaron estudios de la morfologia mediante TEM y dispersion de luz dinamica (DLS)
y composicion y propiedades fotoluminiscentes por FTIR, RMN-!H, UV-vis y
fluorescencia. Las microscopias TEM y analisis por DLS mostraron un incremento en
el tamano de los CD-HA@p-CBA-DOX con respecto a los HA-CD aproximadamente
de 10 a 30 nm. Los estudios por fluorescencia mostraron una emisién tipica azul
brillante bajo irradiacién de luz UV, con una banda de emision en 461 nm con una
excitacion en 341 nm. Los espectros UV-vis mostraron cambios en las bandas de
absorcién en cada una de los nanosistemas. EI HA-CD presenté dos bandas
caracteristicas a 240 y 350 nm, mientras que CD-HA@p-CBA-DOX presentd la banda
a 350 nm y otra a 500 nm caracteristica de la DOX confirmando la uniéon de esta
molécula a los CD-HA@p-CBA. Estos resultados y el resto de caracterizaciones
comprobaron la obtencion de estos nanomateriales.
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Figura 17. Imagenes TEM de HA-CD (A) y HA-CD@p-CBA-DOX (B). Espectros de
excitacion y emision de HA-CD (C). Espectros de UV-vis de HA-CD(a),
DOX (b) y HA-CD@p-CBA-DOX (c) (Inserto: imagen representativa de las
muestras) (D).

Una vez obtenido el nanoacarreador estudiaron la liberacion del farmaco DOX
mediante UV-vis variando el pH, encontrando que a un pH de 7.4 se libera menos del
20% mientras que a un pH de 5.5 se libera el >50%, demostrando que bajo estas
condiciones se lleva a cabo la liberacién del farmaco.

También realizaron estudios de hemocompatibilidad para comprobar la
biocompatibilidad, ademas de estudios de captacién celular in vitro. Los estudios
mostraron que no hay toxicidad dependiente de la concentracion para HA-CD@p- CBA-
DOX en eritrocitos. Por su parte, los estudios de captacion con células fueron realizados
con el fin de mostrar una selectividad por receptores C44 sobreexpresados en células
4T1 (células madre tumorales en el modelo murino), observandose que hayuna
captacion mayor del nanoacarreador cuando presenta HA en su estructura.
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Por otra parte, se estudio la citotoxicidad mediante ensayos MMT contra las
células 4T1 mostrando que la doxorrubicina libre mostrd una citotoxidad mas alta que
HA-CD@p-CBA-DOX en las mismas condiciones. Esto se debid probablemente a que
la doxorrubicina libre podia atravesar facilmente la membrana celular a través de
difusion libre, mientras que la liberacién de doxorrubicina de HA-CD@p-CBA-DOX
dependia de la ruptura del enlace quimico sensible al acido.

Finalmente, realizaron estudios de eficiencia antitumoral in vivo con tumores de
células 4T1 en modelos de ratones BALB/c heterotdpicas y ortotdpicas. El crecimiento
del tumor fue directamente proporcional al tiempo y se utilizd como control PBS. Los
modelos de tumor heterotopico y ortotopico (Figura 18) mostraron un efecto
antitumoral mayor con respecto al peso y volumen para el nanoacarreador HA-CD@p-
CBA-DOX con una tasa de inhibicion relativa de crecimiento tumoral de 78.58% vy
80.23%, respectivamente. En comparacién, la DOX libre presenté un valor de 57.07%
y 58.28%, respectivamente. Los cambios en el peso corporal se midieron
simultdneamente cada 2 dias durante el tratamiento para controlar la toxicidad. Con
base en el peso corporal inicial antes del tratamiento, no se observé un cambio en el
peso corporal en ratones tratados con HA-CD@p-CBA-DOX, mientras que el grupo
tratado con DOX libre mostré una pérdida de peso de aproximadamente el 15%, lo que
indica que el HA-CD@p-CBA-DOX reduce efectivamente la toxicidad sistémica de la
DOX.
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Figura 18. (A) Cambios en el volumen tumoral después de la inyeccion intravenosa con
doxorrubicina libre y HA-CD @ p-CBA-DOX en ratones ortotdpicos con tumor
4T1. (B) Cambios en el peso corporal de ratones con tumor 4T1 in situ
después del tratamiento con doxorrubicina libre y HA-CD @ p-CBA- DOX.
(C) Imagen de los tumores. (D) Peso de los tumores de cada grupo en el dia

quince.

Estos resultados demuestran la capacidad excelente que poseen los CD para ser

utilizados como nanoacarreadores funcionalizados con moléculas para conferirles la

propiedad de transporte activo asi como farmacos, lo cual puede aplicarse no solo

contra el cancer, sino contra otros tipos de padec

Pramod y Jaleel”? estudiaron varias de las

CD en candidatos prometedores para su aplicac

imientos.

caracteristicas que convierten a los
i6n en la medicina.
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Las propiedades fisicas y fotoluminiscentes de los CD estan fuertemente
relacionadas a varios factores como son el método de sintesis mediante técnicas de
reduccion de tamafo/top-down o autoemsamblado/bottom-up, las técnicas de
descarga de arco e hidrotermal, entre otras. Otro factor importante es la fuente de
carbono, se utiliza una variedad dependiendo del método, y destacan los productos
naturales como frutos, plantas, residuos de carbono, aminoacidos, entre otros.

La pasivacion y dopaje controlado de la superficie de los CD modifica
considerablemente sus propiedades, a un numero mayor de grupos carboxilos o
agentes pasivantes como etilenimina o incluso polimeros como PEG en la superficie
mejora el QY o se desplaza la emision al visible e infrarrojo cercano. Por otra parte, el
dopaje con nitrégeno, azufre, boro o silicio mejoran en general el QY y confieren la
capacidad de interaccionar con cationes como Fe3*,

Un aspecto importante de los CD que destacan los autores son los perfiles de
toxicidad, al igual que su destino después de ser internalizado en organismos vivos. En
general, no se observo un efecto tdxico significativo en dependencia de laconcentracion
en varios estudios en animales. Estudios de citotoxicidad en lineas celulares de cancer
no mostraron efectos relevantes en la viabilidad celular encomparacién con los QD. Por
otra parte, el dopaje con N o la funcionalizacién con polimeros biocompatibles como
PEG disminuyen considerablemente la acumulaciénde los CD en el higado y mejora la
excrecion de éstos a unas pocas horas después deser inyectados en ratones en estudios
in vivo, e incluso, después de tiempos de exposicién prolongados.

Ellos describen varias aplicaciones de los CD como en la liberacion controladade
farmacos, actuando como un agente teragnostico, marcaje de bacterias y actividad

antibacterial.

La mayoria de los estudios de liberacién controlada de farmacos con CD se han
enfocado en estudios contra el cancer (Esquema 7), en los que mediante la formacion
de enlaces amida con los grupos carboxilicos del CD y un grupo amino terminal del
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farmaco se realiza la unidén entre el medicamento y el nanosistema. Ademas, la
incorporacién de acido folico (AF) a CD PEGilados y cargados con doxorrubicina ha
permitido monitorizar la liberacion del farmaco en las células cancerosas de manera
mas selectiva, permitiendo cuantificar la liberacién del farmaco mediante el aumento
de la fluorescencia. Otros sistemas con CD conjugados con polimeros sensibles al pH
y cargados con cisplatino han presentado una internalizacion en las células cancerosas
mejorada llevando a cabo la liberacidn selectiva del farmaco.

® oD A Doxorrubicina 1’) Célula de cancerosa

Esquema 7. Cargado de DOXen CDy su liberacién en células cancerosas.

En estudios de actividad antibacteriana se ha observado que los CD por si mismos
no presentan actividad. Sin embargo, la funcionalizacion de CD con agentes activos
permite que ganen esta capacidad. Asi mismo, la presencia de grupos carboxilo en la
superficie de los CD permite la conjugacion con los grupos aminos presentes en las
membranas bacterianas, facilitando la obtencién de imagenes y conteo de bacterias.
También, se ha observado que algunos CD han presentado actividad antibacteriana
mediante activacion fotoinducida bajo luz visible o0 mediante laactivacion fotocatalitica
de agentes antibacterianos.”?3
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3.9 Aplicacién de CDs contra bacterias

Hahn y colaboradores®* sintetizaron CD por pirdlisis de acido citrico con PEG
diamina y posteriormente realizaron una conjugacion con HA mediante la formacion de
un enlace amida entre los grupos amina del CD y los grupos carboxilicos del HA.La
obtencion del nanosistema se confirmé por una variedad de técnicasespectroscopias
como FTIR, RMN-!H, fotoluminiscencia y micrografias por HRTEM en donde se
observaron CD y se midieron tamanos entre los 5y 7 nm.

Ellos realizaron estudios de citocompatibilidad mediante ensayos con metosulfato
de fenazina (MTS) sembrando células de melanoma murino B16F1 y las células de rifion
humano HEK-293 en una placa de 96 pocillos en condiciones estandares.
Posteriormente, incorporaron cantidades crecientes de los CD y los HA-CD y se
incubaron por 24 h. Se encontroé que la citotoxicidad de los CD y HA-CD fuedespreciable
hasta una concentracion de 0.4 mg/mL. A su vez, la viabilidad celular se vio disminuida
gradualmente al aumentar la concentracién de los nanosistemas. Por otra parte, las
células B16F1 presentaron una captacién mayor de los conjugados de HA-CD y una
viabilidad menor que las células HEK293, debido probablemente a la presencia de
receptores de HA en las células B16F1. A su vez, se observé una viabilidad mayor para
las células HEK293 en comparacion con las células B16F1 enlas concentraciones de
0.6 y 0.8 mg/mL (Figura 19).
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Figura 19. Viabilidad celular de CD y HA-CD conjugados con concentraciones
crecientes de 0 a 0.8 mg/mL en A) células B16F1 y B) células HEK293 (o
e P <0,05 para la comparacion entre células B16F1 y HEK293).

También realizaron estudios de bioimagen in vivo en ratones BALB/c inyectando
CD y HA-CD. Los resultados obtenidos mediante imagenes de fluorescencia en tiempo
real mostraron fluorescencia a través de la piel en ambos casos (Figura 20).

Barra de color
Min = 5.4007e+08
Max = 2.5296e+09

Figura 20. Imagenes de fluorescencia de ratones BALB/c después de la inyeccién
subcutanea de A) CD y B) HA-CD.
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Se investigd la distribucion de los CD y HA-CD después de una inyeccién
intravenosa para confirmar la viabilidad de su aplicacion como agentes de bioimagen,
realizando estudios de fluorescencia ex vivo recogiendo los 6rganos higado, rifion y
bazo después de 4 h de la inyeccion. En estos estudios se observd una intensidad de
fluorescencia baja debido a la eliminacion de los CD del cuerpo del ratén, aunque con
una especificidad mayor de los HA-CD en el higado debido a la presencia de receptores
de acido hialurénico como HARE y CD44.

Este trabajo presenta un sistema de administracion especifica de CD conjugados
con HA el cual podria utilizarse para la generacion sistemas de administracion de
farmacos y de bioimagen especificos para el tratamiento de enfermedades hepaticas.

Markovié, Spitalsky y colaboradores® prepararon CD hidréfobos (hCD) fotoactivos
conjugados a poliuretano (PU), y estudiaron su biocompabilidad y propiedades
estructurales, fotocataliticas y antibacterianas.

Los hCD fueron sintetizados mediante un procedimiento previamente reportado
por el grupo de trabajo y posteriormente los incorporaron a trozos de PU pequeios con
un espesor de 1 mm y un area de 10x10 mm? sumergiéndolos en una solucion dehCD
en tolueno con una concentracién de 0.94 mg/mL. Los hCD se encapsularon enla
matriz polimérica mediante un método de hinchamiento a temperatura ambiente
durante 48 h. El solvente se elimind del nanocomposito empleando un horno al vacio
a 80 °Cdurante 12 h.

La citotoxicidad de los nanocompositos hCD/PU fue verificada mediante un ensayo
de viabilidad celular MTT en dos tipos de células, NIH/3T3 y A549, empleandovarias
concentraciones de extractos. Los resultados mostraron que independiente de la
concentracion del nanocomposito hCD/PU, no se observé citotoxicidad hacia las células
NIH/3T3, mientras que en las células A549 si se presentd citotoxicidad minimay
moderada a concentraciones de extracto superiores al 75% (Figura 21).
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Figura 21. Viabilidad celular de muestras individuales en concentraciones diversas de
extractos de nanocomposito hCD/PU en A) células NIH/3T3 y B) células
A549.

Finalmente, realizaron estudios de la actividad actibacterial del nanocomposito en
cepas S. aureus y E. coli inoculando con una CFU/mL de 6.0x10° y 1.9x10°,
respectivamente, sobre los nanocompositos de hCD/PU y el control PU sin alterar.
Posteriormente, se irradié el medio con luz azul a 470 nm sobre ambas cepas con una
potencia de 15 W durante 30, 60 y 360 min, y a una distancia entre la ldampara y las
muestras de 50 cm para una iluminacién homogénea mejor.

Los resultados indicaron que los nanocompositos hCD/PU tienen una eficiencia
mayor contra ambos tipos de células bacterianas comparado con el PU utilizado como
control. Ninguna de las dos cepas sobrevivié a los 360 y 60 min de irradiacion con luz
azul y los nanocompositos, mientras que en el PU control proliferaron incluso durante
el periodo de irradiacion demostrando que el efecto antibacterial es debido a la
presencia del nanomaterial y no a la irradiacion de la luz azul (Figura 22).

45



[ll. ANTECEDENTES

Figura 22. Imégene"de la superficie de a) . aureus sin irradiacién eolectadas de
los nanocompositos hCD/PU; b) S. aureus después de 30 min de irradiacion
con luz azul (Visualizaciéon de colonias e S. aureus después de 30 minutos
de irradiacion con luz azul b') vivas y b") muertas) recolectadasde los
nanocompositos hCD/PU y c) S. aureus después de 60 min de irradiacidn
con luz azul recolectadas de los nhanocompositos hCD/PU.

Liu y colaboradores®® realizaron la sintesis de puntos cuanticos de carbono
modificados con amonio cuaternario (QCD) a partir de cloruros de 2,3-
epoxipropiltrimetilamonio (GTA) y dialildimetilamonio (DDA) mediante un tratamiento
hidrotermal en un solo paso, y estudiaron su actividad antibacteriana contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas diversas, destacando SAMR. La caracterizacion de
estos QCD fue realizada mediante TEM, DLS, UV-vis, FTIR, XPS y RMN.

En los estudios de actividad antibacteriana in vitro mediante difusion en disco y
microdilucion en caldo emplearon cepas de referencia americana tipicas (ATCC) de S.
aureus, SAMR, S. epidermidis, E. coli, Listera monocytogenes, entre otras. Los
estudios por difusiéon radial en disco se realizaron empleando como controles DDA y
GTA a la misma concentracion que los QCD de 0.5 mg en placas de bacterias cultivadas
en agar Muller Hilton (MH). Los resultados mostraron que los reactivos DDAy GTA no
poseen actividad contra alguna bacteria, por otra parte, sdlo mostraron halode
inhibicién los QCD contra bacterias Gram positivas (Figura 23) y no se presentd
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crecimiento en los halos de inhibicidn incluso después de 5 meses. Por su parte, los
estudios reportaron la MIC de los QCD de 5 pg/mL en S. epidermidis, 10 pug/mL en S.

aureus, SARM y L. monocytogenes, y 20 ug/mL en E. faecalis, respectivamente.

— ;‘,_/—;}/
E.coli

S.paratyphi-8 - S. marcescens E. faecalis
Figura 23. Actividad antibacteriana de DDA (a), GTA (b) y QCQD (c) contra las ocho
especies de bacterias en placas de agar MH.

También se realizaron estudios por TEM para observar la destruccién de las
células bacterianas con QCD. Las imagenes de las células en solucion salina
presentaron una estructura celular completa, pared celular integra y uniformidad. En
comparacion con las bacterias tratadas con QCD las cuales mostraron rupturas en las
paredes, membranas celulares y desintegracion en grados diferentes provocando la
muerte de la bacteria (Figura 24).
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Figura 24. Imagenes TEM de S. aureus (A 'y B), SARM (Cy D), S. epidermidis (E y F),
L. monocytogenes (G y H) y E. faecalis (I y J) antes y después de ser

tratadas con QCD, respectivamente.

El mecanismo antibacterial de los QCD contra cepas Gram positivas se determind
mediante un analisis de etiquetado en masa tandem (TMT) basado en protedmica
cuantitativa antes y después del tratamiento con QCD, empleando como modelo S.
aureus. De acuerdo con un analisis de enriquecimiento empleando la Enciclopedia de
Kyoto de Genes y Genomas (KEGG), las proteinas expresadas diferencialmente estaban
involucradas en una diversas de rutas metabdlicas bioquimicas y transduccién de
sefales. El estudio reveld que QCD afectan principalmente la traduccion de proteinas,
la modificacién postraduccional y el cambioen las células bacterianas al actuar
principalmente en los ribosomas y en la regulacionde la degradacion del ARN para
provocar anormalidades metabdlicas y alteracionesen las células bacterianas. Por lo
que, el QCD actua como un "caballo de Troya", causando primero que las células
bacterianas se desintegren y se descompongan desde el interior, y pierdan su
integridad, lo que finalmente provoca la muerte de las bacterias.
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Ademas, realizaron estudios de toxicidad diversos y hemolisis in vivo y/o in vitro
comprobando que en concentraciones efectivas contra las bacterias Gram positivas
poseen una biocompatibilidad buena. Finalmente realizaron tratamientos de ratones
con neumonia infectados con SARM con 200 pg/mL de QCD, 20 ug/mL de vancomicina
y como control solucién salina normal esterilizada. Los ratones tratados con QCD vy
vancomicina después del tratamiento durante 120 h, no presentaron sintomas de
dificultad respiratoria o disnea y los neutrdfilos en los tejidos pulmonares casi
desaparecieron. Sin embargo, los neutrofilos en los tejidos pulmonares de los ratones
tratados con solucidn salina esterilizada no disminuyeron significativamente, ylos
ratones todavia tenian los sintomas de disnea. Los resultados experimentales
anteriores indican que los QCD poseen un efecto terapéutico en ratones con neumonia
infectados con SAMR y podria promover la regresion de la inflamacion pulmonar en
los ratones y efecto terapéutico similar a la vancomicina.

Estos resultados demuestran que los CD son agentes antimicrobianos
prometedores para tratar infecciones de bacterias Gram positivas, asi como su
biocompatibilidad y posibles mecanismos de accion.

En el estudio reportado por Boukherroub y colaboradores,®” se demostrd que los
puntos de carbono con grupos amino (CDs-NH2) y funcionalizados con ampicilina
(AMP) son una gran alternativa como vehiculo para la inmovilizacion y administracién
de farmacos antibacterianos activados por luz visible.

Mo Actividad
.

o s antibacteriana

CDs-AMP

Esquema 8. Puntos cuanticos de carbono funcionalizados con ampicilina contra
bacterias expuesto a luz visible.
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En la obtencion de los CDs emplearon una metodologia similar a la reportada por
Wang y colaboradores’? utilizando acido citrico y etilendiamina en agua destilada a 250
oC durante 5 h, posteriormente los dializaron usando una membrana de didlisis de
éster de celulosa durante 3 dias, obteniendo el material seco CDs-NH>. Posteriormente
se hizo reaccionar la AMP equimolar con EDC y NHS durante 30 min para activar los
grupos carboxilo. Finalmente, hicieron reaccionar los CDs-NHz con la AMP activada
en una relacién 2:1 a temperatura ambiente por 24 h. Después de eso, dializaron la
solucién obteniendo los CDs-AMP, los cuales fueron caracterizados por técnicas

diversas como AFM, SEM, DLS, UV-vis, fluorescencia molecular, entre otras.
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Esquema 9. Ruta de sintesis de CDs-AMP.

Por otra parte, realizaron estudios de citotoxicidad e internalizacion incubando
200 pg/mL de CDs-NH2 a 37 °Cy 4 °C durante 1 h en células Hela tefidas en el nicleo
con Hoechst 33342 (azul). La Figura 25 muestra las microscopias de fluorescencia,
observandose una fluorescencia verde distribuida de manera homogénea en todo el
citoplasma debido a la internalizacion por endocitosis o por penetracion pasiva, asi

como los nucleos tefidos de azul en la imagen superpuesta.®’
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Campo claro Fluorescencia Superpuesta

Figura 25. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa incubadas con
con CDs-NH2 a 37 °C (superior) y 4 °C (inferior).

Los estudios de actividad antibacteriana de los CDs-NH2 y CDs-AMP con 0 sin
iluminacion de luz visible se evaluaron utilizando la cepa E. coli K12-MG1655 mediante
mediciones de crecimiento celular en placas basado en la densidad dptica a 600 nm,
para cuantificar las célula vivas. Las imagenes de fluorescencia y estudios de actividad
antibacteriana revelaron que los CDs-NH2 no eran tdxicos. Sin embargo, los CDs-AMP
mostraron una actividad bactericida pronunciada mayor en comparacion a la AMP libre
incluso a la misma concentracién contra E. coli (Figura 26).%”
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Figura 26. Ensayo de viabilidad de E. coli K12-MG 1655 para A) control, B) con CD-
NH2, C) con CDs-AMP (Insertos: imagenes SEM de células bacterianas) y
D) comparacion de la actividad antibacteriana contra E. coli K12-MG 1655
de CDs-NH2, libre AMP, AMP mezclado con CDs-NH2 y CDs-AMP.

