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Evaluación de dendrímeros como nano-vehículos de compuestos bioactivos 

RESUMEN 

El objetivo general de la presente tesis doctoral consiste en evaluar diferentes 

polímeros dendriméricos como vehículos para el transporte, distribución y liberación 

controlada de compuestos terapéuticos. Se trabajó con dendrímeros comerciales PAMAM 

y PPI, y con un dendrímero no comercial (D). Como moléculas huésped se utilizaron tres 

drogas: Triazina, Fenazina y un derivado de benzocarbazol (CBZ), las cuales presentan 

baja solubilidad acuosa y/o inestabilidad, lo que limita su eficacia terapéutica. Se investigó 

la capacidad de los dendrímeros para asociarse con los compuestos activos, analizando las 

interacciones droga-dendrímero mediante diferentes técnicas experimentales y 

computacionales. Se encontró que los dendrímeros PAMAM-AT y PAMAM-CT provocan 

la hidrólisis de Triazina debido a la interacción de la droga con los microentornos 

periféricos de las estructuras dendriméricas. Sin embargo, el dendrímero PAMAM-OHT 

tiene la capacidad para actuar como potencial vehículo molecular de Triazina en solución, 

ya que se asocia a la droga sin provocar su hidrólisis y permite una liberación más lenta 

respecto de cuando la droga se encuentra en agua pura. Además, el complejo resultó 

estable en el tiempo y con la temperatura. Por otro lado, se pudo concluir que los 

dendrímeros PAMAM-AT y PPI (G=4) son adecuados para su potencial aplicación como 

nanovehículos del compuesto activo Fenazina, ya que permiten incrementar su solubilidad 

debido a la asociación mediante interacciones iónicas entre los grupos amino terminales de 

los dendrímeros y el grupo fenólico de la droga. Los complejos son estables en el tiempo y 

no mostraron efectos citotóxicos en células normales pero sí en células tumorales. A su 

vez, el dendrímero D sería un vehículo apropiado para la administración de CBZ ya que 

tiene el potencial para superar los obstáculos asociados a la administración del fármaco, 

como su baja solubilidad acuosa. Además, el complejo D-CBZ resultó estable con el 

tiempo y la temperatura y no presentó carácter hemolítico. 

Por otro lado, se investigó la posibilidad de formar películas utilizando tres 

dendrones del tipo Newkome, para desarrollar sistemas con potencial aplicación en la 

administración de drogas mediada por superficie. Para ello, se generaron y caracterizaron 

películas de dendrones puros y películas mixtas, de los dendrones con un compuesto 

bioactivo, utilizando las técnicas de Langmuir y Langmuir-Blodgett. Además, las películas 

obtenidas se caracterizaron mediante AFM. Los resultados obtenidos indican que el grupo 

focal de los diferentes dendrones define las características de las monocapas generadas. 

Utilizando el dendrón que posee un grupo nitrobenceno como punto focal, se obtuvieron 

películas de dendrón puro y películas mixtas droga-dendrón sobre sustratos sólidos con un 

alto porcentaje de recubrimiento y las películas depositadas resultaron biocompatibles. 

Nahir Dib - Tesis Doctoral en Ciencias Químicas 
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ABSTRACT 

The general aim of this doctoral thesis is to evaluate different dendrimeric polymers 

as vehicles for the transpon, distribution and controlled release of therapeutic compounds. 

Commercial dendrimers PAMAM and PPI and a non-commercial dendrimer (D) were 

used. Three drugs were used as host molecules: Triazine, Phenazine and a benzocarbazole 

derivative (CBZ), which have low aqueous solubility and/or instability, which limits their 

therapeutic efficacy. The ability of dendrimers to associate with active compounds was 

investigated, analyzing drug-dendrimer interactions by different experimental and 

computational techniques. It was found that the PAMAM-AT and PAMAM-CT 

dendrimers cause the hydrolysis of Triazine due to the interaction of the drug with the 

peripheral microenvironments of the dendrimeric structures. However, the PAMAM-OHT 

dendrimer has the ability to act as potential molecular carrier of Triazine in solution since 

it associates with the drug without causing its hydrolysis and allows a slower release than 

when the drug is in pure water. Furthennore, the complex was stable over time and 

temperature. On the other hand, it was possible to conclude that the PAMAM-AT and PPI 

(G = 4) dendrimers are suitable for their potential application as nanovehicles of the active 

compound Phenazine, since they increase its solubility due to the association by ionic 

interactions between the terminal amino groups of the dendrimers and the phenolic group 

of the drug. The complexes are stable over time and did not show cytotoxic effects in 

normal cells but yes in tumor cells. In turn, dendrimer D would be an appropriate vehicle 

for the administration of CBZ as it has the potential to overcome obstacles associated with 

drug administration, such as its low aqueous solubility. In addition, the D-CBZ complex 

was stable with time and temperature and had no hemolytic character. 

On the other hand, the possibility of forming films using three Newkome type 

dendrons was investigated to develop systems with potential application in surface 

mediated drug delivery. To this end, pure dendron films and mixed films of the dendrons 

with a bioactive compound were generated and characterized using Langmuir and 

Langmuir-Blodgett techniques. Moreover, the obtained films were characterized by AFM. 

The results obtained indicate that the focal group of the different dendrons defines the 

characteristics of the monolayers generated. Using dendron having a nitrobenzene group as 

the focal point, pure dendron films and drug-dendron mixed films were obtained on solid 

substrates with a high percentage of coating and the deposited films were biocompatible. 

Nahir Dib - Tesis Doctoral en Ciencias Químicas 
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Evaluación de dendrímeros como nano-vehículos de compuestos bioactivos 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Problemáticas asociadas a la administración convencional de drogas: Necesidad 
del uso de sistemas de liberación controlada 

Aún en la actualidad, la eficacia de muchos medicamentos utilizados en el 

tratamiento de enfermedades está limitada por diversos factores. En primer lugar, muchas 

de las drogas empleadas son lipofílicas y poco solubles en agua; esto dificulta la 

preparación de formulaciones clínicas y disminuye la efectividad terapéutica de la droga 

debido a la imposibilidad de acceder al sitio de acción en una dosis apropiada. A su vez, el 

fármaco puede circular a la mayoría de los tejidos del cuerpo, acumulándose en áreas no 

específicas, por lo que siempre hay efectos secundarios negativos asociados. Estos 

factores, es decir, la escasa solubilidad y baja selectividad de los ingredientes activos en el 

cuerpo, son responsables del retiro de un alto porcentaje de fármacos candidatos antes de la 

fase I de ensayos clínicos: Además, la rápida biotransformación de los fármacos de bajo 

peso molecular por las enzimas metabolizadoras de drogas en el hígado y la posterior 

eliminación por los sistemas excretores requiere administrar el fármaco con mayor 

frecuencia y/o en mayor concentración para el mantenimiento de una concentración 

efectiva, lo que provoca un empeoramiento adicional de los efectos secundarios y la 

toxicidad.2'3 Por otro lado, el efecto terapéutico de muchos medicamentos es limitado o 

reducido debido a la desactivación o degradación enzimática que ocurre antes de que 

alcancen su objetivo específico en el cuerpo. A su vez, la circulación sistémica de la droga 

libre puede resultar en la unión no específica a proteínas plasmáticas, lo que afecta su perfil 

farmacocinético y biodisponibilidad.2

En este contexto, el diseño de sistemas, y en particular, nanosistemas de liberación 

controlada que actúen como nanovehículos de las drogas facilitando su transporte y 

permitiendo una liberación controlada de las mismas resulta fundamental para abordar la 

problemática. Un sistema de liberación controlada es aquel que permite liberar una droga 

a una velocidad y/o en una localización determinada. Las principales ventajas asociadas a 

su uso incluyen: a) incremento de la solubilidad de drogas poco solubles en agua, b) 

reducción de los efectos secundarios y aumento de la eficacia del fármaco debido a su 

direccionamiento y liberación específica en el sitio de acción, c) reducción de la frecuencia 

de administración gracias a una liberación lenta y controlada de la droga que permite tener 
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un cierto nivel de compuesto terapéutico en sangre por un período prolongado de tiempo, 

d) incremento de la estabilidad de la droga debido a que los sistemas de administración de 

fármacos pueden protegerla de la degradación y e) reducción del costo del tratamiento 

mediante el aumento de la eficacia y reducción de la dosis de fármaco necesaria para un 

efecto terapéutico.4'5

En las últimas décadas, se han investigado diversos sistemas para su aplicación en 

la liberación controlada de drogas, como liposomas, micelas, polímeros dendriméricos 

(principalmente dendrímeros y dendrones), polimerosomas, nanopartículas, nanocápsulas, 

ciclodextrinas, etc.6 Entre ellos, los dendrímeros y dendrones, han recibido un gran interés 

debido a que presentan varias ventajas y propiedades interesantes para su aplicación como 

nanovehículos de drogas.' 