Estos resultados demuestran la facilidad de funcionalizacion de los CDs con
antibioticos como la AMP, mejorando su actividad considerablemente.

3.10. Nanomateriales empleando linezolida contra bacterias

Por otra parte, en los Ultimos afnos se han empleado nanomateriales diversos con
linezolida, para estudiar como afecta la union de estos en la actividad antibacterial.
Entre estos nanomateriales se han empleado xerogeles de silice, nanoparticulas de
seleniurio de Cd/Si, nanoparticulas de plata entre muchos otros; destacando una
actividad contra bacterias multiresistentes mayor en comparaciéon al farmaco libre,
como SARM y el Mycobacterium tuberculosis (Mth).%8-103

Papi y colaboradores, 1% investigaron el efecto de la combinacién de farmacos
absorbidos con oxido de grafeno (GO) para desarrollar un tramiento eficaz contra
tuberculosis. Los farmacos que combinaron con el GO fueron isoniazida (INH), la
amikacina (AMK) y linezolida (LZD), todos estos farmacos se han empleado para el
tratamiento de tuberculosis como farmacos de primera o segunda linea, o tratamiento
de cepas de tuberculosis multirresistentes (MDR).

Una vez caracterizaron y comprobaron las caracteristicas tamafio y propiedades
hidrodinamicas del GO por AFM y DLS realizaron la conjugacién con los farmacos
manteniendo fija la concentraciéon de GO e incubando con los farmacos diluidos en
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agua ultrapura con valores de concentracion para AMK, INH y LZD de 2 g/mL, 0.4 g/mL
y 2 g/mL, respectivamente; estos valores corresponden al doble de la concentracién
minima inhibitoria (CMI). Ademas, realizaron el cargado a una concentracion de 60
g/mL para comparar el efecto de un exceso de farmaco para cada uno.

Los resultados de caracterizacion de Papi y colaboradores mostraron que después
de la incubacion el GO-AMK y GO-INH formaba agregados visibles y precipitaron
después de ~17 h, mientras que el GO-LNZ permancio homogéneo a pesar del
transcurso del tiempo. A su vez, el tamafo se vio afectado observandose unaumento
inmediato del radio hidrodinamico de GO-AMK mediante DLS y menos intenso para el
GO-INH. El GO-LZD no mostro un aumento significativo del radio hidrodinamico (Figura
27).

A) B)

) QQ: NSRS SR SR
W O Y Y v o
W 0

GO 0.25 mg/mL

Figura 27. Caracterizacion de GO A) Fotografia de celdas que contienen muestras de
GO-farmacos diferentes B) Efecto en el radio hidrodinamico de GO en
presencia de concentraciones de farmacos diferentes mediante DLS.

A su vez, los espectros ATR-FTIR del GO, GO-AMK, GO-INH y GO-LZD mostraron
diferencias en el perfil IR en GO-AMK y GO INH respecto al GO sin modificar, indicando
la presencia de una conjugacion entre los farmacos y el GO. La
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interaccion entre el GO y la LZD no se identificd por el analisis FTIR, que también
mostrd la misma regidn de huellas dactilares tanto en los espectros del GO como del
GO-LZD, lo que sugiere la ausencia de conjugacion del farmaco (Figura 28).
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Figura 28. Caracterizacion FTIR de la superficie de la muestras GO-AMK, GO-INH y
GO-LZD en comparacion con GO libre.

Papi y colaboradores,193 reportaron previamente la inactividad del GO contra
Mycobacterium smegmatis (Ms) y Mtb demostrando que este nanomaterial atrapa a
las micobacterias en una red extracelular, sin afectar a su viabilidad. Para investigar
los efectos del GO en combinacion con diferentes anti-TB, establecieron un ensayo
basado en un tablero de control con concentraciones diferentes de GO (0,5, 0,25 y
0,12 mg/mL), administrado con AMK, INH y LZD a sus concentraciones inhibitorias
minimas (1, 0,2 y 1 g/mL, respectivamente). Las combinaciones del GO y los farmacos
antituberculosos seleccionados se ensayaron contra la cepa de referencia Mtb H37Rv.
Después de 15 dias, se analizaron y se adquirieron imagenes mediante microscopia
de fluorescencia Figura 29.

El efecto de atrapamiento del GO aumento con los farmacos AMK e INH,
observandose en la disminucidn de la fluorescencia y la agregacién bacteriana (0,5 y
0,25 mg/mL). Sin embargo, con la disminucion de la concentracidon de GO a 0,1 mg/mL,
no se observo el efecto de atrapamiento/actividad bactericida de la INH y la AMK. Por
el contrario, cuando el GO con LZD, la fluorescencia bacteriana disminuyd en todas
las concentraciones y fue inferior en comparacion con la LZD libre. GO mostré una
ligera actividad sobre bacterias intracelulares; sin embargo, los datos sobre la
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combinacién GO-LZD indican que GO interactua con las células eucariotas y maximiza
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Figura 29. Evaluacion de formulaciones de GO y GO-farmaco en Mtb H37Rv que
expresan la GFP citosdlica. Medicion de la intensidad de fluorescencia
después del tratamiento con GO, AMK, INH y LZD e imagenes
representativas de micobacterias después de los tratamientos.

Para comprender mejor el mecanismo que permite la reduccidon de micobacterias
en las células infectadas, investigaron la viabilidad celular y midieron la induccién de
especies reactivas de oxigeno por GO, LZD o una combinacién de tratamientos GO-
LZD (Figura 31). Para maximizar estos efectos, trataron macréfagos (J774) con LZD 1
(MIC estandar), 10 o 100 g/mL. Para ello se midi6 el lactato deshidrogenasa (LDH) en
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los sobrenadantes de las células tratadas el cual, cuando las membranas celulares
estan comprometidas o dafiadas, liberan esta proteina en el espacio extracelular

circundante.

El tratamiento con LZD libre y GO-LZD no mostraron un cambio significativo en la
viabilidad de los macrofagos incluso a alta concentracion. Mientras que con GO libreo
GO-LZD que contenia una baja concentracion de LZD, las células mostraon incluso una
mayor viabilidad. Indicando que GO podria inducir proliferacion celular. El tratamiento
de células con LZD libre no genero una produccidon de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en todas las concentraciones probadas. Por el contrario, la combinacién de GO-
LZD o GO libre determind un aumento de dos a tres veces en la cantidad de ROS en
comparacion con los controles sin nanomaterial. Lo anteriores resultados descatan que
el GO no es toxico para los macrofagos y que puede apoyar el tratamiento con LZD
tanto en el medio extracelular atrapando o cuando lasmicobacterias se localizan

intracelularmente estimulando el mecanismo bactericida mediado por ROS.
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Figura 30. Evaluacion de la viabilidad celular y la produccién de ROS después del
tratamiento con GO-LZD. Cuantificacion de la viabilidad celular midiendo la
lactato deshidrogenasa (LDH) (A) y la produccion de especies reactivasde
oxigeno (ROS) (B) después del tratamiento con GO (0,25 mg 7 ml),LZD
(1, 10 y 100 g/ml) solo o en combinacion con GO.
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El estudio realizado por Papi y colaboradores, %3 muestra como nanomateriales
como el GO en combinacion con farmacos como LZN representan una estrategia Util
para cambiar las interacciones entre patdgenos potenciando la actividad del farmaco,
incluso utilizando concentraciones de LZD por debajo de su MIC gracias a un efecto
sinérgico entre la captura de GO, la generacion de ROS mediada por el GO y el efecto
antimicrobiano de LZD.

3.10 HIPOTESIS

La implementacién de nanoacarreadores a base de carbono como los nanotubos
de pared multiple y puntos cuanticos conjugados a linezdlida incrementara su
capacidad antibacteriana contra cepas multiresistentes como Staphylococcus aureus.
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IV, RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en los objetivos propuestos y en los antecendentes de la literatura, en
este proyecto se llevd a cabo la preparacion de MWCNT y CDs conjugados con
compuestos tipo oxazolidinona diferentes para estudiar sus caracteristicas
antibacteriales. Los nanomateriales fueron preparados y funcionalizados con una serie
de espaciadores de tipo aminoacido alquilico de longitud variable. Las moléculas que
se incorporaron a los nanomateriales mediante su union con el espaciador tienen una
estructura base de 1,3-oxazolidinona, dos de ellos tienen una estructura analoga a
linezdda (4 y 7), y la tercera es una oxazolidinona obtenida a partir de la modificacién

quimica de la L-alanina (8) (Esquema 10).

MWCNT-E, #

FMWCNT.E, n=1,2y3 ®

Esquema 10. Desarrollo de nanoacarreadores a base de MWCNT y CDs con
compuestos tipo oxazolidinano, estudios contra bacterias y calculos
tedricos.

4.1, Sintesis de precursor de linezdlida con grupo amino terminal 7.
A continuacion se describe la primera etapa. En esta seccidon se centra en la
sintesis y caracterizacion del precursor de linezdlida con grupo amino terminal la cual
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se ilustra en el Esquema 11 y sus respectivas caracterizaciones por FTIR, RMN-1H,
RMN-13C y EMIE, se presentan y discuten de manera detallada los resultados
obtenidos.

O/ \NH + F NO, AcOIlEt, TEA - O/ \N
\ / reflujo, 4h n_/

F

0
S\ Il CICO,Et, TEA
O N N~ "OEt =<
N H THF, 24 h
F 3
o)
Buli, THF )K/\

NO,

TR

F
MeOH, Pd/C 10%
t.a. 3h

-78°C, 2h |>\ o
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0
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o N N "o
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T\,

MeOH, Pd/C 10%
t.a. 3h

O
O N‘@*NXO
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F 7 NH,

Esquema 11. Diagrama de sintesis de precursor de linezdlida 7.

4.1.1 Sintesis y caracterizacién del compuesto 1.

La primera reaccién de la primera etapa se centra en la unién de los anillos de

morfolina y 3,4-difluoronitrobenceno mediante una reaccion de sustitucién nucleofilica
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aromatica empleando como base trietilamina (TEA) para la obtencion del compuesto
1 con un rendimiento de 90%.

En el espectro de FTIR del compuesto 1 (Anexo 1) se observa en 3052 y 2964
cm! las bandas vibracionales de estiramiento C-H aromatico y alifatico,
respectivamente, en 1602 cm™ el estiramiento C=C aromatico, en 1514 cm el
estiramiento vibracional del enlace N=0, en 1445 cm! la vibracidn del estiramiento C-
F, en 1325 cm! la banda de vibracién del enlace C-N y en 1242 y 1122 cm™! las bandas
de estiramiento C-O.

En espectro de RMN-!H del compuesto 1 (Figura 31) se observa en 7.99 ppm un
doble de dobles de dobles que integra para un hidrogeno correspondiente a H-9 el cual
correlaciona con el hidrogeno H-7 en 7.91 ppm que se observa como un doble de
dobles con una J= 2.6 Hz, a su vez H-9 correlaciona con H-10 en 6.92 ppm que es un
doble de dobles que se observa como un triplete con una J= 9.0 Hz. Por su parte, los
hidrégenos H-7, H-9 y H-10 correlacionan con el F en posicién 6 con unas constantes
de acoplamiento de 13.1, 1.1 y 8.8 Hz, respectivamente. En 3.88 y 3.29 ppm se
observan dos multipletes que integran ambos para cuatro hidrégenos correspondientes
a H-3 y H-2 del anillo de morfolina, respectivamente; siendo el mas desplazados a
campo bajo los hidrégenos unidos a oxigeno.
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Figura 31. Espectro de RMN-!H del compuesto 1 en CDCls.

En el espectro de RMN-13C del compuesto 1 (Figura 32), se observaron las sefiales
del fragmento 3-fluornitrobenceno como un doblete a 153.3 ppmcorrespondiente al
carbono ipso al flior con Jcr = 249.4 Hz asignado como C-6, en
145.6 ppm un doblete con Jc.r = 7.6 Hz que corresponde a C-5, en 141.0 ppm un
doblete con Jc.r = 9.5 Hz correspondiente a C-8, en 121.1 ppm un doblete con Jc.r =
3.1 Hz asignado como C-9, en 117.0 ppm un doblete con una Jcr= 3.9 H, en 112.7
ppm un doblete con una Jc.e = 26.3 Hz correspondiente a C-7. Las sefales
correspondientes a los carbonos de anillo de morfolina se observan en 66.7 ppm como
un singulete correspondiente a los metilenos C-2 unidos al oxigeno y en 50.1 ppm un
doblete con Jc.e= 5.0 Hz de los metilenos asignados como C-3 unidos al nitrégeno.

61



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

n~ ©o- o T oo Q
<N OO~ — - NNNN ™~ e
HW < < < NN+~ -« «— © o o
- v - e © n o
Vo ~ I | ~
10 9

4 v o5 8

O N NO,

T/ 4 g

2 3 7

T T T T T T T T T T T T T T
155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45
1 (ppm)

Figura 32. Espectro de RMN-13C del compuesto 1 en CDCls.

Para comprobar la asignacion inequivoca de las sefiales se realizaron estudiosen
dos dimensiones de acoplamiento 'H-13C por HSQC y HMBC.

En el espectro de HSQC (Figura 33) se observan las correlaciones hidrogeno
carbono a un enlace del compuesto 1. En las sefiales del 3-fluoronitrobenceno se
observa la correlacion del doble de dobles en 7.99 ppm con 121.1 ppm asignado como
C-9, el doble de doble de dobles en 7.91 ppm correlaciona con 112.7 ppm asignado
como C-7, el doble de dobles que se observa como triplete en 6.92 ppm correlaciona
con 117.0 ppm asigando como C-10. Por parte del anillo de morfolina la sefial en 3.88
ppm correlaciona con 66.7 ppm vy la sefal asignada como en 3.29 ppm correlaciona
con 50.1 ppm asignadas como C-3 y C-2, respectivamente.
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Figura 33. Analisis por HSQC del compuesto 1 en CDCls.

En el espectro de HMBC (Figura 34) del compuesto 1 se observan las correlaciones
1H-13C a dos y tres enlaces. El multiplete en 3.88 ppm H-2 correlaciona con C-2 y C-3
en 66.5 y 49.9 ppm, respectivamente. Por su parte el multiplete en 3.23ppm H-3
correlaciona con C-2, C-3 y la senal en 140.5 ppm correspondiente al carbonoipso entre
el 3-fluoronitrobenceno y el nitrogeno de la morfolina asignado como C-5. Eldoble de
dobles en 6.92 ppm correlaciona con C-5, con 140.9 y 153.3 correspondientesa los
carbonos ipso al nitro y al flior y asignados como C-8, C-6 respectivamente; estalltima
asignacion se confirma con base en los acoplamientos C-F en el espectro de 13C. El
doble de dobles en 7.91 ppm H-7 correlaciona con C-5, C-6, C-8 y C-9. Finalmente, el
doble de doble de dobles en 7.99 ppm H-9 correlaciona con C-5, C-6 y C-7.
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Figura 34. Analisis de HMBC de 1 en CDCls.
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En el espectro de EMIE de 1 (Figura 35) se observa el ion molecular en 226 m/e

correspondiente al peso molecular del compuesto. El pico base se observa en 168 m/e

correspondiente a una fragmentacién beta al grupo arilo y beta al nitrogeno de la

morfolina lo que genera una apertura de este anillo siendo la ruptura mas tipica en este

tipo de compuestos. Ademas, se observa la ruptura homolitica de HF en 138 m/e

correspondiente a una pérdida a partir del fragmento en 168 m/e.
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Figura 35. Patron de fragmentacion y espectro de EMIE del compuesto 1.

4.1.2. Sintesis y caracterizacion del 3-fluoro-4-morfolinanilina (2).

Para la obtencidn del compuesto 2 se realiz6 una hidrogenacion del compuesto

1 empleando como catalizador Pd/C al 10% lo cual permitid la reduccion del grupo nitro

a amina. El producto de la reaccién se obtuvo con un rendimiento del 68%.

En el espectro de FTIR de 2 (Anexo 2), se observa en 3417 y cm las dos bandas

de estiramiento tipicas del N-H, en 3052 y 2964 cm™ se observan las bandas

vibracionales de estiramiento C-H aromatico y alifatico, respectivamente, en 1602 cm-

1 g| estiramiento C=C aromatico, en 1514 cm™ el estiramiento vibracional del enlace

N=0, en 1445 cm la vibracion del estiramiento C-F, en 1325 cm™ la banda de vibracion

del enlace C-N y en 1242 y 1122 cm las bandas de estiramiento C-O.
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En espectro de RMN-'H del compuesto 2 (Figura 36) se genera un cambio en el
desplazamiento de las senales del grupo arilo debido al cambio de un grupo
desprotector fuerte (nitro) por un grupo protector fuerte (amina). En 6.79 ppm se
observa un doble de dobles que integra para un hidrégeno correspondiente a H-10 el
cual correlaciona con el hidrogeno H-9 en 6.39 ppm con una J = 9.1 Hz, que a su vez
se correlaciona y solapa con H-7 en 6.42 ppm con una J= 2.6 Hz. Por su parte, como
se observo en el compuesto los hidrégenos H-7, H-9 y H-10 correlacionan con el F en
posicibn 6 con unas constantes de acoplamiento de 13.7, 1.0 y 8.6 Hz,
respectivamente. El efecto de cambio de grupo afectd ligeramente el desplazamiento
de las sefales del anillo de morfolina en 3.84 y 2.93 ppm se observan dos multipletes
que integran ambos para cuatro hidrégenos correspondientes a H-3 y H-2 del anillo de
morfolina, respectivamente. Finalmente, en 3.55 ppm se observa un singulete ancho

que integra para dos hidrégenos correspondientes al grupo amino.
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Figura 36. Espectro de RMN-!H del compuesto 2 en CDCls.
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En el espectro de RMN-13C del compuesto 2 (Figura 37) se observa el mismo
efecto del cambio de grupo desprotector fuerte por un grupo protector fuerte el cual
desplazo las sefales del grupo arilo a campo alto siendo las posiciones mas afectadas
las posiciones orto y para. En 156.9 ppm se observa un doblete a correspondiente al
carbono ipso al flior con Jc.r = 245.4 Hz asignado como C-6 con base al acoplamiento
mostrado en el compuesto x, en 143.0 ppm un doblete con Jc.r = 10.3 Hz, en 131.9
ppm un doblete con Jc.r = 9.6 Hz, en 120.3 ppm un doblete con Jc.r= 4.4 Hz, en 110.6
ppm un doblete con una Jc.r = 3.0 Hz, en 103.9 ppm un doblete con una Jc.Fr = 23.8 Hz
asignada como C-7 con base al tipo de acoplamiento C-F. En 67.1 ppm se observa la
sefial correspondiente a los metilenos unidos al oxigeno del anillo de la morfolina
asignados como C-2 y en 51.8 ppm se observa un doblete con Jc.r= 5.0 Hz de los

metilenos unidos al nitrégeno de la morfolina asignados como C-3.
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Figura 37. Espectro de RMN-13C del compuesto 2 en CDCls.
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Para realizar la asignacion inequivoca de las sefales se realizaron estudios en dos
dimensiones de acoplamiento *H-13C por HSQC y HMBC.

En el espectro de HSQC de 2 (Figura 38) se observan las correlaciones H-13C a
un enlace del compuesto 2. El doble de dobles en 6.79 ppm correlaciona con 120.3
ppm asignado como C-10, el doble de dobles en 6.42 ppm correlaciona con 103.9 ppm
C-7 previamente asignada, el doble de dobles de dobles que se observa como triplete
en 6.39 ppm correlaciona con 110.6 ppm asignado como C-9. Por parte del anillo de
morfolina la sefal en 3.84 ppm correlaciona con 67.1 ppm y la sefal asignada como
en 2.94 ppm correlaciona con 51.8 ppm asignadas como C-3 y C-2, respectivamente.
Por ultimo, la sefal ancha a 3.55 ppm no correlaciona con ningun carbono, esto debido

a que esta enlazado a un heteroatomo (nitrégeno).
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Figura 38. Analisis del HSQC del compuesto 2 en CDCls.
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En el espectro de HMBC de 2 (Figura 39) se observan las correlaciones H-13C a
dos y tres enlaces. El multiplete en 3.84 ppm H-2 correlaciona con C-2 y C-3 en 67.1
y 51.8 ppm, respectivamente. Por su parte, el multiplete en 2.96 ppm H-3 correlaciona
con C-2, C-3 y la sefial en 131.9 ppm asignado como C-5. El doble de dobles en 6.79
ppm H-10 correlaciona con C-5, con 143.0 y 156.9 ppm correspondientes a los
carbonos ipso al amino y al flior y asignados como C-8, C-6 respectivamente. El doble
de dobles en 6.42 ppm H-7 correlaciona con C-5, C-6, C-8 y C-9. Finalmente, el doble
de doble de dobles en 6.39 ppm H-9 correlaciona con C-5, C-7 y C-8.
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Figura 39. Analisis HMBC del compuesto 2 en CDCls.

En el espectro de EMIE de 2 (Figura 40) se observa el ion molecular en 196 m/e
correspondiente al peso molecular del compuesto. El pico base se observa en 138 m/e
correspondiente a una fragmentacion de apertura del anillo de morfolina.
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Figura 40. Espectro de EMIE de compuesto 2.