1.2 Polímeros dendriméricos: Dendrímeros y dendrones 

1.2.1 Definición 

Los polímeros dendriméricos son una clase de macromoléculas de estructura 

controlada que representan la cuarta clase de arquitecturas poliméricas. Existen cuatro 

subclases de macromoléculas dendriméricas: (a) polímeros hiper-ramificados al azar, (b) 

polímeros dendrigraft, (c) dendrones, y (d) dendrímeros (Figura 1)." Estos pueden 

presentar una estructura muy simétrica y regular, como en el caso de los dendrímeros, o 

ser totalmente irregulares, como los polímeros hiper-ramificados al azar. 

II III rv 

(a) Hlper-
ramificados al azar (b) Dendrlgraft (c) Dendrones (d) Denddmeros 

PM = 1-100 kDa 
Mw/Mn = 2-10 

PM = 1-10410a 
Mw/Mn IN 1.1-1.5 

-11-
PM = 1-10310a 

Mw/Mn = 1.00-1.05 

Figura 1. Las cuatro clases de arquitecturas poliméricas. 

Adaptada de bibliografia (10) y (11). 
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De todas las estructuras dendriméricas, los polímeros hiper-ramificados al azar son 

los únicos sobre los cuales no se tiene un control estructural. Estos presentan una 

distribución estadística de pesos moleculares y un índice de polidispersión que abarca un 

rango de 2 a 10. Éste índice es una medida de la dispersión de pesos moleculares; se 

define como el cociente entre el peso molecular peso promedio (IVI,) y el peso molecular 

número promedio (Mii) del polímero.12 Valores próximos a la unidad representan una gran 

homogeneidad de pesos moleculares, mientras que valores mucho mayores a la unidad 

indican una gran dispersión de pesos moleculares. Cuando su valor es igual a la unidad se 

dice que el polímero es monodisperso o que todas las moléculas poseen el mismo peso 

molecular. Los dendrigraft son los polímeros dendriméricos de descubrimiento más 

reciente y los menos estudiados de todas las subclases; presentan una estructura semi-

controlada y un índice de polidispersión de 1.1-1.5 dependiendo de su modo de 

preparación. Por otra parte, los dendrones y dendrímeros presentan un tamaño, forma y 

topología que pueden ser precisamente controlados en el proceso de síntesis, con un índice 

de polidispersión de 1.00-1.05.11 Estas propiedades los convierte en materiales muy 

interesantes para aplicaciones en una gran variedad de campos que van desde la biología 

hasta la ciencia de los materiales» 

El término "dendrímero" fue propuesto a principios de 1985 por Tomalia14 y 

proviene de las palabras griegas dendri que significa "ramificación" semejante a la de los 

árboles, y meros que significa "parte de". Términos sinónimos son "arborol", propuesto 

por Newkome15, derivado del término griego arbor que significa rama y "moléculas 

cascada" utilizado por Vógtle16. Los dendrímeros son moléculas que se caracterizan por su 

estructura tridimensional ramificada bien definida, gran simetría y un peso molecular 

preciso.1437-19 Como se muestra en la Figura 2, los dendrímeros contienen tres elementos 

estructurales: el núcleo o corazón central, la zona de ramificación (o puntos de 

ramificación) y los grupos terminales. El núcleo determina el tamaño, forma, dirección y 

multiplicidad. Cada capa de unidades de ramificación concéntricas entre el núcleo y la 

periferia constituye una generación (G) en la serie del dendrímero y se identifica con un 

número específico. Además, pueden definirse nanocavidades en el interior de la 

macromolécula que le confieren al dendrímero la posibilidad de encapsular moléculas 

huésped.20'21

Los dendrones son moléculas monodispersas en forma de cuña que poseen un 

punto focal y múltiples grupos terminales (Figura 2). Los dendrones se sintetizan paso a 

paso, lo que conlleva un aumento exponencial del número de grupos terminales. En el 
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último paso de la síntesis los dendrones se pueden unir desde su punto focal a un núcleo 

central dando lugar al dendrímero.22

DENDRÍMERO 

Núcleo 

Puntos de 
ramificación 1 Puntos de 

• 
• 

DEN DRÓN 

..... • • • 
• 

• 
• 

Nanocavidad 
Grupos Punto focal ramificación 

terminales 

Figura 2. Representación esquemática de la estructura de un dendrímero y dendrón. 

1.2.2 Estrategias nora la síntesis de dendrímeros 

A diferencia de la síntesis de los polímeros convencionales que se obtienen 

principalmente por polimerización en cadena o condensación dando lugar a estructuras 

polidispersas, los métodos de síntesis de dendrímeros suponen un conjunto de reacciones 

químicas que permiten obtener una distribución monodispersa de pesos moleculares. 