4.1.3. Sintesis y caracterizacion del (3-fluoro-4-morfolinfenil)-etilcarbamato (3°).

Para la obtencién del compuesto 3’ se hizo reaccionar el compuesto 2 en medio
basico empleando TEA para favorecer el ataque nucleofilico del nitrégeno del
compuesto 2 al carbonilo del cloroformato de etilo. El rendimiento de la reaccion fue
de un 85%.

En el espectro de FTIR de 3’ (Anexo 3) se observa la banda de estiramiento N-H
en 3250 cm ! de una amina secundaria y a su vez en 1710 cm! se observa la banda de
estiramiento del carbonilo del carbamato siendo estas las que confirman laformacién
de este grupo funcional en la molécula. Entre 3080 y 2800 cm™ se observanlas bandas
vibracionales de estiramiento C-H aromatico y alifatico. En 1602 cm™ el estiramiento
C=C aromatico, en 1445 cm la vibracion del estiramiento C-F, en 1325 cm la banda
de vibracion del enlace C-N y en 1242 y 1122 cm las bandas de estiramiento C-O.
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En el espectro de RMN-'H del compuesto 3’ (Figura 41) se observa un efecto
desprotector por la formacién del enlace entre el nitrdgeno del grupo arilo y el carbonilo
del carbamato. En 7.27 ppm se observa un doble que integra para un hidrégeno el cual
correlaciona con el F del grupo arilo con una J = 12 Hz asignado a H-7. En 6.97 ppm
se observa un doble de dobles que integra para un hidrégeno con una J = 1.6 Hzy que
correlaciona con el doblete en 6.87 ppm que integra para un hidrégeno con una J =
8.8 Hz asignados como H-9 y H-10, respectivamente. La sefial H-10 también
correlaciona con el F con una J = 9.0 Hz. En 6.51 ppm se observa un singulete que
integra para un hidrégeno correspondiente al nitrogeno del grupo carbamato asignado
como H-11. En 4.22 ppm se observa un cuarteto que integra para dos hidrégenos
correspondientes al metileno unido al carbonilo, que correlaciona con una J = 7.1 Hz
con el metilo en 1.36 ppm que se observa como un triplete e integra para tres
hidrégenos asignados como H-14 y H-15, respectivamente. Finalmente, en 3.86 y 3.03
ppm se observan dos multipletes que integran ambos para cuatro hidrogenos
correspondientes a H-3 y H-2 del anillo de morfolina, respectivamente.
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Figura 41. Espectro de RMN-!H del compuesto 3’ en CDCls.

71



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el espectro de 'H-COSY de 3’ (Figura 42) se observa el cuadro de correlacion
entre el hidrégeno en posicién para en 6.97 ppm H-9 con el hidrégeno meta en 6.87
ppm H-10. Adicionalmente, se observa la correlacién entre las sefiales de los
hidrogenos del metileno en 4.22 ppm H-14 con los hidrogenos del metilo en 1.36 ppm
H-15. Finalmente, se observa el cuadro de correlacion entre los hidrégenos de los
metilenos del anillo de morfolina en 3.86 y 3.03 ppm H-2 y H-3.
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Figura 42. Espectro de RMN 'H-COSY de 3’ en CDCls.

En el espectro de RMN-13C del compuesto 3’ (Figura 43) se observa en 155.9 ppm
se observa un doblete correspondiente al carbono ipso al fllor con Jc.r = 245.7 Hz
asignado como C-6 con base al acoplamiento mostrado en el compuesto 1. En
153.7 ppm se observa el carbono de carbonilo. En 135.9 ppm un doblete con Jc.r = 9.1
Hz, en 133.5 ppm un doblete con Jc.r = 10.9 Hz, en 119.2 ppm un doblete con Jc.r =
4.1 Hz, en 114.6 ppm un doblete con una Jc.r = 9.3 Hz, en 108.0 ppm un doblete con
una Jc-r = 33.0 Hz asignada como C-7 con base al tipo de acoplamiento C-F. En 67.2
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ppm se observa la sefal correspondiente a los metilenos unidos al oxigeno del anillo
de la morfolina asignados como C-2. En 61.5 ppm se observa la sefal correspondiente
al metileno del etilcarbamato asignado como C-14. En 51.3 ppm se observa un doblete
con Jc.r= 3.0 Hz de los metilenos unidos al nitrégeno de la morfolina asignados como
C-3. Finalmente, en 14.7 ppm se observa una senal correspondiente al metilo del
etilcarbamato asignada como C-15.
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Figura 43. Espectro de RMN-13C del compuesto 3’ en CDCls.

En el espectro de HSQC (Figura 44) se observan las correlaciones 'H-13C a un
enlace del compuesto 3’. El doblete en 7.27 ppm correlaciona con 108.0 ppm
previamente asignada, el doble de dobles en 6.97 ppm correlaciona con 114.6 ppm
asignado como C-9, el doble de dobles que se observa como triplete en 6.87 ppm
correlaciona con 119.2 ppm asignado como C-10, el cuarteto en 4.22 ppm correlaciona
con 61.5 ppm asignado como C-14. Por parte del anillo de morfolina el multiplete en
3.86 ppm correlaciona con 67.2 ppm y el multiplete en 3.03 ppm correlaciona con 51.3
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ppm asignadas como C-3 y C-2, respectivamente. El triplete en 1.36 ppm correlaciona
con 14.7 ppm asignado como C-15. Por ultimo, el singulete en 6.51 ppm H-11 no
correlaciona con ningln carbono, ésto debido a que esta enlazado al nitrdgeno del

carbamato.
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Figura 44. Analisis del HSQC del compuesto 3’ en CDCls.

En el espectro de HMBC (Figura 45) del compuesto 3’ se observan las
correlaciones 1H-13C a dos vy tres enlaces. El multiplete en 3.86 ppm H-2 correlaciona
con C-2y C-3 en 67.1y 51.8 ppm, respectivamente. Por su parte, el multiplete en 3.03
ppm H-3 correlaciona con C-2, C-3 y la sefial en 135.8 ppm asignado como C-5. El
doble de dobles en 6.97 ppm H-9 correlaciona con C-5 y C-7. El doble de dobles que
se observa como triplete en 6.87 ppm H-10 correlaciona con C-5, 133.3 y 135.7 ppm
correspondientes a los carbonos ipso al nitrdgeno y al fltor y asignados como C-8, C-
6, respectivamente. El cuarteto en 4.22 ppm H-14 correlaciona con C-8, C-15 y con
153.7 correspondiente al carbonilo del carbamato C-12. Finalmente, el doblete en 7.27
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ppm H-7 y el singulete en 6.51 ppm H-11 no presentaron correlacion con ninguna otra
sefal por el efecto combinado del carbamato y el fldor.
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Figura 45. Analisis del HMBC del compuesto 3’ en CDCls.

En el espectro de EMIE de 3’ (Figura 46) se observa el ion molecular que a su vez
es el pico base en 268 m/e correspondiente al peso molecular del compuesto. Se
observa un fragmento en 240 m/e correspondiente a un reordenamiento de McLafferty
entre los hidrégenos del etilo del carbamato y el carbonilo que genera posteriormente
el fragmento 222 m/e por la pérdida de H20 del acido carboxilico. El segundo fragmento
mas abundante se genera por la ruptura tipica del anillo de la morfolina generando el
fragmento 210 m/e y a partir del cual se generan el resto de los fragmentos mas
abundantes 195, 182, 164 y 137 m/e debidos a un reordenamiento deMcLafferty y
rupturas alfa y beta al carbonilo del carbamato.
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4.1.4. Sintesis y caracterizacion (R)-3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-5-
(hidroximetil)oxazolidin-2-ona (4).

Para la obtencién del compuesto 4 se hizo reaccionar el compuesto 3’ en THF a
-77 °C con n-BuLi para la formacion de un intermedio de reaccidn que facilita el ataque
nucleofilico del grupo epodxido del butirato de glicidilo al carbonilo del carbamato. El
rendimiento de la reaccién fue de un 50%.

En el espectro de FTIR de 4 (Anexo 4) se observa la banda de estiramiento O-H
en 3397 cm? y la banda de estiramiento en 1732 cm® del C=0 del ciclo de
oxazolidinona. Estas vibraciones confirman la formacion de este grupo funcional en la
molécula. Entre 3100 y 2800 cm! se observan las bandas vibracionales de estiramiento
C-H aromatico y alifatico. En 1515 cm™ el estiramiento C=C aromatico, en1418 cm la
vibracion del estiramiento C-F, en 1331 cm™ la banda de vibracidn del enlace C-N y en
1227 y 1174 cm las bandas de estiramiento C-O.

En el espectro de RMN-!H del compuesto 4 (Figura 47) se observa en 7.43 ppm
un doble de dobles con una J = 14.4 Hz y 2.6 Hz que integra para un hidrégeno
asignado al hidrogeno H-2'. En 7.11 ppm se aprecia un doble de dobles de dobles con
J = 14.4, 9.0 y 1.6 Hz que integra para el hidrégeno asignado como H-6". En 6.91 ppm
se encuentra un pseudotriplete que integra para un hidrégeno con J = 9.0 Hz asignado
a H-5'. Las senales H-2', H-5" y H-6" presentan una constante de 14.4, 9.0 y 1.6 Hz las
cuales se deben a un acoplamiento con el F del grupo arilo tipo orto, meta y para,
respectivamente. En 4.73 ppm se observa un multiplete que integra para un hidrégeno
correspondiente al metino de la oxazolidinona asignado como H-5. En 3.96 ppm se
observa un multiplete que integra para uno de los hidrogenos del metileno
diasterotopico del anillo de oxazolidinona y al metileno unido al hidroxilo, asignados
como H-4a y H-6, respectivamente. En 3.74 ppm se observa un multiplete que integra
para un hidrogeno correspondiente al hidrégeno del metileno diasterotdpico del anillo
de oxazolidinona restante H-4b. En 3.86 y 3.03 ppm se observan dos multipletes que
integran ambos para cuatro hidrogenos correspondientes a H-9" y H-8 del anillo de
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morfolina, respectivamente. Finalmente, en 2.96 se observa un multiplete que integra

para un hidrégeno correspondiente al hidroxilo.
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Figura 47. Espectro de RMN-!H del compuesto 4 en CDCls.

El analisis bidimensional H-COSY se realizd para confirmar la asignacion de las
sefiales correspondientes a los hidrogenos de la oxazolidinona. En el espectro de H-
COSY de 4 (Figura 48) se observa la correlacidon del hidrégeno H-6" en 7.11 ppm con
los hidrogenos H-2" y H-5" en 7.43 y 6.91 ppm, respectivamente. Ademas, existe una
correlacion entre las sefiales de los hidrégenos del metino H-5 en 4.73 ppm con los
hidrégenos diasterotopicos H-4a y H-4b del metileno en 3.96 y 3.74 ppm,
respectivamente. También se observa correlacién entre el H-5 con los hidrogenos del
metileno H-6.
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Figura 48. Espectro de RMN 'H-COSY de 4 en CDCls.

En el espectro de RMN-13C del compuesto 4 (Figura 49) se observa en 155.9 ppm

un doblete correspondiente al carbono ipso al flior con Jc.r = 246.1 Hz asignadocomo

C-3’ con base al acoplamiento mostrado en el compuesto 1. En 154.8 ppm se observa

el carbono de carbonilo del ciclo de oxazolidinona C-2. En 136.4 ppm un doblete con
JcFr = 9.1 Hz, en 133.2 ppm un doblete con Jcr = 10.4 Hz, en 118.9 ppmun doblete

con Jc-r = 4.3 Hz, en 114.0 ppm un doblete con una Jcr = 3.3 Hz, en 107.5ppm un

doblete con una Jc.r = 26.4 Hz. Las sehales antes mencionadas se asignaron como C-

4', C-1', C-5', C-6’, C-2’ con base al tipo de acoplamiento C-F y las constantesde

acoplamiento de los compuestos previos. En 73.0 ppm se observd una seial

correspondiente al carbono del metino del ciclo de oxazolidinona C-5. En 67.0 ppm se

observa la sefial correspondiente a los metilenos unidos al oxigeno del anillo de la
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morfolina asignados como C-9'. En 62.7 ppm se observa la sefal correspondiente al
metileno del hidroxilo asignado como C-6. En 51.0 ppm se observa un doblete con Jc-
r= 3.0 Hz de los metilenos unidos al nitrégeno de la morfolina asignados como C-8'.
Finalmente, en 46.4 ppm se observa una sefal correspondiente al metileno del ciclo de

oxazolidinona asignada como C-4.
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Figura 49. Espectro de RMN-13C del compuesto 4 en CDCls.

El analisis bidimensional HSQC del compuesto 4 se realizd para analizar las
correlaciones H-13C a un enlace con la finalidad de asignar inequivocamente las sefales
del fragmento de oxazolidinona. En el espectro (Figura 50) el multiplete en
3.96 ppm y el doblete en 3.78 ppm presentan correlacion con el C-4 en 62.7 ppm
asignado al metileno diasterotdpico de la oxazolidinona y a su vez, el multiplete en
3.96 ppm correlaciona con C-6 en 46.4 ppm correspondiente al metileno de hidroxilo.
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Figura 50. Espectro HSQC del compuesto 4 en CDCls.

En el espectro de EMIE de 4 se observé el ion molecular y el pico base en 296
m/e correspondiente al peso molecular del compuesto. Se observa un fragmento en
238 m/e que se genera por la ruptura tipica del anillo de la morfolina que
posteriormente mediante una ruptura beta al arilo en el nitrdgeno de oxazolidinona y
alfa al carbonilo se genera el fragmento 164 m/e.

41.5. Sintesis y caracterizacion (R)-[N-3-(3-fluoro-4-morfolinilfenil)-2-oxo-5-

oxazolidinil] metanosulfonato de metilo (5).

La sintesis del compuesto 5 se realiz6 haciendo reaccionar el compuesto 4 en DCM
a 0 °C con TEA para permitir la sustitucion del grupo hidroxilo por un grupo
metanosulfonato mediante una sustitucion nucleofilica empleando cloruro de

metanosulfonilo. El rendimiento de la reaccion fue de un 98%.
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En espectro de RMN-1H del compuesto 5 (Figura 51) se observa en 7.50 ppm un
doble de dobles con J = 15.0 Hz y 2.4 Hz que integra para el hidrogeno asignado como
H-2'. En 7.21 ppm se observa un doble de dobles con J = 9.1, 2.4 Hz que integra para
el hidrégeno asignado como H-6". En 7.07 ppm se encuentra un pseudotriplete con J
= 9.1 Hz que integra para el hidrégeno H-5’. En 4.99 ppm se aprecia un multiplete que
integra para el hidrégeno correspondiente al metino del ciclo de oxazolidinona asignado
como H-5. En 4.48 ppm un multiplete que integra para los dos hidrogenos del metileno
asignado como H-6. En 4.16 y 3.80 ppm se observan un triplete con unaJ = 9.3 Hzy
un doble de dobles con J = 9.3, 6.2 Hz que integran para los hidrogenosdel metileno
diasterotdpico del anillo de oxazolidinona H-4a, H-4b. En 3.78 y 2.97 ppmse observan
dos multipletes que integran ambos para cuatro hidrégenos correspondientes a H-9' y
H-8" del anillo de morfolina, respectivamente. Finalmente, en 3.24 se observa un
singulete que integra para tres hidrogenos correspondiente al metilo del sulfonato
asignado como H-7.

N~ ONNT-O®ONIW o DN DOONOO®ST | N~
REARRRR NN @ Y e 0oaoNN G @
NNNNNNNNNNN < St FEFTOONO O o] o~
e ———— \ N Sl e \ L 1000
7 I 900
5 & o | 800
/ \ 4! 1| 01 1 1
O 7'N N2 5 9 9 8 L 700
\__/ 3 S—
; ) v ' 1
9 8 E 2 4 6 IO 7 600
5
| 500
400
6 4a
' ' ' I I 300
2'6'5 H |
‘ 4b
i . ] J 200
| | y > T |
I 100
J L
w ‘w J"m.w Lot ‘JJ\‘W Aot ser! \M.W M| o
N A el =) g &
- A - S - | O Q -
_— - - =% © ¥
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28

1 {(ppm)

Figura 51. Espectro de RMN-!H del compuesto 5 en DMSO-ds.
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4.1.6. Sintesis y caracterizacion (R)-[N-3-(3-flior-4-morfolinilfenil)]-5-azidometil-
oxazolidin-2-ona (6).

El compuesto 6 se obtuvo mediante la reaccién de 5 en DMF a 65 °C con azida
de sodio para sustituir del grupo metanosulfonato mediante una sustitucion
nucleofilica. El rendimiento de la reaccién fue 25%.

En espectro de RMN-!H de 6 (Figura 52) muestra sefales en 7.44, 7.12 y 6.93
ppm que se asignaron a H-2', H-6" y H-5’, respectivamente. Esto se realiz6 con base
en el desplazamiento quimico, multiplicidad y constantes de acoplamiento observados
en los compuestos previos. En 4.12 ppm se observa un triplete con una J = 9.1 Hz que
integra para el hidrégeno H-4a, esta sefial correlaciona con un doble de dobles en
3.90 ppm con J= 9.1, 5.7 Hz, que corresponde a H-4b. Estas dos sefnales corresponden
al metileno diasterotopico de oxazolidinona. El doble de dobles en 3.77 ppm con J=
5.2, 2.3 Hz integra para los dos hidrégenos del metileno de azida. Finalmente, en 3.78
y 2.97 ppm se observan dos multipletes que integran cada uno para cuatro hidrégenos
H-9"y H-8’ del anillo de morfolina, respectivamente.
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Figura 52. Espectro de RMN-!H del compuesto 6 en CDCls.

En el espectro de RMN-13C del compuesto 6 (Figura 53) se observa en 155.5 ppm
un doblete correspondiente al carbono ipso al fltior con Jc.r = 246.5 Hz asignadocomo
C-3'. En 153.8 ppm se observa el carbono de carbonilo de oxazolidinona C-2. En 136.6
ppm se encuentra un doblete con Jc.r = 9.0 Hz, en 132.9 ppm un doblete conJc.r = 10.5
Hz, en 118.9 ppm un doblete con Jc.r = 4.2 Hz, en 114.0 ppm un doblete con una Jc-
F= 3.4 Hzy en 107.6 ppm un doblete con una Jc.r = 26.3 Hz, que son asignadas a los
carbonos C-4’, C-1', C-5’, C-6’, C-2’, respectivamente. En 70.9 ppm seencuentra la senal
del carbono del metino C-5 de la oxazolidinona. En 66.9 ppm se observa la sefial
correspondiente a los metilenos unidos al oxigeno del anillo de la morfolina asignados
como C-9’. En 51.0 ppm se observa un doblete con Jc.= 3.0 Hz de los metilenos unidos
al nitrégeno de la morfolina asignados como C-8'. En 48.2 ppmse observa la sefial del
metileno de la oxazolidinona asignado como C-4. Finalmente, en 46.4 ppm se observa
la sefal correspondiente al metileno del azida C-6.
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Figura 53. Espectro de RMN-13C del compuesto 6 en CDCls.

En el espectro de HSQC (Figura 54) se observan las correlaciones 'H-13C a un
enlace del compuesto 6 las cuales permiten confirmar las asignaciones previamente
realizadas destacando la asignacion de la oxazolidinona. El multiplete en 4.87 ppm
correlaciona con la sefal en 70.9 asignada a C-5. El triplete en 4.12 ppm y el doble de
dobles en 3.90 ppm correlacionan con la sefial en 48.2 ppm, por lo que se asigna al
metileno diasterotdpico de la oxazolidinona C-4. Por su parte, el doblete en 3.77 ppm
correlaciona con la sefal en 44.6 ppm y se asigna al metileno de azida C-6.
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Figura 54. Analisis del HSQC del compuesto 6 en CDCls.

En el espectro de EMIE de 6 (Figura 55) se observa el ion molecular que a su vez
es el pico base en 321 m/e correspondiente al peso molecular del compuesto. Se
observa un fragmento en 235 m/e correspondiente la ruptura del fragmento de
morfolina, que genera el fragmento en 191 m/e por la pérdida de CO>. El fragmento
en 209 m/e corresponde la ruptura del ciclo de oxazolidinona. El fragmento 263 m/e
se genera por la ruptura tipica del anillo de la morfolina y a partir del cual se generan
el resto de los fragmentos mas abundantes 151, 150 y 149 debidos a rupturas alfa y
beta en el anillo de oxazolidinona.
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Figura 55. Patron de fragmentacion y espectro de EMIE del compuesto 6.
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4.1.7. Sintesis y caracterizacion (R)-[N-3-(3-flior-4-morfolinilfenil)]-5-aminometil-
oxazolidin-2-ona (7).

La obtencion del compuesto 7 se realizd mediante la hidrogenacion del compuesto
6 empleando como catalizador Pd/C al 10% en metanol seco en atmosferade Hz, lo cual
permitio la reduccion del grupo azida a amina. El producto de la reaccidénse obtuvo con
un rendimiento del 28%.

En espectro de RMN-'H de 7 (Figura 56) se observa en 7.36 ppm un doble de
dobles que integra para el H-2'. Esta sefal presenta acoplamiento orto con el F con
magnitud Ji1 = 14.4 Hz Hz y un acoplamiento en meta con H-6" en 7.01 ppm con
magnitud J, = 2.6 Hz. A su vez, el hidrégeno H-6" presenta una J = 8.9, 1.1 Hz que
correlaciona con H-5" en 6.84 ppm y un acoplamiento para con el F del grupo arilo,
respectivamente. En 4.86 ppm se observa un multiplete que integra para un hidrégeno
correspondiente al metino de oxazolidinona asignado como H-5. En 4.07 ppm se
observa un triplete que integra para el hidrégeno H-4a con una J = 9.1 Hz que
correlaciona con el doble de dobles H-4b en 3.81 ppm con una Ji = 9.1 Hz
correspondientes al metileno diasterotopico de oxazolidinona. En 3.73 ppm se observa
un multiplete que integra para seis hidrogenos correspondientes al metileno de azida
y los metilenos de morfolina, H-6 y H-9'. Finalmente, en 2.97 ppm se observan un
multiplete que integran para cuatro hidrdgenos correspondientes a H-8' del anillo de
morfolina.

88



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

— — O N O 0w DO T © O v O R OO WS ON — DK OWw
W NN O OO N~ — o@D NN~ oS D
e L < << T AT OO ®S oo gl o ool [ 5000
. L P ' — RN
f-4500
1 1
5. 6. O 9 8 f-4000
4 1' »2\01 | 3500
O 7N ?l,\l 5 7
T o NH; | 3000
9 8 E 2 4 6
7 | 2500
43, 4b
|
2000
| 1500
5 | 1000
m&_soo
Lo
=} P <+ % L <4
S 3 S S - 0
— o o~ — ~ ~ < wn
.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0
1 (ppm)

Figura 56. Espectro de RMN-!H del compuesto 7 en DMSO-ds.

En el espectro de RMN-13C del compuesto 7 (Figura 57) se observa en 153.6 ppm
un doblete correspondiente al carbono ipso al fltior con Jc.r = 243.9 Hz asignadocomo
C-3'. En 154.0 ppm se observa el carbono de carbonilo de oxazolidinona C-2. En 135.5
ppm se encuentra un doblete con Jc.r = 8.9 Hz, en 133.4 ppm un doblete conJc.r = 10.5
Hz, en 119.2 ppm un doblete con Jc.r = 4.3 Hz, en 114.2 ppm un doblete con una Jc-
r= 3.1 Hzyen 106.7 ppm un doblete con una Jc.r = 26.1 Hz, que son asignadas a los
carbonos C-4', C-1’, C-5’, C-6/, C-2/, respectivamente. En 72.0 ppm se encuentra la
sefal del carbono del metino C-5 de la oxazolidinona. En 66.1 ppm seobserva la sefal
correspondiente a los metilenos unidos al oxigeno del anillo de la morfolina asignados
como C-9°. En 50.7 ppm se observa un doblete con Jc.= 3.0 Hz de los metilenos unidos
al nitrégeno de la morfolina asignados como C-8'. En 47.2 ppmse observa la sefial del
metileno de la oxazolidinona asignado como C-4. Finalmente, en 43.0 ppm se observa
la sefial correspondiente al metileno del amino C-6.
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Figura 57. Espectro de RMN-!H del compuesto 7 en DMSO-de.

En el espectro de EMIE de 7 (Figura 58) se observa el ion molecular que a su vez
es el pico base en 295 m/e correspondiente al peso molecular del compuesto. Se
observa un fragmento en 209 m/e correspondiente la ruptura del fragmento de
morfolina. El fragmento en 209 m/e corresponde la ruptura del ciclo de oxazolidinona.
El fragmento 237 m/e se genera por la ruptura tipica del anillo de la morfolina y a partir
del cual se generan el resto de los fragmentos mas abundantes 151, 150 y 149 debidos
a rupturas alfa y beta en el anillo de oxazolidinona.
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Figura 58. Patron de fragmentacion y espectro de EMIE del compuesto 7.
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4.2 Sintesis y caracterizacion de MWCNT por nebulizacidn pirolitica.

La obtencion de los nanotubos de carbono de pared mudltiple se realiz por la
técnica de nebulizacion pirolitica la cual ofrece grandes ventajas como son produccién
en masa alta, tiempos de sintesis cortos y rendimientos altos con respecto a otras
técnicas como ablacion laser, métodos hidrotermales y solvotermales, etc.

En esta sintesis se estudid el efecto de la concentracion con respecto al diametro
promedio de los nanotubos de carbono, los cuales se caracterizaron por RAMAN, TGA
y SEM.

Se utilizd la metodologia con mejores resultados reportada por Moreno Valle-
Ramirez,>” variando las concentraciones de 0.2 y 0.1 M de ferroceno en 6 mL de
tolueno, manteniendo constante la longitud del tubo de cuarzo de 41 cm, la
temperatura del horno en 850 °C, un flujo de argén moderado y una velocidad de flujo
de 6 mL/h, obteniendo los nanotubos MWCNT-2 y MWCNT-1, respectivamente.

Al realizar el analisis de las imagenes obtenidas mediante SEM de los MWCNT-
2 (Figura 59 A) y MWCNT-1 (Figura 59 B), se observa un diametro promedio de 139.4
nm y 130.4 nm, respectivamente. Aparentemente se obtienen nanotubos de diametro
menor al disminuir la concentracién del catalizador. Los histogramas obtenidos a partir
del andlisis de las imagenes SEM mostraron una monodispersidad aceptable para
ambas muestras. Por otra parte, la longitud de los nanotubos fue similar
independientemente de la concentracién empleada en la sintesis con un valor de 121
Hm.
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'SEM MAG: 12.2kx _ Date(m/dly): 10/11/19 Instituto Tecnologico de Tijuana SEM MAG: 12.2kx  Date(m/dly): 08/12/19 Instituto Tecnologico de Tijuana

Figura 59. Imagenes SEM de las muestras A) MWCNT-2 y B) MWCNT-1.

La caracterizacion por espectroscopia RAMAN de los nanotubos MWCNT-2 vy
MWCNT-1 mostraron las bandas caracteristicas de estos nanomateriales en 1318 cm-
11585 cm?y 2621 cm!, correspondiente a las bandas D, G y G', respectivamente
(Figura 60). La banda G esta relacionada con el grado de grafitizacion u orden del
material y la presencia de atomos de carbono con hibridacién sp?, la banda G' también
esta relacionada con el orden y la cristalinidad. Por otra parte, la banda D esta
relacionada con la cantidad de desorden o defectos y presencia de atomos de carbono
con hibridacién sp3. A partir de la relacidn de intensidad entre la banda D/G se obtiene
una valor que relaciona el desorden y orden del nanotubo de carbono, mientras que la
relacion de intensidades G'/G nos muestra el grado de cristalinidad del nanomaterial.
Los valores de las relaciones D/G de las muestras MWCNT-2 y MWCNT-1 fueron 0.827
y 0.712, respectivamente. A su vez, los valores de las relaciones G'/G fueron de
1.349 y 1.401, lo cual es consistente con los reportados por Ochoa-Teran y
colaboradores.”®
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Figura 60. Espectros RAMAN de MWCNT-2 y MWCNT-1.

4.3 Oxidacion y caracterizacion de MWCNT.

La oxidacion de los MWCNT-2 y MWCNT-1 se utilizd siguiendo la metodologia
reportada por Moreno Valle-Ramirez.>” Estas condiciones fueron 50 mg de CNT en acido
nitrico concentrado con agitacion constante, a reflujo durante un periodo de 8 h,
obteniéndose los nanotubos oxidados Ox-MWCNT-2 y Ox-MWCNT-1.

Las muestras Ox-MWCNT-2 y Ox-MWCNT-1 mostraron una disminucion
significativa en el diametro y longitud de los nanotubos, lo cual se observé mediante
SEM. El diametro promedio de los Ox-MWCNT-2 y Ox-MWCNT-1 fueron de 117.8 nm
y 105.6 nm, respectivamente (Figura 61).
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Figura 61. Imagenes SEM de nanotubos oxidados A) Ox-MWCNT-2 y B) Ox-MWCNT-
1.

Los espectros de RAMAN de los MWCNT después de la oxidacion (Figura 62)
presentaron cambios considerables en la intensidad de sus bandas caracteristicas,
observandose una disminucion de la banda G y G' y un aumento para la banda D. Lo
anterior se explica debido a que en el tratamiento oxidante con acido nitrico se generan
grupos carboxilo, hidroxilo y epdxido sobre la superficie de los nanotubos mediante la
ruptura de capas de grafeno, lo que conlleva a un aumento del desorden o mayor
numero de carbonos sp3. La relacién D/G de los Ox-MWCNT-2 y Ox-MWCNT-1 fue
0.893 y 0.870, respectivamente; siendo mayores a los de los MWCNT pristinos.
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Figura 62. Espectros RAMAN de Ox-MWCNT-2 y Ox-MWCNT-1.

En el analisis termogravimétrico de los nanotubos antes de oxidar se observd la
pérdida tipica de los MWCNT alrededor de los 650 °C y un residuo metalico de Fe del
12.7% antes del tratamiento acido. Por otro parte, habiendo realizado la oxidacion se
observo una pérdida en peso significativa desde los 150 °C a los 550 °C atribuida a la
pérdida de los defectos superficiales o grupos carboxilicos sobre el MWCNT. Con este
valor se calculd un grado de funcionalizacion aproximado de 1.4 pmol/mg.
Posteriormente, se observd la pérdida en peso caracteristico de los MWCNT y un
residuo metalico menor de Fe del 6.8% (Figura 63). Estos valores estimados son

importantes debido a que son datos necesarios para las aplicaciones bioldgicas.*-
43,47,53
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Figura 63. Termograma de los CNT antes y después del tratamiento acido.

4.4 Funcionalizacién con espaciadores de longitud variable y caracterizacién de
MWCNT.

En la funcionalizacion de los Ox-MWCNT-2 y Ox-MWCNT-1 se utilizd la
metodologia reportada por Moreno Valle-Ramirez.>’ Los Ox-MWCNT reaccionaron con
bromuro de tionilo en THF seco durante 48 h en atmdsfera inerte para llevar a la
formacion de bromuros de acilo sobre la superficie de los MWCNT. Una vez transcurrido
el tiempo de reaccion se realizaron lavados con THF seco para evitar la regeneracion
de los acidos carboxilicos. Inmediatamente después de realizar los lavados se hicieron
reaccionar con los espaciadores de longitud variable en THF seco en atmdsfera inerte
durante un periodo de 12 h. Finalmente, se filtraron los f-MWCNT-En-2 y -MWCNT-En-
1 con lavados de THF, agua, acetona y se dejaron secar en un horno a 70 °C.
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En la Figura 64 y 65 se presentan las imagenes de SEM de los MWCNT-2 y
MWCNT-1 oxidados (A), funcionalizados con el espaciador B-alanina (B), con acido
amino valérico (C) y con acido aminoheptanoico (D). Aqui se observa que la integridad
y morfologia de los MWCNT se mantiene. Ademas, se observa un incremento en los
diametros de los MWCNT funcionalizados respecto a los oxidados.

SEMHV: 120KV Wo:tts1mm | | | vEGAs TescANl SEMHV: 120KV | Wo:tiStmm | | \ VEGA3 TESCANN SEMHV: 120KV | WD:11.52mm VEGA TESCANN SEMHV: 120KV | WD: 1151 mm VEGAS TESCAN|
View fild: 7.00 pm Det: SE 2um View fisld: 700 pm Det: SE 2um View field: 7.00 pm. Det: SE 2um View field: 7.00 pm Dat: SE 2gm
SEM NAG: 207 kx _ Dateimidy): 10711119 Insttuto Tecnologico de Tijusna SEM NAG: 207 kx _ Dataimidy): 10/11/19. Insttuto Tecnologico de Tijusna SEMMAG: 20.7 kx _ Date{midy): 1041119 Instituto Tecnologico de Tiuana SEMMAG: 20.7 kx _ Date{midy): 101113 Instituto Tecnologico de Tijuana

Figura 64. Imagenes SEM de nanotubos A) Ox-0.2, B) f-MWCNT-E:-2, C) f-
MWCNT-E2-2 y D) f-MWCNT-Es-2.

View fild: 7.00 pm Det: SE 2pm View fleld: 700 pm Det: SE 2pm View fleld: 700 pm Det: € 2pm View fleld: 700 pm Det: € 2pm
SEMMAG: 207 kx_Dato{midy): 081213 Insiiluto Tecnologico de Tijusna SEMMAG: 20.7kx _ Dato{midy): 0812119 Instituto Tocnologico de Tiuana SEMMAG: 20.7kx_ Dato{midy): 0812119 Instituto Tocnologico de Tijuana SEMMAG: 207k _ Dato{midy): 0812119 Instituto Tocnologico de Tijuana

Figura 65. Imagenes SEM de nanotubos A) Ox-0.1, B) -MWCNT-E;-1,
MWCNT-E2-1 y D) -MWCNT-Es-1.

En el analisis termogravimétrico de MWCNT-1 funcionalizados muestra que hay
un aumento en la pérdida de peso conforme aumenta el tamafio (nimero de metilenos
en la cadena alquilica) de la molécula funcionalizante f-MWCNT-E1-1> f-MWCNT-Ez-
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1> f-MWCNT-Es-1>0xidados>Pristino (Figura 66). Todos los MWCNT muestran
pérdidas en peso significativas desde los 150 °C a los 600 °C atribuidas a la pérdida de

los defectos superficiales, grupos carboxilicos y de amino acidos sobre el MWCNT.
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Figura 66. Termogramas de los MWCNT-1 antes y después de la funcionalizacion
con aminoacidos de longitud variable.

En el analisis termogravimétrico de los MWCNT-2 funcionalizados se observé una
similitud con la tendencia de la pérdida en peso comparado con los MWCNT-1.
mostrando un aumento en la pérdida de peso conforme aumenta el tamafo (nimero
de metilenos en la cadena alquilica) de la molécula funcionalizante f-MWCNT-E1-1> f-
MWCNT-E2-1> f-MWCNT-E3-1>0xidados>Pristino (Figura 67). Todos los MWCNT
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muestran pérdidas en peso significativas desde los 150 °C a los 600 °C atribuidas a la
pérdida de los defectos superficiales, grupos carboxilicos y de amino acidos sobre el
MWCNT.
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Figura 67. Termogramas de los MWCNT-2 antes y después de funcionalizacion con
aminoacidos de longitud variable.

Los espectros de RAMAN de los MWCNT después de la funcionalizacion con los
espaciadores diferentes presentaron cambios considerables en la intensidad de sus
bandas caracteristicas, observandose un incremento de las bandas D, Gy G', pero
una disminucién en la relacion Io/lc en comparacion con su Ox-MWCNT-# (Figura 68).
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Lo anterior se explica debido a que en la funcionalizacién se incorpora el espaciador
sobre los grupos reactivos disminuyendo los defectos superficiales sobre la superficie
de los nanotubos, lo que conlleva a un aumento del orden y una cristalinidad mayor.
La relacion Ip/lg y le/lc de todos los f-MWCNT-En-# se resume en la Tabla 4.
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Figura 68. Espectros RAMAN de A) Ox-MWCNT-2 y f-MWCNT-E2-2, y B) comparacion
f-MWCNT-En-2.

Tabla 4. Comparacion en lg/lgy Ip/lc de lo f-MWCNT-En-#.

Muestra le/le Io/lc
f-MWCNT-E1-1 1.15 0.77
f-MWCNT-E2-1 1.30 0.77
f-MWCNT-E3-1 1.34 0.73
f-MWCNT-E1-2 1.07 0.93
f-MWCNT-E2-2 1.28 0.89
f-MWCNT-E3-2 1.18 0.84

Se realizd un andlisis por TGA del intermedio de reaccion en la etapa de
funcionalizacién con grupos bromuro de acilo nombrado como -MWCNT-COBr-2, y se
comparo con las etapas de reaccion del espaciador 1. Se observd que la pérdida en
peso del -MWCNT-COBr-2 presentd una pérdida desde los 150 °C con una caida
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notoria en 350 °C atribuida a las pérdidas de los grupos bromados y carboxilicos en la
superficie, seguido de la descomposicién tipica del MWCNT alrededor de los 650 °C
El porcentaje de perdida en peso de f-MWCNT-COBr-2 se observé en medio de las
etapas previa y posterior de reaccion. Lo anterior demuestra que se esta llevando a
cabo de manera efectiva esta reaccion sobre los MWCNT (Figura 69).
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Figura 69. Comparacion de los termogramas de los MWCNT-2 de todos los intermedios
de reaccion en la funcionalizacién con el espaciador 1.

Por otra parte, se realizd un estudio de reaccion en la incorporacion del espaciador
1 variando el tiempo de 24 h o0 48 h obteniendo los f-MWCNT-E1-24h-2 y f-MWCNT-E:-
48h-2, respectivamente. Se analizaron mediante TGA en atmdsfera de aire y N2 para
observar el efecto de la atmodsfera en los termogramas de ambos
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MWCNT (Figura 70). Los termogramas de ambas muestras y atmdsferas mostraron
las mismas pérdidas en peso alrededor 215, 360, 472 y 660 °C, los cuales se observan
con mayor claridad en atmdsfera de N.. Lo anterior demuestra que ambos MWCNT
poseen las mismas moléculas incorporadas sobre el MWCNT. Por otra parte, los f-
MWCNT-E1-24h-2 tienen un grado de funcionalizacién mayor en comparaciéon con f-
MWCNT-E1-48h-2.
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Figura 70. Termogramas de los f-MWCNT-E-24h-2 y f-MWCNT-E1-48h-2 y derivadas
en atmdsfera de A) Aire y B) N2.

Se realizaron microscopias SEM de los f-MWCNT-E1-24h-2 y f-MWCNT-E1-48h-
2 (Figura 71) en donde se observd que con un tiempo de reaccidn menor hay una
formacion de una capa mayor sobre la superficie del MWCNT en comparacién con los
MWCNT que se funcionalizaron con un tiempo de reaccidn mayor. Los resultados
coinciden con lo observado en los TGA, lo que sugiere que a un tiempo de reaccion
mas prolongado ocurren reacciones indeseadas entre los espaciadores sin reaccionar;
formando cadenas de aminoacidos de mayor tamaino que eliminan parte de las capas

que se forman sobre la superficie del MWCNT debido a que los sitios reactivos ya no
estan disponibles.
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SEMHV: 12.0kV. | WD:10.41 mm | VEGA3 TESCAN SEM HV: 12.0 kV WD: 10.48 mm VEGA3 TESCAN
View field: 7.00 ym 2 ym View field: 7.00 ym 2 ym

SEM MAG: 29.7 kx |Date(m/dly): 02/19/20 | Instituto Tecnologico de Tijuana SEM MAG: 29.7 kx |Date(m/dly): 02/19/20 Instituto Tecnologico de Tijuana

Figura 71. Imagenes SEM de nanotubos A) f-MWCNT-E;-24h-2 y B) f-MWCNT-E;-
48h-2.

4.5 Funcionalizacion y caracterizacion del MWCNT-1 con el éster de linezdlida.

La incorporacidon del compuesto 4 mediante la formacion de un éster en el CNT-
0.1 funcionalizado con p-alanina se realizd mediante la reacciéon con N,N'-
diisopropilcarbodiimida (DIC) e hidréxido de benzotriazol (HoBt) en DMF por 4 h.
Finalmente, se filtraron los f-MWCNT-E1-4-1 con lavados de THF, agua, acetona y se
dejaron secar en un horno a 70 °C.

En la Figura 72 se presentan las imagenes SEM de los MWCNT-1 en las etapas
de sintesis diferentes desde los MWCNT pristinos (A), oxidados (B), funcionalizados
con el espaciador B-alanina (C) y el éster de linezdlida (D), en donde se observé la
formacion de una pelicula en la superficie de los MWCNT funcionalizados con el
compuesto 4, debido a la incorporacion de varias moléculas en la superficie de los
MWCNT.
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sssssssss
View field: nw\ Det: SE

SEM NAG: 122kx _ Daleimidy): 08/12113 Insttuto Tecnologico de Tijusna SEM MAG: 12.2/x _ Date{midy): 082719 Instituto Tecnologico de Tijusna ate{midy): 08/12119 Instiluto Tecnologico de Tijuana y) 0827119

Figura 72. Imagenes SEM de nanotubos A) MWCNT-1 B) Ox-MWCNT-1, C) f-
MWCNT-E1-1 y D) f-MWCNT-E1-4-1.

En el analisis termogravimétrico de los MWCNT-1 funcionalizados con el éster de
linezdlida (Figura 73) muestra la tendencia de pérdida en peso
Pristino<Oxidados<En<Ester. Las pérdidas en peso en el intervalo de 150 °C a los 600
°C se deben a los defectos superficiales, grupos carboxilicos, amino acidos y éster de
linezdlida sobre el MWCNT.

100

80 -
£604{ — MWCNT-1
2 — Ox-MWCNT-1
O 40 . =

£-MWCNT-E-1
— f-MWCNT-E;-4-1
20 A
0 T T T T 1
50 200 350 500 650 800

Temperatura (°C)

Figura 73. Termograma de los MWCNT antes y después de funcionalizados con el
éster de linezolida.
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4.6 Funcionalizacién y caracterizacion del MWCNT con la amida de linezdlida.