Los dendrímeros se pueden sintetizar a través de dos estrategias de síntesis 

principales: el método divergente o el convergente (Figura 3). El método divergente, 

desarrollado por Tomaba", Vtigtle16 y Newkome15, involucra el crecimiento del 

dendrímero a partir de un núcleo central, generándose las ramificaciones mediante una 

serie de etapas repetitivas de adición y activación que multiplica rápidamente el número de 

ramas. Un núcleo polifuncional reacciona con unidades de monómero que poseen un sitio 

reactivo y varios grupos protegidos. Luego de la reacción con el núcleo los grupos 

protegidos son activados para reaccionar con unidades de monómero adicionales. De esta 

manera, el crecimiento del dendrímero se produce generación tras generación, desde 

adentro hacia afuera hasta que el efecto estérico impide la futura reacción de los grupos 

funcionales periféricos. 

El método divergente puede usarse para sintetizar un amplio espectro de estructuras 

dendriméricas, pero está limitado por la reacción incompleta de los grupos terminales y 
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reacciones secundarias que conducen a defectos en la estructura. Para superar estas 

limitaciones, el monómero se suele adicionar en exceso, lo cual requiere realizar una 

purificación luego de cada paso. Sin embargo, estas purificaciones no pueden eliminar 

todos los subproductos incompletos. 23

Método divergente 

4x 

Método convergente 

-I> 

(a) 

2 x (a) 

(b) 

8x 

2 x (b) 2x 

16x 
e e

Figura 3. Estrategias de síntesis de dendrímeros: métodos divergente y convergente. 

Adaptada de bibbografia (24). 

Por otro lado, el método convergente para la síntesis de dendrímeros, desarrollado 

por Fréchet25, Miller y Neenan26, fue propuesto para hacer frente a las deficiencias de la 

técnica divergente. En esta metodología primero se sintetizan los dendrones, comenzando 

desde la periferia y hacia el interior. Una vez obtenido los dendrones éstos se hacen 

reaccionar, a través de su punto focal, con una molécula que será el corazón central del 

dendrímero. 

A diferencia del método divergente, los productos de las reacciones convergentes 

son fáciles de purificar ya que los dendrones son substancialmente diferentes de los 

subproductos de reacción, eliminando así la necesidad de reacciones altamente eficientes. 

Además, si bien el número de etapas de síntesis es similar tanto para la técnica divergente 

como la convergente, esta última tiene un menor número de eventos no ideales de 

crecimiento ya que solamente un pequeño número de sitios reactivos son funcionalizados 

en cada paso, lo que conduce a una mayor monodispersidad de los dendrímeros finales.27

Sin embargo, las estrategias de síntesis convergente están limitadas a la construcción de 
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dendrímeros de bajas generaciones debido a la congestión estérica que se produce cuando 

se unen dendrones de generación alta al núcleo central. 

Los dendrímeros de poli(amidoamina) (PAMAM) son la primera familia de 

dendrímeros sintetizada y comercializada. Estos dendrímeros fueron sintetizados por 

primera vez por Tomalia a través de una metodología divergente. La síntesis se inicia con 

un corazón central que por lo general es etilendiamina o amonio, los cuales sufren 

reiterativamente dos pasos de reacción que dan por resultado la obtención de cada capa o 

generación. Los dos pasos son: (a) alquilación exhaustiva de las aminas primarias por 

adición de Michael con metil acrilato y (b) amidación de los grupos éster con un exceso de 

etilendiamina, lo que conduce a la obtención de un dendrímero con grupos amina primaria 

como unidad terminal (Figura 4).8 Repitiendo de manera iterativa estos pasos se producen 

capas adicionales que conduce a un aumento de la masa y de los grupos terminales que 

puede conocerse con exactitud. 

NH2

7—CO2Me CO2Me H2N NH2 Me02C 

N
 N ffigi~ 

(a) alquilación r - / CO2Me (b) arnidación 
Me02C 

H2N 

HN 

r - J o H2N 

Figura 4. Esquema de síntesis de dendrímeros PAMAM, ruta divergente. 

NI

NH2 

Como se comentó anteriormente, el crecimiento de los dendrímeros alcanza un 

punto crítico en el que la congestión superficial limita su desarrollo en generaciones 

mayores y puede producir defectos estructurales. De Gennes28 definió el límite de 

empaquetamiento denso como el punto en el que la superficie total del dendrímero no es 

suficiente para albergar la cantidad estequiométrica de monómero a incorporar en la 

siguiente etapa de crecimiento. La generación correspondiente al límite de 

empaquetamiento denso se denomina generación del empaquetamiento denso de Gennes. 