La incorporacién del compuesto 7 a los MWCNTS se realizd mediante la formacion
de una amida entre el grupo carboxilico de los espaciadores y el amino del compuesto
7 empleando la misma metodologia que se utilizd en la incorporacién del compuesto 4,
pero con un tiempo de reaccidon a 24 h. Con este procedimiento se obtuvieron seis
nanomateriales derivados de los -MWCNT-En-1 y f-MWCNT-Eq-2. Por otra parte,
también se preparon simultdaneamente nanomateriales a partir de f- MWCNT-E;-2 con
tiempos de reaccién de 24 y 48 horas bajo las mismas condiciones de reaccién
obteniendo los nanotubos f-MWCNT-E1-7-24h-2 y f-MWCNT-E1-7-48h-2. Los productos
se filtraron y se lavaron con agua, metanol y acetona, y se dejaron secaren un horno a
70 °C.

En el analisis termogravimétrico de los MWCNT-2 funcionalizados con 7 (Figura
74) muestra la tendencia de pérdida en peso pristino<oxidados<E,<7. Las pérdidas en
peso en el intervalo de 150 °C a los 600 °C se deben a los defectos superficiales, grupos
carboxilicos, amino acidos y amida de oxazolidinona sobre el MWCNT.
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Figura 74. Termograma de los MWCNT-2 pristinos y funcionalizados con el espaciador

E> y con la amino-linezdlida 7.

En el analisis termogravimétrico de los f-MWCNT-E,-7-2 muestra que la
incorporacién de la oxazolidinona sobre los MWCNT con espaciadores diferentes fue
relativamente similar entre ellos y que existe una degradacién térmica gradual de los
nanomateriales entre 200 °C y 600 °C. En general, los cambios en la degradacién
térmica en cada paso indican caracteristicas quimicas estructurales diferentes en la
superficie de los nanotubos de carbono. Finalmente, el MWCNT funcionalizado con el
espaciador 2 (acido aminovalerico) presentd una pérdida en peso mayor en
comparacion con los espaciadores 1 y 3. Esto puede deberse a una funcionalizacion
incompleta con los espaciadores 2 y 3 (Figura 75).
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Figura 75. Termograma de los MWCNT funcionalizados con los espaciadores diferentes
y el compuesto 7.

Con base en el analisis por TGA de los f-MWCNT-E,-7-2, los porcentajes de
material organico incorporado, considerando el espaciador de alquilo y el resto de
oxazolidinona, a la superficie de MWCNT es de aproximadamente 16.7, 14.2 y 15.6%
para f-MWCNT-E1-7-2, f-MWCNT-E2-7-2 y f-MWCNT-E3-7-2, respectivamente.

Los espectros de RAMAN de los MWCNT funcionalizados con los espaciadores
diferentes y el compuesto 7 no presentaron cambios considerables en la intensidad de
sus bandas caracteristicas, observandose que los valores Ip/lc Y la/lc son similares a
sus precursores independientemente del espaciador (Figura 76). Estos resultados estan
relacionados con el hecho de que el acoplamiento del compuesto 7 ocurre sobreel grupo
carboxilico en el espaciador, no en la superficie del nanotubo de carbono. Larelacion
Io/lc ¥ le/lc de todos los f-MWCNT-E,-7-# se resumen en la Tabla 5.
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T-NMONT-E>-2
— T-NIMEANT-E>-7-2

Intensidad Normalizada (u.a.)

[ T
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Figura 76. Espectros RAMAN de los nanomateriales f-MWCNT-E2-2 y f-MWCNT-E>-

7-2.
Tabla 5. Comparacion en I/l Y Io/lc de los -MWCNT-En-7-#.

Muestra le/le Io/lc
f-MWCNT-E1-7-1 1.08 0.67
f-MWCNT-E2-7-1 1.10 0.75
f-MWCNT-Es-7-1 1.18 0.84
f-MWCNT-E;1-7-2 1.01 0.94
f-MWCNT-E2-7-2 1.18 0.83
f-MWCNT-E3-7-2 1.09 0.76

En la Figura 77 se presentan las imagenes SEM de los MWCNT-2 en las etapas
de sintesis diferentes desde los MWCNT pristinos (A), oxidados (B), funcionalizados
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con el acido 7-aminoheptanoico (espaciador 3) (C) y la amida de oxazolidinona (D), en
donde se observd la formacion de una pelicula en la superficie de los MWCNT
funcionalizados con el compuesto 7, debido la incorporacion de varias moléculas en la
superficie de los MWCNT comprobando que la funcionalizacion fue efectiva. En los
Anexo 5 y 6 se presentan las imagenes SEM de las otras dos familias de MWCNT con
los espaciadores 1y 2.

SEM HV: 16.0 kV WD: 9.92 mm VEGA3 TESCAN  SEM HV: 16.0 kv WD: 9.90 mm R T | | veeaaTEscan|
View field: 7.00 ym Det: SE 2pm View field: 7.00 ym Det: SE 2pm
SEM MAG: 20.7 kx | Date(m/dly): 12/16/20 Instituto Tecnologico de Tijuana SEM MAG: 29.7 kx | Date(midly): 12/16/20 Instituto Tecnologico de Tijuana

9) D)

SEM HV: 12.0 kV/ WD: 12.07 mm | | VEGA3 TESCAN  SEM HV: 12.0 kV WD: 12.09 mm | | | VEGA3 TESCAN|
View field: 7.00 pm Det: SE + BSE 2pm View field: 7.00 ym Det: SE + BSE 2pm
SEM MAG: 29.7 kx  Date(m/dly): 03/20/21 Instituto Tecnologico de Tijuana SEM MAG: 29.7 kx  Date(m/dly): 03/20/21 Instituto Tecnologico de Tijuana

Figura 77. Imagenes por SEM de nanotubos A) MWCNT-2 B) Ox-MWCNT-2, C) f-
MWCNT-Es-2 y D) f-MWCNT-E3-7-2.
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En la Figura 78 se presentan las imagenes SEM de los nanotubos f-MWCNT-E;-
7-24h-2 y f-MWCNT-E:-7-48h-2. En las micrografias se observé una capa mas
homogénea en los f-MWCNT-E;1-7-48h-2 comparado con los f-MWCNT-E;-7-24h-2, lo

cual no coincide con lo observado en la etapa de funcionalizacidon anterior.

SEM HV: 12.0 kV WD: 12.80 mm | | | VEGA3 TESCAN SEM HV: 120 kV WD: 12.74 mm | | | VEGA3 TESCAN

View field: 7.00 pm Det: SE 2pm View field: 7.00 pm Det: SE 2 pm
SEM MAG: 29.7 kx Date(m/dly): 03/02/20 Instituto Tecnologico de Tijuana SEM MAG: 29.7 kx Date(m/dly): 03/02/20 Instituto Tecnologico de Tijuana

Figura 78. Imagenes SEM de nanotubos A) f-MWCNT-E1-7-24h-2 y B) f-MWCNT-
E1-7-48h-2.

En la Figura 79 se presentan las imagenes TEM de los MWCNT-2 en las etapas de
sintesis diferentes. EI MWCNT-2 pristino tiene una superficie lisa (rojo) ademas de
observarse en su interior una cantidad considerable de Fe (azul), mientras que el Ox-
MWCNT-2 muestra una superficie rugosa y una disminucion notoria del Fe en el interior
de su estructura, (Figuras 79A y 79B) con 42.45 £ 5.52 nm y 35.29 + 3.83 nm de
diametro, respectivamente; debido al tratamiento oxidativo las capas superficiales de
MWCNT se ven deformadas ademas de eliminar gran parte del Fe tanto en el interior
como exterior del MWCNT. Las micrografias de f-MWCNT-E2-2 y f-MWCNT-E2-7-2
presentan una capa organica homogénea en la superficie de los nanotubos como
resultado de la incorporacion de material organico (Figuras 79C y 79D), mostrando un
76.31 £ 16.06 nm y 62.41 + 6.84 nm de diametro, respectivamente. El aumento del
diametro de los MWCNT, en comparacion con Ox-MWCNT-2 se atribuye a la
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incorporacion de las moléculas organicas en la superficie de MWCNT, mientras que
su disminucién después de la incorporacion del compuesto 7 comparado con f- MWCNT-
E2-2, se atribuye a que parte de las cadenas de oligometilenos de la etapa anterior que
pudieran estar solamente adsorbidos en la superficie del nanomaterial fueron
eliminados durante la reaccidn y purificacion.

Figura 79. Imagenes TEM de nanotubos A) MWCNT-2 B) Ox-MWCNT-2, C) f-
MWCNT-E2-2 y D) f-MWCNT-E2-7-2.

En el analisis termogravimétrico en atmosfera de aire mostré que el f-MWCNT-
E1-7-24h-2 presentan una pérdida en peso menor en comparacion con su etapa
anterior, mientras que, los f-MWCNT-E;-7-48h-2 mostraron una pérdida en peso mayor
en comparacion con su etapa anterior (Figura 80).
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— FMWCNT-E;-24h-2 Aire — FMWCNT-E;-48h-2 Aire
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Figura 80. Termograma de los A) f-MWCNT-E;1-7-24h-2 y B) f-MWCNT-E1-7-24h-2
antes y después de funcionalizar con la amida de linezdlida en atmdsfera

de aire.

Lo anterior coincide con lo observado en las microscopias SEM y se atribuye a que
los MWCNT con una capa mayor de material organico adsorbido sobre lasuperficie
dificulta la reaccién entre el compuesto 7 con los sitios reactivos. Ademas, reacciones
alternas en la funcionalizacién con el compuesto 7 y la purificacion eliminanparte de las
capas que se forman sobre la superficie del MWCNT. Sin embargo, si se presenta una
capa suave de las cadenas de oligometilenos sobre el MWCNT hay una disponibilidad
mayor de los grupos reactivos para que ocurra la funcionalizacién conel compuesto
7.

Por otra parte, se realizo la incorporacion del compuesto 7 sobre los nanotubos
Ox-MWCNT-#, con la finalidad de estudiar el efecto del espaciador en la actividad
antibacteriana. La sintesis se realizd mediante la metodologia empleada para la
funcionalizacion con los espaciadores, pero en su lugar se utilizb el compuesto 7.

Los espectros de RAMAN de los f-MWCNT-7-# presentaron cambios
considerables en las relaciones de los valores Ip/lc Y le/lc con respecto a sus MWCNT
predecesores, como se reporta en la Tabla 6. Estos resultados se atribuyen a que de
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igual forma que con la incorporacion de los espaciadores, la reaccion de compuesto 7
se lleva acabo sobre los grupos reactivos, disminuyendo los defectos superficiales de
los nanotubos, aumentando el orden del MWCNT, lo que se refleja en la disminucién
de la relacion Ip/lc compardo con los Ox-MWCNT-# (Figura 81).

Tabla 6. Comparacion en Ig/lcy In/lc de los -MWCNT-7-# con sus nanomateriales

predecesores.

Muestra Ie/Ic In/Is
MWCNT-1 1.35 0.82
MWCNT-2 1.20 0.83

Ox-MWCNT-1 1.25 0.89
Ox-MWCNT-2 1.37 0.87
f-MWCNT-7-1 1.27 0.71
f-MWCNT-7-2 1.25 0.70

—MWCNT-2
— Ox-MWCNT-2 e

— MWCNT-1
— OX-MWCNT-1 08
— EMWCNT-7-1

Intensidad Normalizada (u.a.)
Intensidad Normalizada (u.a.)

Wik w 1A AW

: ; : ‘ — 0 ; ; : ;
2,800 2,500 2,200 1,900 1,600 1,300 1,000 2,800 2,500 2,200 1,900 1,600 1,300 1,000
Desviacion RAMAN (cm-1) Desviacion RAMAN (cm™')

Figura 81. Espectros RAMAN comparativo de -MWCNT-E>-2 y f-MWCNT-E2-7-2.

El analisis termogravimétrico de los f-MWCNT-7-# muestra que efectivamente se
llevd a cabo la incorporacion del compuesto 7 al observarse un aumento en la pérdida
de peso comparado con los MWCNT de etapas anteriores (Figura 82). Todos los
MWCNT muestran pérdidas en peso significativas desde los 150 °C a los 600 °C
atribuidas a la pérdida de los defectos superficiales y materiales organicos sobre el
MWCNT. Ademas, se observd que el porcentaje de material organico en ambos lotes f-
MWCNT- 7-1 y -MWCNT- 7-2 fue de 15.87 y 14.05 % por peso, respectivamente.
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Figura 82. Comparacion de los termogramas de los f-MWCNT-7-# con los

nanomateriales de etapas de reaccién previas.

4.7 Funcionalizacion y caracterizacion del MWCNT-2 con (R)-5-((S)-1-aminoetil)-
oxazolidin-2-ona (8)

Por otra parte, se realizd la incorporacidon del compuesto (R)-5-((S)-1-aminoetil)-
oxazolidin-2-ona (8) sobre los -MWCNT-En-2, el cual posee actividad antibacteriana
reportada en la literatura.'% La metodologia fue la misma empleada en la
funcionalizacién con el compuesto 7 mediante la formaciéon de una amida en los
MWCNT con los espaciadores diferentes, obteniendo los f-MWCNT-E,-8-2. Los
productos se filtraron y lavaron con agua, metanol y acetona y se dejaron secar en un
horno a 70 °C.

En el andlisis termogravimétrico de los MWCNT-2 funcionalizados con 8 (Figura
83) muestra la tendencia de pérdida en peso Pristino<Oxidados<En<8. Las pérdidas
en peso en el intervalo de 150 °C a los 600 °C se deben a los defectos superficiales,
grupos carboxilicos, amino acidos y amida de oxazolidinona sobre el MWCNT.
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Figura 83. Termograma de los MWCNT antes y después de ser funcionalizados con
el compuesto 8 y el espaciador 1.

En el andlisis termogravimétrico de los f-MWCNT-E,-8-2 muestra que la
incorporacién de la oxazolidinona sobre los MWCNT con espaciadores diferentes fue
similar entre ellos. Los termogramas de f-MWCNT-E-8-2 indican una degradacién
térmica gradual de los nanomateriales comenzando a 200 °C y terminando a 600 °C.
En general, los cambios en la degradacion térmica en cada paso indican
caracteristicas quimicas estructurales diferentes en la superficie de los nanotubos de
carbono. Finalmente, el MWCNT funcionalizado con el espaciador 1 (B-alanina)
presentd una pérdida en peso mayor en comparacion con los espaciadores 2 y 3. Esto
puede deberse a una funcionalizacién incompleta con los espaciador 2 y 3 (Figura 84).
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Figura 84. Termograma de los MWCNT funcionalizados con los espaciadores diferentes
y el compuesto 8.

Con base al analisis por TGA de los f-MWCNT-EN-8-2, los porcentajes dematerial
organico incorporado, considerando el espaciador de alquilo y el resto de oxazolidinona,
a la superficie de MWCNT es de aproximadamente 16.7, 14.2 y 15.6% para f-MWCNT-
Ei-8-2, f-MWCNT-E2-8-2 y -MWCNT-E3-8-2, respectivamente.

En la Figura 85 se presentan las imagenes SEM de los MWCNT-2 en las etapas de
sintesis diferentes desde los MWCNT pristinos (A), oxidados (B), funcionalizados con el
espaciador 3 acido 7-aminoheptanoico (C) y la amida de oxazolidinona (D), en donde
se observé la formacion de una pelicula en la superficie de los MWCNT funcionalizados
con el compuesto 8, debido la incorporacién de varias moléculas en lasuperficie de los
MWCNT comprobando que la funcionalizacién fue efectiva. En los
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Anexos 5 y 6 se presentan las imagenes SEM de las otras dos familias de MWCNT
con los espaciadores 1y 2.

Figura 85. Imagenes SEM de nanotubos A) MWCNT-2 B) Ox-MWCNT-2, C) f-
MWCNT-Es-2 y D) f-MWCNT-E3-8-2.

En la Figura 86, se presentan las imagenes TEM de los MWCNT-2 en las etapas
de sintesis diferentes. EIl MWCNT-2 pristino tiene una superficie lisa, mientras que el
Ox-MWCNT-2 muestra una superficie rugosa (Figuras 86A y 86B) con 52.76 + 5,60 nm
y 38.20 + 3,02 nm de didmetro, respectivamente; debido al tratamiento oxidativolas
capas superficiales de MWCNT se ven deformadas. Las micrografias de f-MWCNT- Es-
2 y f-MWCNT-E3-8-2 presentan una capa organica homogénea en la superficie de

118



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

los nanotubos como resultado de la incorporacion de material organico (Figuras 86C y
86D) mostrando un 68.32 + 1,51 nm y 75.01 £+ 11.32 nm de diametro, respectivamente.
El aumento del diametro de los MWCNT funcionalizados en comparacion con Ox-
MWCNT-2 se atribuye a la incorporacion de las moléculas organicas en la superficie
de MWCNT.

Figura 86. Imagenes TEM de nanotubos A) MWCNT-2 B) Ox-MWCNT-2, C) f-
MWCNT-E3-2 y D) f-MWCNT-Ez-8-2.

4.8 Sintesis y caracterizacién de CD
La sintesis de CD hidrofilicos (CDs) e hidrofébicos (h-CDs) se realizé paraobservar
el efecto en sus propiedades fotoluminiscentes y de citocompatiblidad en los

nanoacarreadores.
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La sintesis de los CD hidrofilicos se realizd empleando una variacion de la
metodologia reportada por Wang y colaboradores, 1% con acido ascorbico (AA) y como
agente oxidante acetato de Cu (II) en agua. En lugar de realizar un calentamiento
prolongado a 90 °C, se emplearon microondas para reducir los tiempos de reaccion a
unos minutos. También se realizo la sintesis sin acetato de Cu (II) para comprobar su
efecto.

Durante la sintesis se observd un cambio de color de la solucién de azul al
anaranjado después de la adicion del AA debido a la complejacion del cobre. Después,
del tratamiento hidrotermal por microondas se observd un cambio final de color a
amarillo dorado claro con un residuo metdlico rosado en el fondo del reactor
correspondiente al Cu residual de la reaccion.19

Por otra parte, la sintesis de CD hidrofdbicos se realizd empleando el método
reportado por Liu y colaboradores,®® en la cual se utiliza 1-octadeceno (ODE) y 1-
hexadecilamina (HDA) en atmosfera inerte y agitacidon magnética. La reaccidon se
calentd hasta 300 °C y se agregd acido citrico y se mantuvieron las condiciones de
reaccion por 3 h. Posteriormente, el producto final se purifico realizando precipitaciones
con acetona.

A su vez, se realizd la sintesis de CDs-NH2 empleando la metodologia reportada
por Yang y colaboradores”? variando las condiciones de reaccion como el tiempo de 5
0 20 h y temperaturas de 180 °C o 200 °C, obteniendo tres lotes diferentes de CDs-
NHz. Posteriormente, se dializaron para eliminar las impurezas y reactivos sin
reaccionar de los CDs-NH2, observandose un incremento de su fluorescencia a simple
vista para después ser liofilizados obteniendo un promedio de rendimientos en peso de
78.5% y 51.2% con y sin dializar, respectivamente.

En el Figura 87 se aprecia las estructuras superficiales propuestas de los CDs,
h-CDs y CDs-NH.
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Figura 87. Estructuras de CD hidrofilicos e hidrofébicos.

Las propiedades fotoluminiscentes de ambos CD se estudiaron mediante UV-vis
y fluorescencia molecular, siendo esta ultima una técnica indirecta para comprobar la

formacion de los CD.

En los espectros de UV-vis de ambos CD se observan las bandas de transicion n-
n* tipicas de estos materiales. Los h-CD presentaron una banda mas estrecha y
desplazada hacia el rojo debido a la presencia de grupos amino en la superficie del
punto cuantico de carbono (Figura 88), lo cual coincide con lo reportado en los trabajos
de Wang, Liu y Yang, respectivamente.’2 %6y 104
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Figura 88. Espectros de absorbancia UV-vis de CDs y h-CDs.
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Mediante fluorescencia molecular se encontraron las bandas de excitaciéon y
emision maxima para ambos puntos cuanticos de carbono. Los CDs y CDs-NH2
presentaron una banda de emisidén de 444 nm y una banda de excitacion en 357 y 366
nm, respectivamente; mientras que los h-CDs presentaron una banda de emisidon en
478 nm y una banda de excitacién en 394 nm, lo cual coincide con lo reportado en los
trabajos de Wang, Liu y Yang, respectivamente.’? 26y 104 A sy vez, ambos puntos
cuanticos presentaron la caracteristica tipica que poseen estos nanomateriales de tener
mas de una banda de excitacion y emisién debido a su estructura conformada por
distintas laminas de grafeno de tamafo diferente (Figura 89).
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Figura 89. Espectro de emisidn a longitudes de onda de excitacion diferentes de A)
CDs y B) h-CDs.

4.9 Funcionalizacién con espaciadores de longitud variable y caracterizacion de CDs

La funcionalizacion de los CDs-NH2-2 y CDs- NH2-3 se hizo con bromuro de
tionilo en THF seco durante 48 h en atmodsfera inerte para llevar a la formacién de
bromuros de acilo sobre la superficie de los CDs. Una vez transcurrido el tiempo de
reaccion se realizaron lavados con THF seco y evaporando el solvente a presidon para
evitar la regeneracion de los acidos carboxilicos. Inmediatamente después de realizar
los lavados los CDs-Br se hicieron reaccionar con los espaciadores de longitud variable
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en THF seco en atmdsfera inerte durante un periodo de 24 h. Finalmente, se lavaron
con THF y se colocaron en un horno a 70 °C.

Los espectros 3D de emisidn y excitacion de los CDs-NH2-2 y CDs-NH2-3 y sus
respectivos puntos de carbono funcionalizados con los espaciadores diferentes CDs-
NH2-En-2 y CDs-NH2-En-3, demostraron que la incorporacién de éstos cambia las
propiedades fotolumisniscentes dependiendo del espaciador (Figura 90). En general, la
intensidad de fluorescencia se ve disminuida con todos los espaciadores pero solo se
observo un desplazamiento hacia el rojo de las longitudes de excitacion y emision con

los espaciadores de E>y Es3, las cuales se resumen en la Tabla 7.

1 - y, — CDs-NH,-3
\_\_\ —— CDs-NH»-E1-3
~ 0.8 4 * —— CDs-NH»-E2-3
©
3 CDs-NH,-Ez-3
©
g 0.6 1
N
T
g i
o
< 0.4
& i
0.2
0
380 430 480 530

Longitud de onda (nm)

Figura 90. Comparacion de espectros de emisién de CDs-NHz antes y después de la
funcionalizacién con espaciadores de longitud variable.
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Tabla 7. Longitudes de onda de excitacion y emision maxima de CDs-NH> antes
y después de la funcionalizacion con los espaciadores diferentes.

Muestra Adeex.(nm)  Adeem.(nm) Muestra Adeex.(nm) Adeem. (nm)
CDs-NH»-2 364 444 CDs-NH2-3 364 445
CDs-NHz-E3-2 364 448 CDs-NHz-E;1-3 368 447
CDs-NH2-E»-2 385 485 CDs-NH2- E»-3 394 477
CDs-NH»-E5-2 388 488 CDs-NH>- E3-3 398 477

4.10 Estudios de la actividad antibacteriana de MWCNT

La actividad antibacteriana de los nanomateriales preparados se evalud frente a
cepas bacterianas distintas; diez cepas Gram positivas y cuatro Gram negativas, seis
cepas ATCC, ocho cepas aisladas clinicamente y cinco cepas resistentes a la meticilina,
utilizando el ensayo de difusion radial y la microdilucion en caldo.

La actividad de los MWCNT-#, Ox-MWCNT-#, f-MWCNT-Ex-1, f-MWCNT-En-2, f-
MWCNT-E;-4-1, -MWCNT-7-# y 7 se evalud frente a todas las cepas y ninguno de
estos materiales mostré inhibicién del crecimiento bacteriano (halo de inhibicion) en
los ensayos por difusion radial (Figura 91).
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Figura 91. Ensayo de difusidn radial para la actividad antibacteriana de f-MWCNT-E;-
4-1 con A) S. aureus ATCC 29213 y B) S. aureus aislado clinico.

Este resultado demuestra que los MWCNT que no estan funcionalizados con
moléculas activas o moléculas que contienen grupos funcionales esenciales no tienen
actividad antibacteriana. Por ejemplo, los MWCNT unidos con el compuesto 4 no
poseen el grupo funcional (acetamida) esencial para favorecer la interaccion
intermolecular con el sitio de accion, lo cual es de importancia vital para inhibir la
sintesis proteica de las bacterias. A su vez, los MWCNT con el compuesto 7 sin
espaciador (-MWCNT-7) al momento de ser liberado del nanomaterial tampoco posee

en su estructura este grupo esencial.

Los estudios de los nanomateriales f-MWCNT-En-7-1 y f-MWCNT-En-7-2
mostraron que los nanomateriales conjugados que poseen los espaciadores E1y E>
poseen actividad contra varias de las cepas evaluadas. Sin embargo, los nanotubos
conjugados con el E3 no presentaron actividad contra estas cepas.

La Tabla 8 muestra los didmetros de los halos de inhibicion obtenidos en el ensayo
de difusidon radial de los f-MWCNT-E-7-#, en donde se emplearon como
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control el compuesto 7 y linezdlida, siendo destacable que 7 y f-MWCNT-E3s-7-# no
mostraron actividad frente a las cepas evaluadas, mientras que linezdlida mostrd
actividad contra todas las cepas evaluadas, excepto las cepas de E. coli y S. typhi
debido a que estas bacterias son Gram negativas y este farmaco es selectivo hacia
gram positivas. El nanomaterial mas destacado fue f-MWCNT-E»-7-2 al ser activo contra
un nuimero mayor de cepas ATCC, cepas SARM e incluso Gram negativas como
Escherichia coli y Salmonella typhi. Por otra parte, los -MWCNT-E1-7-1, f-MWCNT-E2-
7-1y f-MWCNT-E1-7-2 solo mostraron inhibicion localizada contra estas mismas cepas,

lo que indica que son menos activos.

Tabla 8. Halos de inhibicion inducidos de f-MWCNT-E,-7-# por ensayo de difusion

radial frente a bacterias diversas de interés clinico.

Nanomaterial o Halos de inhibicion (mm)
compuesto 1 5 9 13 29212 25922 R1 R2 R3 R4 43300 25923
linezélida 17 21 0 0 19 0 21 23 21 21 22 26
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
f-MWCNT-E1-7-1 0 L L L L L 0 0 0 L L L
f-MWCNT-E2-7-1 0 L L L L L L L L L L L
f-MWCNT-E3-7-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
f-MWCNT-E1-7-2 0 0 0 0 0 0 L L L L L L
f-MWCNT-E2-7-2 7 11 11 14 L L L 11 12 L L L
f-MWCNT-E3-7-2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nota: X= No activo, L= inhibicion localizada. (1)= Streptococcus grupo A aislado clinico, (5)= S. aureus aislado
clinico, (9)= E. coli aislado clinico, (13) = S. typhi aislado clinico, (29212)=E. faecalis ATCC, (25922)= E. coli ATCC,
(R1)= SARM-01, (R2)= SARM-02, (R3) = SARM-03, (R4)= SARM-04, (43300)= SARM ATCC, (25923)= S. aureus
ATCC.

La Tabla 9 muestra las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) obtenidas
mediante el ensayo por microdilucién en caldo con los -MWCNT que mostraron
actividad mediante el método de difusion radial y como control linezolida y elcompuesto
7. Como se observo anteriormente, los f-MWCNT con el E; destacaron entre los demas
debido a que mostraron actividad contra un nimero mayor de cepas con valores CMI
entre 25 y <0.78 ug/mL. Por otra parte, el f-MWCNT-E;1-7-2 mostro
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una CMI entre 25 y 6.25 pg/mL, mientras que el -MWCNT-E:-7-1 no se logrd

determinar su CMI contra estas mismas cepas. Ademas, como se observo

anteriormente el compuesto 7 libre no muestra actividad y linezdlida solo muestra

actividad contra las bacterias Gram positivas.

Tabla 9. Ensayo antibacteriano por microdiluciéon en caldo de f-MWCNT-E,-7-2
frente a bacterias diversas de interés clinico.
Nanomaterial CMI (pg/mL)
ocompuesto 1 5 9 13 29212 25922 R1 R2 R3 R4 43300 25923
linezélida 05 4 >16 >16 4 >16 05 4 8 8 4 4
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
f-MWCNT-E1-7-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
f-MWCNT-E>-7-1 0 125 125 6.25 0 25 25 25 25 25 6.25 25
f-MWCNT-E1-7-2 0 0 0 625 0 125 125 0 0 0 625 25
FMWCNT-E27-2 625 6.25 6.25 <0.78 0 0 50 6.25 6.25 6.25 6.25 12.5

Nota: (1)= Streptococcus grupo A aislado clinico, (5)= S. aureus aislado clinico, (9)= E. coli aislado clinico, (13) =
S. typhi aislado clinico, (29212)=E. faecalis ATCC, (25922)= E. coli ATCC, (R1)= SARM-01, (R2)= SARM-02, (R3)
= SARM-03, (R4)= SARM-04, (43300)= SARM ATCC, (25923)= S. aureus ATCC.

En la Figuras 92 y 93 se presentan imagenes obtenidas en los experimentos de
evaluacion de la actividad antibacteriana del -MWCNT-E2-7-2 contra las cepas SARM
(R4) y S. aureus ATCC 25923, respectivamente.
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Figura 92. Actividad antibacteriana de f-MWCNT-E»-7-2 frente R4 mediante difusion
radial (12 mm de diametro) y mediante microdilucién en caldo con CMI de
6.25 pg/mL.

Figura 93. Actividad antibacteriana de f-MWCNT-E>-7-2 frente S. typhi aislado clinico
mediante difusidn radial (14 mm de diametro) y mediante microdilucion en
caldo a CMI menor de 0.78 pg/mL.
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Es importante sefialar que al comparar con el control de linezdlida, los halos de
inhibicion y CMI obtenidos con estos nanomateriales son bastante prometedores
tomando en cuenta que la cantidad de material organico incorporado en los f-MWCNT-
En-7-# es apenas de un 15% del peso total en promedio; puntualizando el f-MWCNT-
E,-7-2 posee un 17.17% en peso de material organico, lo que equivale
aproximandamente a una quinta parte de material activo en comparacién con
linezdlida, y aun asi, este material presentd actividad similar o mayor contra un nimero
mayor de bacterias, indicando un potencial antimicrobiano alto de estos nanomateriales
y destacando la importancia de la presencia de moléculas bioactivas en los
nanomateriales para presentar la propiedad antibacteriana. Ademas, los resultados
anteriores demuestran que la longitud de la cadena del espaciador es determinante.
Los nanomateriales que no tienen espaciador, no mostraron actividad y los
nanomateriales con el espaciador mas corto no presentan actividad antibacteriana
importante. Por otro lado, los nanomateriales con el espaciador mas largo tampoco
presentan actividad. Esto indica que hay una longitud de espaciador dptima que
favorece la liberacién del compuesto del nanomaterial, la internalizacion dentro de la
bacteria y la interaccion con el sitio activo o el sitio donde se intercala la molécula. Un
resultado sumamente importante es el hecho que estos nanomateriales presentaron
actividad contra bacterias Gram negativas, incluso mayor a linezdlida, lo cual indica que
la incorporacién de una cadena hidrocarbonada en la estructura del farmaco (linezélida)
facilita su internalizacion a través de la doble membrana celular caracteristica de estas
bacterias.

Asimismo, los estudios de los f-MWCNT-Ex-8-2 mostraron que los nanomateriales
conjugados con 8 también poseen actividad contra una variedad de las cepas
evaluadas. En las Figuras 94 se muestra que el -MWCNT-E;1-8-2 presentd actividad
contra cuatro cepas (Streptococcus grupo A, S. aureus aislado clinico, S. aureus ATCC
29213 y SARM). Es importante sefalar que en comparacion con el control de linezdlida,
los halos de inhibicidon obtenidos son bastante prometedores tomando en cuento a la
cantidad pequena de material organico incorporado en los
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MWCNT, indicando una potencia alta para este tipo de nanomaterial y destacando la
importancia de esta molécula en los nanomateriales para presentar la propiedad
antibacteriana. Los Anexos 7 y 8 muestran las imagenes de los ensayos de difusion
radial de los -MWCNT-E»-8-2 y -MWCNT-E3-8-2, respectivamente.

Figura 94. Ensayo de difusion radial de la actividad antibacteriana de f-MWCNT-E1-8-
2 contra a) Streptococcus grupo A, b) S. aureus aislado clinico, €) S. aureus
ATCC 29213 y d) SARM.

La Tabla 9 muestra los diametros de inhibicién obtenidos en el ensayo de difusion
radial destacando que el f-MWCNT-E;-8-2 resulta mas activo contra las cepas SARM
y Streptococcus del grupo A, mientras que los f-MWCNT-E2>-8-2 y f-MWCNT-E3-8-2 no
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mostraron actividad o solo actividad localizada contra estas mismas cepas. Por otra
parte, la actividad antibacteriana contra las cepas Staphylococcus aureus ATCC 29213
y Staphylococcus aureus clinicamente aislada fue similar con todos los f-MWCNT-En-
8-2.

Tabla 10. Halos de inhibicién inducidos de f-MWCNT-Eq-8-2 por ensayo de

difusion radial contra cepas Gram positivas diferentes.

Cepa Streptococcus

Halo de Inhibicion (mm) Cepa SARM Halo de Inhibicion (mm)
grupo A
linezolida 34.0 linezolida 32.0
f-MWCNT-E1-8-2 11.6 f-MWCNT-E1-8-2 14.7
Cepa S. aureus ATCC L Cepa S. aureus aislado L
Halo de Inhibicion (mm) ) Halo de Inhibicion (mm)
29213 clinico
linezdlida 32.0 linezolida 31.0
f-MWCNT-E;-8-2 8.7 f-MWCNT-E1-8-2 9.3
f-MWCNT-E-8-2 L f-MWCNT-E-8-2 11.8
f-MWCNT-E3-8-2 L f-MWCNT-E3-8-2 14.8

La actividad del -MWCNT-E1-8-2 frente a todas las cepas se puede atribuir a una
mayor cantidad del compuesto 8 incorporado sobre la superficie del MWCNT en
comparacion con los f-MWCNT-E2-8-2 y f-MWCNT-E3-8-2, lo cual coincide con lo
observado en el analisis termogravimétrico de estos nanomateriales aunado al efecto
de la cadena espaciadora de oligometileno (En). A su vez, los resultados contra la cepa
de Staphylococcus aureus de aislada clinico se atribuyen a un efecto de la longitud de
la cadena de espaciadora de oligometileno, mas que a un efecto de la cantidad del

compuesto 8 sobre los nanomateriales.

En la Tabla 11 se muestran los resultados del estudio de macrodiluciéon en caldo
del f-MWCNT-E2-8-2 frente a la cepa de Staphylococcus aureus de aislada clinico, el
cual tiene una actividad inhibidora significativa que alcanza un 99.8% de inhibicion del
crecimiento bacteriano a 41.6 pg/mL del nanomaterial, lo que equivale a 6.9 pg/mL de

material organico.
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Tabla 11. Porcentajes de inhibicion obtenidos con f-MWCNT-E2-8-2 frente a cepa de

S. aureus de un aislado clinico.

Concentraciéon(ug/mL) Porcentaje de inhibicion

5.2 84.3
10.4 91.1
20.8 97.9
41.6 99.8
83.3 99.9
166 99.9
333 99.9
666 99.99

El mecanismo por el cual se propone la liberacién de los compuestos con actividad
antibacteriana (7 y 8), podria ser atribuido a la toxina exfoliativa ETA, cominmente
liberada por bacterias Gram positivas como S. aureus, las cuales poseenuna triada
catalitica de Serina, Histidina y acido Aspartico capaces de romper los enlaces amida
de varias moléculas, y causante del sindrome de piel escaldada; o alguna otra toxina

y/o proteasa en algunas otras bacterias (Esquema 12).
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H72 F NH i
linezolida ):O o)

Triada catalitica

Esquema 12. Mecanismo de liberacion de los compuestos funcionalizados sobre los MWCNT.
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4.11. Modelado molecular de analogos de linezdlida incorporados a los MWCNT.

Con la intencién de explicar las diferencias en la actividad antibacteriana a nivel
molecular, y comprobar indirectamente el método de liberacion de los compuestos
activos se realizé un estudio de acoplamiento molecular automatizado o docking en el
sitio de la fosforil transferasa (SFT) de E. coli, el cual es utilizado cominmente para
estudiar las interacciones farmaco-receptor que inhiben la sintesis proteica en las
bacterias.196:107 | 3 estructura de la amino-linezdlida 7, sus derivados con espaciador
diferente (En-7) y las formas protonadas de éstos (En-7-H*) se modelaron en el SFT.
En la Tabla 12 se muestra la puntuacién (score) y las energias de conformacion y
colocacion (kcal/mol) de linezdlida y la amino-linezdlida 7, donde valores de puntuacién
menores 0 mas negativos indican una afinidad mayor o acoplamiento con el sitio de
accion.

Primero, se realizd el modelado molecular de 7 en donde se seleccionaron seis
poses con valor de acoplamiento mas negativo en el sitio accidon y que mantiene
similitud con la pose de linezdlida en el sitio de acoplamiento. En la Figura 95 se
muestra la pose 6 de 7 que presentd el grupo amino en la misma orientacion que el
grupo amida de linezdlida y un enlace de hidrogeno H---O con G2505 y un segundo
enlace o0---n con G2061. Sin embargo, espacialmente los anillos de morfolina y
oxazolidinona se encuentran desplazados al compararse con el docking de linezdlida.
Por otra parte, la mayoria de las poses con puntuacién mejor no mostraron las mismas
interacciones o posicion que la linezdlida, lo cual afecta directamente en su interaccion,
conformacion y puntuacion (Anexos 9-11).
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B)

Figure 95. A) Modelado molecular de 7 (pose 6, amarillo) y linezdlida (verde) y B)

mapa de interacciones de 7 en el SFT en la estructura cristalina del RNAr

de E. coli.

En la Tabla 12 se muestran los valores de puntuacién, energia de conformacion

y colocacion del linezdlida y las poses mejores de 7, donde se observa que linezdlida

es la estructura con valores mas negativos con respecto a las conformacionesdiferentes

de 7. La estructura de linezdlida es conformacionalmente mas estable y conuna energia

de colocacién mas baja, lo que le confiere mayores posibilidades de permanecer

acoplada en el sitio al compararse con las poses de 7. Lo anterior, explicapor qué el

compuesto 7 a pesar de poseer una estructura similar a la linezélida no muestra

actividad en los ensayos antibacterianos.

135



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 12. Valores de puntuacion, energias de conformacién y colocacién de las poses
de 7 y de linezdlida.

Puntuacion Energia conformacion Energia de colocacion
Compuesto (pose)

(kcal/mol)
7(1) -6.94 65.61 -54.28
7(2) -6.67 66.10 -50.64
7(3) -6.28 63.37 -61.88
7(4) -6.00 63.86 -43.98
7(5) -5.89 63.95 -53.66
7(6) -5.86 62.84 -44.71
linezdlida -7.21 -3.11 -70.35

Por otra parte, la mayoria de las estructuras modeladas de Es-7 y En-7-H* (a pH
fisioldgico las aminas libres pueden estar parcialmente protonadas) presentaron una
puntuacion menor a linezdlida, lo que indica que podrian presentar actividad bacteriana
si solo se toma en cuenta este parametro. Sin embargo, existen diferencias
significativas en la energia de conformacion y energia de colocacidn, las estructuras
E1-7 y E2-7 presentan valores mas positivos que la linezdlida (Tabla 13). Las estructuras
analogas protonadas E1-7-H* y E»-7-H* presentan en cambio una energiamas negativa,
incluso la energia de colocacion de E»-7-H* es mas negativa o favorableque la de
linezdlida. Como se puede observar, la estructura Ez-7-H* tiene una puntuacién y
energia de colocacion mas favorables que linezdlida, lo que justifica la actividad
antimcrobiana observada en los ensayos de difusion radial y microdiluciénen caldo.
Es interesante que las estructuras Es-7 y Es-7-H* también muestranpuntuacion y
energias de colocacion termodinamicamente favorables, pero no muestran actividad en
los ensayos bioldgicos. Esto puede atribuirse a factores diversoscomo interacciones
intermoleculares diferentes involucradas en los complejos
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supramoleculares o efecto estérico de la longitud de la cadena espaciadora con
numero de metilenos mayor.

Tabla 13. Puntuacion y energias de posicionamiento de los Ex-7 y En-7-H*.

Compuesto Puntuacion Energia de Energia de colocacion
(kcal/mol) Co(ri‘(fé’;r}‘rﬁg:)"’”' (kcal/mol)

Linezdlida -7.21 -3.11 -70.35
E.-7 -7.52 8.24 -36.95
E.-7-H* -7.71 11.60 -65.68
Ex>-7 -6.90 17.78 -64.94
E>-7-H* -8.55 21.58 -83.14
Es-7 -7.92 24.84 -73.47
Es-7-H* -7.03 19.83 -90.48

Las estructuras Ei1-7-H* y E2-7-H* (amarillo) presentaron la interaccion tipica de
enlace de hidrégeno con (Figura 96 y 97) y una ubicacién similar a la linezdlida (verde)
en el SFT, de hecho se observa un traslape casi pefecto con la estructura de linezolida,
lo cual estd directamente relacionado con sus valores de puntuacion favorables,
mientras que la estructura Es-7-H* no presenta interaccion de enlace de hidrégeno
(Figura 98) y la estructura estd muy desplazada respecto a la de linezdlida. Esto mismo
se observa con las estructuras En-7 modeladas (ver Anexo 12-14). Como se describid
anteriormente, estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos en los
estudios de actividad antibacteriana contra una variedad de cepas bacterianas, a mayor
numero de interacciones intermoleculars y similitud con la pose de linezdlida, se
observa una actividad mayor, mientras que compuestos con pocas o nulas
interacciones o con poses desplazadas respecto a linezdlida, no presentaran actividad
antibacterial. En conclusion, no necesariamente puntuaciones menores a la de
linezdlida como Es-7, indican un acoplamiento favorable o bueno, ya que la colocacion

de la molécula en el SFT influye directamente en la actividad antibacteriana.
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Figura 96. A) Modelado molecular E;-7-H* (amarillo) y linezédlida (verde) y B) mapa de
interacciones de Ei-7-H* en el SFT en la estructura cristalina del RNArde

E. coli.

Figura 97. A) Modelado molecular de E2-7-H* (amarillo) y linezdlida (verde) y B) mapa
de interacciones de E>-7-H* en el SFT en la estructura cristalina del RNAr
de E. coli.
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A)

Figure 98. A) Modelado molecular de Es-7-H* (amarillo) y linezélida (verde) y B) mapa
de interacciones de E3-7-H* en el SFT en la estructura cristalina del RNAr
de E. coli.

Un calculo que se realiza para predecir si un farmaco o compuesto libre puede
suministrarse via oral es aplicando los criterios de la regla de Lipinski, la cual establece
ciertos parametros que se deben cumplir para poder emplear un compuesto mediante
esta via. Esta regla posee 4 condiciones:

1. No tener mas de 10 atomos aceptores de enlace de hidrogeno.

2. No tener mas de 5 atomos donadores de enlace de hidrégeno.

3. Poseer un coeficiente de particion octanol-agua (LogP(o/a)) inferior a 5.
4. Poseer un peso molecular inferior a 500.

En caso de que dos 0 mas de estos parametros estén fuera de su intervalo,
el compuesto probablemente presentard solubilidad baja, adsorcion pobre vy
permeabilidad, lo cual estara directamente relacionado con la capacidad de difusién
pasiva a través de membranas como la membrana gastrointestinal y la barrera
hematoencefdlica, entre otros factores importantes. Como se observa en la Tabla 14
los compuestos antes mencionados cumplen con la regla de Lipinski y la superficie
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polar (TPSA) se encuentra dentro de los parametros para poder difundirse por
membrana celular, incluso algunos al encontrarse por debajo de 90 angstroms son
potenciales para atravesar la barrera hematoencefalica.

Tabla 14. Comprobacion de la regla de Lipinski para los compuestos En-7 y En-7-H*.

Aceptor- Donador- Peso

Compuestos 4 H LogP(ora) Molecular. TPSA
Ei-7 8 3 -0.58 366.39 97.13
E1-7-H* 8 3 -0.58 366.39 97.13
Ex-7 8 3 0.30 394.45 97.13
E>-7-H* 8 3 0.30 394.45 97.13
Es-7 8 3 1.18 422.50 97.13
Es-7-H* 8 3 1.18 422.50 97.13
ggt'ﬁ]:gz <10 <5 <5 <500 <140
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V. EXPERIMENTAL

5.1. Generalidades

En esta seccidn se describen los materiales, reactivos y metodologia experimental
que se realizo para cumplir con los objetivos planteados. El desarrollo experimental de
este proyecto se realizd en Centro de Graduados e Investigacidn en Quimica del
Instituto Tecnoldgico de Tijuana.

5.1.1. Materiales y reactivos

Cada uno de los reactivos que se emplearon en esta propuesta se obtuvo de
Sigma-Aldrich. Los solventes que se utilizaron en las reacciones diferentes y estudios
son de pureza HPLC y anhidros de ser requeridos.

5.1.2. Equipos

1. Destilador a presion reducida, Buchi Rotavapor R110
2. Espectrofotémetro de Infrarrojo, Perkin Elmer FT-IR Spectrum 400

w

Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear: Bruker Avance III HD 400
MHz

4. Espectrometro de Masas Agilent 5975C

5. Espectrémetro de Masas JEOL MStation JM-700

6. Espetrofotometro de fluorescencia Varian, modelo Eclipse Cary

7. Espectrofotdmetro de UV/visible de doble haz Shimadzu, modelo UV2700

5.2. Metodologia

En el Esquema 13 se aprecian las etapas diferentes en las que se divide este
proyecto, siendo la primera la obtencién del precursor de linezdlida. La segunda
seccion se divide en la obtenciéon y caracterizacion de ambos nanomateriales
nanotubos de carbono de pared muiltiple (MWCNTS) y puntos cuanticos de carbono
(CD) asi como su respectivas funcializaciones. La tercera seccidén se centra en la
incorporacion del precursor de linezdlida a los nanomateriales funcionalizados.
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Finalmente, la Ultima seccidn de este proyecto se centra en la realizacion de las pruebas
bioldgicas como estudios de actividad bioldgica contra bacterias de importancia clinica,
como SAMR y E. coli MDR por los métodos de microdilucién y macrodilucion en caldo y

difusion radial.

Sintesisy
caracterizacion de
nanomateriales
conjugados

i

Sintesis y
caracterizacion de !
Sintesis y NTC de pared Sintesis y
caracterizacion de muIFlpIe caracterizacion de
precursor de e CQDs
linezélida Oxidacion y
caracterizacion de
NTC
%&
Funcionalizacion y
caracterizacion de
nanomateriales
v
Incorporacion de linezdlida a
los nanomateriales y su Estudios in vitro
caracterizacion

Esquema 13. Metodologia de desarrollo de nanoacarreadores con base a MWCNT-
Lin y CD-Lin.

5.2.1 Sintesis y caracterizacién de precursor de linezolida
En esta seccién se describe a detalle cada una de las etapas diferentes de
sintesis para obtener el precursor de linezdlida con grupo amino terminal.

5.2.1.1. Sintesis de 4-(2-flaor-4-nitrofenil)morfolina (1)

o NH +F NO, — ACOELTEA 5 \_ NO, (1)
\__/ ta.72h \__/
F o1

F
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En un matraz de fondo redondo de 250 mL se colocé morfolina (2 g, 22.95 mmol)
disuelta en 100 mL de acetato de etilo seco provisto de agitacion magnética. Se
adicion6 gota a gota TEA (11.61 g, 16 mL, 114.75 mmol) durante 15 min.
Posteriormente se agregd gota a gota 3,4-difluoronitrobenceno (3.65 g, 22.95 mmol,
2.54 mL) durante 30 min y se mantuvo la reaccién a temperatura ambiente por 72 h.
Al término de la reaccidn se evaporo el solvente por medio de evaporacion rotativa y
el solido obtenido se purificd por cromatografia en columna de silice utilizando como
fase movil éter de petrdleo/acetato de etilo (3:1) (3 x 100 mL) obteniendo el compuesto
1.

4-(2-flGor-4-nitrofenil)morfolina (1). Rendimiento de 90%, sélido amarillo (4.67
g, 20.66 mmol). FTIR: 3052, 2964, 2852,1602, 1514, 1492, 1445, 1325, 1242, 1122
cm . RMN-!H (CDCl3, 400 MHz): 6 7.99 (ddd, J = 9.0, 2.6, 1 Hz, 1H), 7.90 (dd, J =
13.1, 2.6 Hz, 1H), 6.91 (dd, J = 9, 8.8 Hz, 1H), 3.87 (m, 4H), 3.28 (m, 4H). RMN-13C
(CDCls, 100 MHz): 6 153.3 (d, Jc-r = 249.4 Hz), 145.6 (d, Jcr = 7.6 Hz), 141.0 (d, Jcr
=9.5Hz), 121.1 (d, Jcr= 3.1 Hz), 117.0 (d, Jcr = 3.9 Hz), 112.7 (d, Jc-Fr = 26.3 Hz),
66.7, 50.1(d, Jc.r= 5.0 Hz). EMIE m/e 226(90), 168(100), 138(20), 122(10), 95(10),
75(5).

5.2.1.2. Sintesis de 3-fluoro-morfonilinanilina (2)
0! r\|4§j>—r\|o2 MeOH, Pd/C 10% o] N@—NHZ (2)
AN > N/
F t.a. 4h .
1

2

En un matraz de fondo redondo de 250 mL provisto de agitacidon magnética y
atmosfera inerte de argdén se agregé el compuesto 1 (2 g, 8.85 mmol) y Pd/C al 10%
(0.018 g, 1.77 mmol) y se disolvieron en 100 mL de metanol seco. Después se colocd
una atmosfera de hidrogeno y se dejo reaccionar por 4 h a temperatura ambiente. El
producto obtenido se filtrd realizando lavados con metanol (3 x 50 mL), y se elimind el
solvente a presion reducida. Finalmente, el producto obtenido se purificd por
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cromatografia en columna de silice utilizando como fase movil éter de petroleo/acetato
de etilo (3:2) (3 x 100 mL) obteniendo el compuesto 2.

3-fluoro-morfonilinanilina (2). Solido morado. Rendimiento de 68%, (1.18 g,
6.02 mmol). FTIR: 3417, 3052, 2939, 1638, 1514, 1492, 1449, 1335, 1220, 1110 cm'L,
RMN-!H (CDCl3, 400 MHz): 6 6.79 (dd, J = 9.1, 8.6 Hz, 1H), 6.41 (m, 2H), 3.84 (m,4H),
3.55 (sa, 2NH), 2.96 (m, 4H). RMN-13C (CDClz, 100 MHz): d 156.9 (d, Jc.r = 245.4 Hz),
143.0 (d, Jcr=10.3 Hz), 131.9(d, Jcr = 9.6 Hz), 120.3 (d, Jc.r = 4.4 Hz), 110.6 (d, Jc-
r= 3.0 Hz), 103.9 (d, Jcr = 23.8 Hz), 67.1, 51.8 (d, Jc.r = 2.5 Hz). EMIE m/e 196 (90),
149 (15), 138 (100).

5.2.1.3. Sintesis de (3-fluoro-4-morfolinfenil)-etilcarbamato (3’)

CICOEt, TEA

0
N\ _ I /N
HaN N O > EtO ']\N N O 3)
p—r THF, 25°C 24 h H N
3 F

2 F

En un matraz de fondo redondo de 100 mL se colocé el compuesto 2 (0.200 g,
1.02 mmol) y se disolvido en 30 mL de THF seco provisto de agitacién magnética y
atmosfera de argon. Después se agregd gota a gota TEA (0.511 g, 0.71 mL, 5.10 mmol)
durante 15 min. Posteriormente se agregd gota a gota cloroformato de etilo (0.122 g,
0.107 mL, 1.12 mmol) durante 15 min y se dejo la reaccion a temperatura ambiente
durante 4 h. Finalmente, al producto obtenido se filtrd realizando lavados conagua
desionizada (3 x 50 mL) y se dejé secar en un horno a 70 °C durante 4 h.

(3-fluoro-4-morfolinfenil)-etilcarbamato (3’). Rendimiento de 85%, sdlido
cristalino café, (0.232 g, 0.866 mmol). FTIR: 3324, 2995, 1692, 1115 cm™l. RMN-H
(CDCls, 400 MHz): 8 7.27 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 1H), 6.87 (dd,
J=9.0, 8.8 Hz, 1H), 6.51 (s, 1NH), 4.22(c, J = 7.1 Hz, 2H), 3.86 (m, 4H), 3.03 (m, 4H),
1.30 (t, J = 7.1 Hz). RMN-13C (CDCls, 100 MHz): & 155.7 (d, Jcr = 245.7 Hz), 153.7,
135.7 (d, Jcr = 9.1 Hz), 133.5 (d, Jcr = 10.9 Hz), 119.2 (d, Jc.r = 4.1 Hz), 114.6 (d,
Je-r = 9.3 Hz), 108.0 (d, Jcr = 33.0 Hz), 67.2, 61.5, 51.3 (d, Jcr = 3.0 Hz), 14.7. EMIE
m/e: 268 (100) 240(10), 222(15), 210(60), 195(15), 182(20), 164(20), 137(30).
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5.2.1.4. Sintesis de 3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-5-(hidroximetil)oxazolidin-
2-ona (4)

0 (0]
I /7 \_1.THF, n-BuLi-78°C_ )LO 4)
EtO N N 0 > 0 N N
H \__/ 2. Butirato de glicidilo \_/ V&OH
F 4

3 F

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se coloco el compuesto 3 (0.200 g,
0.75 mmol) y se disolvid en 25 mL de THF seco provisto de agitacion magnética y
atmosfera de argdn a -78 °C. Después se agregd gota a gota n-BuLi (0.33 mL, 0.82
mmol) durante 15 min. Posteriormente se agregd gota a gota el butirato de glicidilo
(0.118 g, 0.115 mL, 0.82 mmol) durante 15 min a -78 °C y se dejo la reaccion a
temperatura ambiente durante 12 h. Después, al producto se agregdé una solucion
saturada de cloruro de amonio para amortiguar la reaccion y posteriormente se
realizaron extracciones con acetato de etilo (3 x 50 mL). Finalmente, el producto
obtenido se purificd por cromatografia en columna de silice utilizando como fase mavil

éter de petroleo/acetato de etilo (2:3) (3 x 200 mL) obteniendo el compuesto 4.

(R)-[N-3-(3-fluoro-4-morfolinilfenil)-2-oxo-5-oxazolidinillmetanol (4).
Rendimiento de 50%, sdlido blanco. (0.110 g, 0.373 mmol). FTIR: 3404, 3246, 2933,
2840, 1732, 1514, 1451, 1418, 1227 cm™t. RMN-'H (400 MHz, CDCl3): d 7.43 (dd, J =
14.4, 2.6 Hz, 1H), 7.11 (ddd, J = 9.0, 2.6, 1.2 Hz, 1H), 6.91 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 4.72 (m,
1H), 3.96 (m, 3H), 3.86 (m, 4H), 3.74 (m, 1H), 3.03 (m, 4H), 2.96 (m, 1H). RMN-13C
(CDCl3, 100 MHz): 6 155.5 (d, J = 246.1 Hz), 154.8, 136.4 (d, J = 9.1 Hz), 133.2 (d, J
= 10.4 Hz), 118.9 (d, J = 4.3 Hz), 114.0 (d, J = 3.3 Hz), 107.5(d, J = 26.4 Hz), 72.9,
67.0,62.7,51.0 (d, J = 3.0 Hz), 46.4 . EMIE m/e: 296 (100) 238 (50), 164 (13), 149
(40).
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5.2.1.5. Sintesis de (R)-3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-
5((metiltio)metil)oxazolidin-2-ona (5)
o) o)
/\ o DCM, TEA, MsCl o o o0 (5)
0 N—< >—N 0o 0 N N 0
Ny VK‘OH 40 min, 0 °C \ O \\S/:
F 4 F 5 \)\ CH3

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se coloco el compuesto 4 (0.100 g,
0.338 mmol) y se disolviéo en 25 mL de DCM seco provisto de agitacion magnética y
atmosfera de argdn. Después se agregd gota a gota TEA (0.067 g, 0.093 mL, 0.67
mmol) durante 15 min. Posteriormente se agregd gota a gota cloruro de
metanosulfonilo (0.054 g, 0.037 mL, 0.47 mmol) durante 15 min y se dejé la reaccién
a 0 °C durante 40 min. Finalmente, al producto obtenido se filtrd realizando lavados
con agua desionizada (3 x 50 mL) y se dejé secar en un horno a 70 °C durante 4 h.

(R)-3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-5((metiltio)metil)oxazolidin-2-ona (5).
Rendimiento de 98%, sdlido blanco. (0.124 g, 0.330 mmol). RMN-1H (400 MHz, DMSO-
ds) 0 7.50 (dd, J = 15.0, 2.4 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 9.1, 2.4 Hz, 1H), 7.07 (t, J = 9.1 Hz,
1H), 4.99 (m, 1H), 4.48 (m, 2H), 4.16 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 3.80 (dd, J = 9.3, 6.2 Hz, 1H),
3.78 (m, 4H), 3.24 (s, 3H), 2.97 (m, 4H).

5.2.1.6. Sintesis de (R)-3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-5(azidometil)-
oxazolidin-2-ona (6)

Q 0
o/ \N N%o o o DMF,NaNg O/_\N N>¥o (6)
A\,
\__/ AU :CH3 16 h, 75 °C \__/ NN
F 5 F 6

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se coloco el compuesto 5 (0.100 g,
0.267 mmol) con azida de sodio (0.070 g, 1.069 mmol) y se disolvié en 25 mL de DMF
provisto de agitacion magnética y atmosfera de argdn. Después se calentd la reaccién

a 75 °C durante 16 h. Finalmente, al producto obtenido se le realizé una extraccién con
50 mL de una solucion acuosa saturada de cloruro de sodio y DCM (3 x 50 mL). La
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fase organica se secd con sulfato de magnesio y posteriormente se evapord en un
horno de vacio para eliminar todo el solvente posible.

(R)-3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-5(azidometil)-oxazolidin-2-ona (6)
Rendimiento de 25%, sdlido rojo brillante. (0.021 g, 0.067 mmol). RMN-H (400 MHz,
CDClI3) 6 7.44 (dd, J = 14.4, 2.6 Hz, 1H), 7.13 (ddd, J = 9.0, 2.6, 1.2 Hz, 1H), 6.93 (t, J
= 9.0 Hz, 1H), 4.87 (m, 1H), 4.12 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 3.90 (dd, J = 9.0, 5.5 Hz, 1H), 3.62
(m, 4H), 3.77 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 3.01 (m, 4H). RMN-13C (100 MHz, CDCl3) d 155.5 (d,
J = 246.5 Hz), 153.8, 136.6 (d, J = 9.0 Hz), 132.9 (d, J = 10.5 Hz), 1189 (d, J = 4.2
Hz), 114.0 (d, J = 3.4 Hz), 107.6 (d, J = 26.3 Hz), 70.9, 66.9, 51.0 (d, J = 3.0 Hz), 48.2,
44.6. EMIE m/e: 321 (100) 235 (5), 209(10), 191(35), 151 (11), 150(30), 149 (25).

5.2.1.7. Sintesis de  (R)-3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-5(amiinometil)-

oxazolidin-2-ona (7)

o o}
O/ \N N>¥O MeOH, Pd/C 10%, H, O/ \N_ N>\\O (7)
\__/ \)\/N3 30 h, t.a. N/ \)\/NHQ
F 6 F 7

En un matraz de fondo redondo de 50 mL provisto de agitacion magnética y
atmosfera inerte de argdn se agregd el compuesto 6 (0.020 g, 0.061 mmol) y Pd/C al
10% (0.060 g, 0.563 mmol) y se disolvieron en 15 mL de metanol seco. Después se
coloco una atmosfera de hidrogeno y se dejd reaccionar a temperatura ambiente por
24 h. Se evacuo la reaccidn y se agregdé mas atmdsfera de hidrogeno y se dejo por 12
h mas a temperatura ambiente. El producto obtenido se filtro realizando lavados con
metanol (3 x 20 mL), y se elimino el solvente a presion reducida.

(R)-3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-5(amiinometil)-oxazolidin-2-ona (7)
Rendimiento de 28%, sdlido blanco. (0.005 g, 0.017 mmol). RMN-'H (400 MHz, CDCl3)
07.36 (dd, J = 14.4, 2.6 Hz, 1H), 7.00 (ddd, J = 9.0, 2.6, 1.1 Hz, 1H), 6.84 (t, J = 9.0
Hz, 1H), 4.86 (m, 1H), 4.07 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 3.81 (dd, J = 9.0, 5.8 Hz, 1H), 3.73 (m,
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6H), 3.01 (m, 4H). RMN-13C (100 MHz, DMSO-ds) & 154.6 (d, J = 243.9 Hz), 154.0 ,
135.5 (d, J = 8.9 Hz), 133.4 (d, J = 10.5 Hz), 119.2 (d, J = 4.3 Hz), 114.2 (d, J = 3.1
Hz), 106.7 (d, J = 26.1 Hz), 72.0 , 66.1, 50.7 (d, J = 3.0 Hz), 47.2 , 43.0. EMIE m/e:
321 (100) 235 (5), 209(22), 164 (13), 151 (21), 150(9), 149 (6).

5.3. Sintesis de nanomateriales
5.3.1. Sintesis de nanotubos de carbono de pared multiple

La sintesis de MWCNT se realizd por medio del método nebulizacion pirolitica,
con base a lo reportado por Moreno Valle-Ramirez.>’ Se prepararon dos soluciones
0.2 y 0.1 M de ferroceno en 6 mL de tolueno. Individualmente se pasaron cada una de
las soluciones a una jeringa de 10 mL y colocd en una bomba de flujo conectado al
sistema de nebulizacidon con un flujo en la entrada de argén moderado. La solucion se
hizo pasar por el nebulizador adaptado en un tubo de cuarzo de longitud de 41 cm
colocado en un horno tubular a una temperatura de 850 °C durante 30 minutos.
Finalmente, al producto se purificd realizando lavados con tolueno, agua y acetona y
se secd en un horno a 100 °C durante 8 h obteniendo los nanotubos de carbono
MWCNT-2 y MWCNT-1.

5.3.2. Oxidacién de nanotubos de carbono de pared multiple

Para la oxidacion de los nanotubos de carbono en un matraz de fondo redondo
se colocaron 50 mg de MWCNT en 20 mL de acido nitrico concentrado. Para una mejor
dispersion se colocé el matraz con la solucion en ultrasonido por 20 min, y
posteriormente se calentd la reaccion a 90 °C durante 8 h en agitacion constante.
Habiendo terminado el tiempo de reaccion el producto se filtrd al vacio empleando una
malla de microfiltracién resistente a medio acido con agua desionizada (5 x 100 mL) y
acetona (2 x 100 mL). Finalmente, se secaran en un horno a 80 °C y se obtuvieron las
muestras Ox-MWCNT-2 y Ox-MWCNT-1
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5.3.3. Funcionalizacién de Nanotubos de carbono de pared mdltiple con espaciadores
de longitud variable

Para funcionalizar los MWCNT oxidados con espaciadores de longitud variable -
alanina, acido 5-aminopentanoico y acido 7-aminoheptanoico se utilizé la metodologia
reportada por Moreno Valle-Ramirez.>’ Primero, 30 mg de MWCNT-1 y MWCNT-2 en
THF seco y atmosfera inerte se hicieron reaccionar con bromuro de tionilo durante 48
h a temperatura ambiente provisto de agitacidon magnética; despuésse incorporaron los
espaciadores diferentes y se hicieron reaccionar en THF seco y atmdsfera inerte durante
12 horas a temperatura ambiente, obteniendo finalmente losnanotubos funcionalizados
f-MWCNT-Ep-1 y f-MWCNT-E,-2.

5.3.4. Funcionalizacidon de nanotubos de carbono de pared multiple con el compuesto

FFMWCNT-E4-1

VAR
( CzH42' =@m OuN

Los MWCNT funcionalizados con B-alanina se hicieron reaccionar con el hidroxilo
de linezdlida 4 utilizando la metodologia reportada por Moreno Valle-Ramirez.>’
Primero, 20 mg de f-MWCNT-E1-1 en DMF y atmosfera inerte se hicieron reaccionar
con DIC durante 15 min a temperatura ambiente provisto de agitacion magnética;
después se incorporaron HoBt y posteriormente se hicieron reaccionar con 4 durante
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4 h a temperatura ambiente, obteniendo finalmente los nanotubos funcionalizados
mediante la formacién de un éster entre el hidroxilo y los acidos carboxilicos .

5.3.5 Funcionalizaciéon de nanotubos de carbono de pared multiple con el compuesto

DIC, HOBY, F

lammt
DMF, 24h O N_Q_
j—
F

FMWCNT-E ;-1
0

-MWCNT-E,-7-1

F
F 0 o
-MWCNT-E,-2 (CaHe} =M&& o/_\N@fN»\O F-MWCNT-E,-7-2
n p— \A\/
7

NH,

Los MWCNT funcionalizados con los espaciadores de longitud variable sehicieron
reaccionar con el amino de linezdlida 7 utilizando la metodologia reportada por Moreno
Valle-Ramirez.>” Primero, 20 mg de f-MWCNT-Eq-1 o f-MWCNT-Eq-2 en DMF vy
atmosfera inerte se hicieron reaccionar con DIC durante 15 min a temperaturaambiente
provisto de agitacion magnética; después se incorporaron HoBt y posteriormente se
hicieron reaccionar con 7 durante 24 h a temperatura ambiente, obteniendo finalmente
los nanotubos funcionalizados mediante la formacion de un amida entre el amino y los
acidos carboxilicos.

5.3.6 Funcionalizaciéon de nanotubos de carbono de pared multiple con el compuesto

_9'4 DIC, HOBE
DMF4h

-MWCNT-E,-2 -MWCNT-£,-8-2
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Los MWCNT-2 funcionalizados con los espaciadores de longitud variable se
hicieron reaccionar con el compuesto 8 utilizando la metodologia reportada por Moreno
Valle-Ramirez.”” Primero, 20 mg de f-MWCNT-Enx-2 en DMF y atmdsfera inerte se
hicieron reaccionar con DIC durante 15 min a temperatura ambiente provisto de
agitacion magnética; después se incorporaron HoBt y posteriormente se hicieron
reaccionar con 8 durante 24 h a temperatura ambiente, obteniendo finalmente los
nanotubos funcionalizados mediante la formacidon de un amida entre el amino y los
acidos carboxilicos.

5.3.7 Sintesis de los puntos cuanticos de carbono (CD)

Se realizo la sintesis de dos tipos de CDs para estudiar el efecto de las
caracteristicas hidrofilicas o hidrofdbicas en las propiedades de fotoluminiscentes y
citocompatiblidad de los futuros nanocompositos.

La sintesis de CD hidrofilicos se realizd6 empleando las metodologia reportado
por Wang y colaboradores,# variando el calentamiento clasico por un calentamiento
mediado por microondas.

Se prepararon dos soluciones de acido ascérbico disolviendo 0.18 g de en 19
mL de agua y posteriormente se agregd 1.0 mL de una solucién de acetato de cobre
(II) 0.1 M y se aforé a 20 mL. Lo anterior, se realizd por triplicado y las mezclas se
colocaron en tres reactores. Después, los reactores se colocaron en un horno de
microondas en donde se emplearon una rampa de calentamiento de 5 min hasta 90
°C y manteniendo esta temperatura por 15 min. Finalmente, se dejoé enfriar los
reactores durante 30 min y las soluciones obtenidas se centrifugaron a 5000 rpm por
30 min y se filtraron realizando lavados con agua (2 x 100 mL) para eliminar el residuo
metalico de Cu. Los CD presentaron una banda de absorcion ancha a 200 nm, una Aex
max = 357 nm y una Aem max = 444 nm.

La sintesis de los CD hidrofdbicos se realizd colocando 15 mL de ODEy 1.5 g
de HDA en un matraz de tres bocas de 100 mL provisto de argén durante 10 minutos.
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Se calentd la reaccion a 300 °C y se agregaron rapidamente 1 g de acido citrico a la
solucion con agitacion vigorosa y luego manteniendo la reaccion a 300 °C durante 3 h.
La solucion resultante se enfrid a temperatura ambiente. Finalmente, el producto se
purificd realizando tres lavados con acetona. Los h-CD presentaron una banda de

absorcion ancha 230 nm, una Aexmax = 394 nm y una Aem max = 478 nm.

También se sintetizaron tres lotes de CDs-NHz utilizando el método reportado
por Yang y colaboradores.”? Se agregaron 1.26 g de acido citrico (6.56 mmol) y 1.61
mL de etliendiamina (1.45 g, 24.07 mmol) en 30 mL de agua. Luego, la solucion se
transfirid a un reactor autoclave revestido con Tefléon de 100 mL. El primer lote se
obtuvo con un tiempo de reaccion de 5 h y temperatura 200 °C, el segundo de 5 hy
180 ©C, el tercer de 24 h y 180 ©°C. El reactor se enfrié hasta bajar a temperatura
ambiente y parte de las soluciones obtenidas se dializaron durante 30 min.
Posteriormente, las soluciones sin dializar y dializadas se liofilizaron durante un periodo
de 12 h, obteniendo finalmente los CDs-NH2 puros. Las soluciones sin dializar mostraron
un rendimiento en peso de los CDs-NH2 77%, 79% y 80% en los lotes 1, 2y 3,
respectivamente. Por otra parte, los rendimientos en peso de las soluciones dializadas
fueron de 1%, 57% y 47% para los lotes 1, 2 y 3, respectivamente. El rendimiento tan
bajo del lote uno se debe a que el tiempo de dialisis fue de 24 h.

5.3.7 Funcionalizacién de CD con espaciadores de longitud variable

En la funcionalizacion de CD con los espaciadores B-alanina, acido 5-
aminopentanoico y acido 7-aminoheptanoico se utilizd la metodologia reportada por
Moreno-Valle.>” Primero, 20 mg de CDs-NH2-3 liofilizados se dispersaron mediante
ultrasonido en THF seco y atmdsfera inerte, después se hicieron reaccionar con
bromuro de tionilo (40 mg) durante una hora en ultrasonido, la mezcla de reaccién se
mantuvo en agitacion constante por 48 h a temperatura ambiente; después se afadio
el aminoacido alquilico correspondiente (18 mg) y se mantuvo en agitacion y atmosfera
inerte durante 12 h a temperatura ambiente, obteniendo finalmente los puntos
cuanticos de carbono funcionalizados (CDs-NH2-En-#).
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5.4 Estudios de actividad antibacteriana

El efecto antibacteriano de los nanomateriales sintetizados se evalué mediante
el ensayo de difusion radial y macrodilucion en caldo contra las cepas listadas en la
Tabla 15 y utilizando como control linezolida.

Tabla 15. Cepas utilizadas en ensayos bioldgicos.

Cepas Gram positivas Cepas Gram negativas

Streptococcus grupo A (aislado clinico) Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus ATCC 29213

Staphylococcus aureus (aislado clinico)

Escherichia coli (aislado clinico)
Salmonella typhi (aislado clinico)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

SARM ATCC 43300
SARM-01 (aislado clinico)
SARM-02 (aislado clinico)
SARM-03 (aislado clinico)
SARM-04 (aislado clinico)

Enterococcus faecalis ATCC 29212

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

5.4.1 Ensayo de difusién radial

Primero, se realizo el cultivo de las cepas a evaluar en medio tripteina soya agar
(TSA) vy luego se incubd durante 18-20 h a 37 °C. Después, se prepararon
suspensiones de indculo en 4 mL de caldo Mueller Hinton ajustando su turbidez a 0.5
del estandar de McFarland (1 x 108 UFC/mL; %A = 0.08 £ 0.1 a una longitud de onda
de 625 nm). Un hisopo estéril se humedecid con la solucidn; el exceso se retird y se
coloco en la caja con medio del agar sobre toda la superficie. Una vez secado el indculo
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(3-5 min), se colocaron en la superficie del agar 15 pL de una dispersion equivalente
a 20 pg de nanomaterial y control en la misma placa. Después de 15 min la placa de
Petri se invirtid y se incubd (37 °C/16-18 h). Finalmente, se midieron visualmente los
halos de inhibicion.

5.4.2 Ensayo de microdilucién en caldo de Mueller Hinton

Primero se hizo el sembrado de las bacterias en medio de agar soya tripteina
(TSA) y luego se incubd durante 18-20 h a 37 °C. A partir de estos cultivos, se
prepararon suspensiones de los indculos en 2 mL de solucién salina (0.85 % p/v)
ajustando su turbidez a 0.5 del estandar de McFarland (1x108 UFC/mL; %T=62.7+0.5).
Finalmente, se prepard el indculo tomando 0.1 mL de las suspensiones y se afiadieron
a 9.9 mL de medio Mueller Hinton (1x10% UFC/mL).

Para el ensayo se utilizaron placas tipo ELISA fondo en U de 96 pocillos con tapa,
y se llenaron de la siguiente manera. Se anadieron 50 pL de la suspension del
nanomaterial a una concentracion doble a la concentracion a evaluar en todas las
columnas de las filas A a G, mientras que en todos los pozos de la fila H se anadieron
50 L del solvente utilizado en las dispersiones de NTC. Posteriormente se afiadieron
50 pL del inéculo de la bacteria problema en todas las filas en las columnas 2 a 12,
mientras que en la columna 1 se afadieron 50 pL de caldo Mueller Hinton. La columna
1 se utilizd como blanco, ya que no contenia indculo, y la fila H se usé como control de
crecimiento debido a que no contenia el nanomaterial a evaluar. Al terminar de llenar
las placas se procedi6 a taparlas y sellarlas con parafilm, y se incubaron a 37 °C durante
18-20 h. Por Ultimo, se llevod a cabo la lectura de las placas. La presencia de turbidez
y/o un botdn de crecimiento bacteriano en el fondo de los pocillos indicd crecimiento
de bacterias, mientras que la ausencia de éstos, indicaba actividadantibacteriana del
nanomaterial evaluado.

5.4.3 Ensayo de macrodilucién en caldo de Mueller Hinton

Primero, se realizé el cultivo de las cepas a evaluar en medio TSA y luego se
incubd durante 18-20 h a 37 °C. A partir de estos cultivos, se prepard una suspension
en 2.0 mL de solucién salina (0.85% p/v) ajustando su turbidez a 0.5 del estandar de
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McFarland (1x108 UFC/mL;%A=0.08 +0.1 a una longitud de onda de 625 nm).
Finalmente, se prepard el indculo tomando 0.1 mL de la suspension anterior y diluido
con 9.9 mL del medio Mueller Hinton (1x10% UFC/mL).

En el ensayo se utilizaron celdas de espectrofotometro con tapa. En la celda
blanco (A1), se mezcld una alicuota de dispersion de nanomateriales (600 L) al doble
de la concentracién a evaluar con 600 pL del caldo Mueller Hinton. La celda de control
de crecimiento (A2) se prepard mezclando 600 L del indculo bacteriano y 600 WL del
caldo Mueller Hinton. La celda de evaluacion (As) se prepard mezclando 600 pL de la
dispersion de nanomateriales (al doble de la concentracidon a evaluar) y 600 pL del
indculo bacteriano. La absorbancia a 625 nm se midid en el espectrofotdmetro para
cada celda antes de la incubacion. Después, todas las celdas se incubaron en un bafio
de agitacién a 37 °C y 100 rpm durante 18-20 h. Después del tiempo de incubacion,
se volvié a medir la absorbancia de las celdas en el espectrofotdmetro. El porcentaje
de crecimiento o inhibicidn de las bacterias se calculé considerando la absorbancia de
las celdas antes y después de la incubacién utilizando la ecuacién 11.

As—As) —A
% Inhibicion = (1 — 3~ 43

1
yPo—s )X 100 (11)

Donde:

AiAbsorbancia de la celda blanco

Az, Absorbancia inicial de la celda de control de crecimiento
Az Absorbancia final de la celda de control de crecimiento
As, Absorbancia inicial de la celda de evaluacién

A3z Absorbancia final de la celda de evaluacion.
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5.5. Estudio de acoplamiento molecular automatizado o docking.

Los estudios de acoplamiento molecular automatizado se realizaron con la
estructura cristalografica de ARN ribosomal (ARNr) de E. coli en el programa MOE 2018.
La estructura cristalina de ARNr ribosomal se obtuvé del Protein Data Bank (PDB) para
realizar el docking con los compuestos empleando la estructura PDB ID: 4v4Q. Para
preparar la estructura cristalografica se eliminaron todos los ligandos (porejemplo, ion
magnesio, moléculas de agua y proteinas ribosomales) y una cadena repetida de ARN
ribosomal. Una vez que la estructura del ARN ribosomal de E. coli fue arreglada, la
geometria de los modelos se optimizd con la aplicacién QuickPrep implementada en
MOE que agrega atomos de hidrdgeno y establece los estados de protonacion, fija los
atomos del receptor lejos del ligando y deja los atomos del receptorcerca del ligando.

5.5.1. Estudio de acoplamiento molecular automatizado de linezdlida con MOE 2018.

Posteriormente de haberse preparado la estructura del ARN ribosomal se
minimizd la energia de la estructura de linezdlida, considerando flexibles los atomos,
tanto del ligando como del receptor en el docking. El acoplamiento molecular se realizd
con el campo de fuerza Amber10:EHT empleando las opciones pre-determinadas.
Finalmente, se guardd el resultado del acoplamiento mejor. El docking con MOE reveld
que el software es capaz de acoplar linezdlida en el sitio de la fosforiltransferasa (SFT),
la cual es la base para realizar los estudios de los compuestos obtenidos.

En el docking con MOE de linezdlida se observo la interacciéon sefialada por el
programa (enlace de hidrogeno) entre el hidrégeno del amino de linezdlida y el oxigeno
5" del grupo fosfato del residuo G2505 del ARN ribosomal (ARNr). En este acoplamiento
la puntuacién fue buena con un valor de -7.21. También se realizé un segundo docking
de linezdlida en SFT del mismo fragmento de ARNr de E. coli, pero ahora con el
programa LEDOCK 2018, obteniendo una pose similar al obtenido por MOE.
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Por Ultimo, se determinaron los valores de puntuacién, energia de conformacion
y energia de colocacion de las estructuras 7, En-7 y En-7-H*. Estos valores los asigna
el programa después de realizar varios calculos y estan relacionados con la calidad
del acoplamiento, donde, puntajes mas bajos (valores mas negativos) indican los
acoplamientos mas favorables. Finalmente, se seleccionaron y visualizaron las
estructuras con los valores mejores.
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VI. CONCLUSIONES

. Las condiciones experimentales empleadas permiten la sintesis del precursor
de linezdlida 7 mediante una secuencia de siete reacciones con rendimientos
desde bajos hasta altos (25 a 90 %).

. La concentracion de ferroceno en tolueno en la solucion precursora afecta las
caracteristicas morfoldgicas y superficiales de los MWCNT pristinos. Sin
embargo, esta diferencia no influye en las propiedades antibacterianas porque
esta actividad esta relacionada con el material organico incorporado en la
superficie del MWCNT.

. El tratamiento oxidativo con acido nitrico utilizado permite obtener un grado
razonable de funcionalizacion sin comprometer la integridad de los MWCNT,
generando defectos superficiales y reduciendo el residuo metalico (4.8-6.8%),
con un grado de funcionalizacién considerable de 1.3 pmol/mg.

. La metodologia de funcionalizacién de los MWCNT permite la union con
espaciadores de longitud diferente, asi como la incorporacion de diversos
compuestos con actividad antibacteriana (7 y 8) con porcentajes de material
organico incorporado entre el 14.2-16.8%.

. El tiempo de reaccidon influye en el grado de funcionalizacién con los
espaciadores y la incorporacién del compuesto 7 mostrando la formacion de una
membrana de mayor tamafo sobre la superficie de los MWCNT a mayores
tiempos.

. La sintesis de CDs y funcionalizacion con compuestos organicos mediante la

metodologia empleada en este proyecto permite la obtencion de manera
efectiva con propiedades espectroscdpicas y fotoluminiscentes diferentes las
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cuales pueden ser exploradas con detalle mayor en algun proyecto de
investigacion a futuro.

7. Los ensayos de actividad antibacteriana mostraron que los MWCNT pristinos,
Ox-MWCNT-#, f-MWCNT-Ex-#, el -MWCNT-E1-4-1 y -MWCNT-7-# no poseen
actividad, al no presentar una molécula con los grupos funcionales necesarios
para establecer las interacciones y conformacion favorables con el sitio de

accion.

8. Los ensayos de actividad antibacteriana de los f-MWCNT-Ex-7-# y el modelado
molecular de las estructuras libres En-7, sugieren que la actividad antibacteriana
esta relacionada con la longitud de la cadena de oligometileno (E,), la similitud
de la pose de la molécula respecto a la de linezdlida y las interacciones
intermoleculares en el SFT.

9. Estos nanomateriales presentan una potencia significativa ya que tienen un
contenido de alrededor del 15% de la molécula bioactiva sobre el nanomaterial
y su actividad es similar o incluso mayor que la observada por linezélida en

algunas de las cepas estudiadas.

10.La presencia de una cadena alquilica en la estructura de estos analogos de

linezdlida aumenta la actividad contra cepas de bacterias Gram negativas.

11.Los ensayos de actividad antibacteriana por difusion radial muestran que el
nanomaterial antibacteriano mejor fue el -MWCNT-E1-8-2 en comparacién al
resto de f-MWCNT-En-8-2 al ser activo contra varias cepas bacterianas, debido
a una carga del compuesto activo mayor en el MWCNT.
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12.Los resultados antibacterianos obtenidos con la serie -MWCNT-E»-8-2 contra
la cepa de Staphylococcus aureus de aislada clinico demuestran un efecto
significativo de la longitud de la cadena de oligometileno (En).

13.Los ensayos de actividad antibacteriana por macrodilucién en caldo de Mueller
Hinton del f-MWCNT-E2-8-2 mostraron que su incorporacion sobre el
nanomaterial mejora la actividad en comparacién al compuesto libre ya que
presenta un porcentaje de inhibicion del 99.8% incluso con una carga de
aproximadamente un 16.6% del compuesto 8 por peso del nanomaterial.
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IX.ANEXOS
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Anexo 5. Imagenes SEM de nanotubos A) MWCNT-1 B) Ox-MWCNT-1, C) f-
MWCNT-E1-2 y D) f-MWCNT-E;-8-2.
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Anexo 6. Imagenes SEM de nanotubos A) MWCNT-1 B) Ox-MWCNT-1, C) f-
MWCNT-E2-2 y D) f-MWCNT-E»-8-2.
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Anexo 7. Ensayo de difusion radial de la actividad antibacteriana de f-MWCNT-E_-8-
2 contra a) Streptococcus grupo A, b) S. aureus aislado clinico, €) S. aureus
ATCC 29213 y d) SARM.
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Anexo 8. Ensayo de difusion radial de la actividad antibacteriana de f-MWCNT-E3-8-
2 contra a) Streptococcus grupo A, b) S. aureus aislado clinico, €) S. aureus
ATCC 29213 y d) SARM.
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IX.ANEXOS

Anexo 9. A) Modelado molecular de 7 (pose 1, amarillo) y linezdlida (verde) y B) mapa
de interacciones de 7 en el SFT en la estructura cristalina del RNAr de E. coli.

Anexo 10. A) Modelado molecular de 7 (pose 2, amarillo) y linezdlida (verde) y B)
mapa de interacciones de 7 en el SFT en la estructura cristalina del RNAr de E. coli.
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B)

Anexo 11. A) Modelado molecular de 7 (pose 3, amarillo) y linezdlida (verde) y B)

mapa de interacciones de 7 en el SFT en la estructura cristalina del RNAr de E. coli.

Anexo 12. A) Modelado molecular E;-7 (amarillo) y linezdlida (verde) y B) mapa de

interacciones de E1-7 en el SFT en la estructura cristalina del RNAr de E. coli.
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Anexo 13. A) Modelado molecular E2-7 (amarillo) y linezdlida (verde) y B) mapa de
interacciones de E»-7 en el SFT en la estructura cristalina del RNAr de E. coli.

Anexo 14. A) Modelado molecular Es-7 (amarillo) y linezdlida (verde) y B) mapa de
interacciones de E3-7 en el SFT en la estructura cristalina del RNAr de E. coli.