Así, el crecimiento del dendrímero sin defectos en su estructura se espera que se logre para 

las generaciones menores o iguales a la generación de Gennes. En el caso de los 

dendrímeros PAMAM este efecto se observa a partir de la generación 7, lo cual disminuye 

los rendimientos sintéticos de esta generación y de las generaciones superiores, hasta llegar 

a la 10, a partir de la cual la síntesis está impedida por factores estéricos.29

La síntesis de dendrímeros a través de los métodos divergente y convergente 

supone varias etapas de reacción y purificación, lo que limita la producción a gran escala e 
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incrementa los costos. Por lo tanto, con el objetivo de aumentar la producción y eficacia de 

la síntesis de dendrímeros y disminuir los costos, se han realizado diversas innovaciones y 

adaptaciones del método convergente.30 Una de ellas es el método "double-stage"31, que 

consiste en unir grandes dendrones con alto grado de funcionalización ("hipermonómeros") 

a la superficie de pequeños dendrímeros ("hipernúcleos") dando lugar a un gran 

incremento del número de grupos terminales. Otra de las adaptaciones del método 

convergente se conoce como "double exponential growth"32; consiste en crecer un dendrón 

en dos direcciones, en la periferia y el punto focal, lo cual permite preparar rápidamente 

dendrímeros de alto peso molecular en sólo tres o cuatro pasos. Por otro lado, en el metódo 

llamado "orthogonal coupling strategy"33, se usan como monómeros dos tipos diferentes de 

dendrones que contienen grupos funcionales complementarios y dan lugar cada uno a una 

nueva generación. 

Además de estas modificaciones del método convergente, en la búsqueda de un 

método sintético más simple, se han desarrollado nuevas estrategias para la síntesis de 

dendrímeros. Una de ellas, conocida como "lego chemistry"34'35, utiliza núcleos altamente 

funcionalizados y monómeros ramificados para preparar dendrímeros derivados de fósforo. 

La síntesis requiere sólo un paso por generación, por lo que la cuarta generación se obtiene 

sólo en cuatro pasos en lugar de ocho etapas que emplearía el método clásico. Además, 

requiere un volumen mínimo de solvente, fácil purificación, no necesita grupos protectores 

y genera subproductos ambientalmente benignos, como agua y nitrógeno. Otra estrategia, 

basada en la llamada "click chemistry"3637, permite obtener dendrímeros con varias clases 

de grupos superficiales, con gran pureza y alto rendimiento a través de la síntesis de 1,2,3-

triazoles por reacción de azidas y alquinos usando Cu (I) como catalizador. Una gran 

variedad de grupos funcionales son compatibles con este procedimiento y sólo se obtiene 

NaC1 como subproducto mayoritario. 

1.2.3 Características estructurales de los dendrímeros 

Cada componente de la estructura dendrimérica (núcleo, interior y grupos 

superficiales) posee una función específica, a la vez que define las propiedades de estas 

nanoestructuras a medida que crecen de una generación a otra. 

El núcleo o corazón central puede ser pensado como el centro de información 

molecular ya que a través de la conectividad covalente a las capas externas se expresan el 

tamaño, la forma, la direccionalidad y la multiplicidad. 
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En el interior del dendrímero se encuentran las unidades de ramificación, las cuales 

definen el tipo y cantidad de espacio que podrá ser "cerrado" por los grupos terminales y al 

que llamamos nanocavidades interiores del dendrímero. La multiplicidad de las unidades 

de ramificación determina la densidad y grado de amplificación como una función 

exponencial de la generación. La composición del interior y el tamaño de las 

nanocavidades determinan las propiedades endoreceptoras de los dendrímeros fijando el 

alcance y naturaleza de las posibles interacciones huésped-dendrímero dentro de una 

familia y generación particular de dendrímeros. 

Finalmente, la superficie se compone de múltiples grupos terminales. Si la 

funcionalidad es la apropiada estos grupos sirven como plantilla para continuar la 

polimerización obteniendo de esta manera las siguientes generaciones de dendrímero. 

Además, los grupos terminales pueden funcionar como puertas controlando así la entrada y 

salida de moléculas huésped del interior del dendrímero. 

Los grupos terminales están directamente relacionados con la solubilidad de los 

dendrímeros corno así también con su toxicidad e interacción con el medio en el que se 

encuentran. Debido a esto, la modificación química de los grupos superficiales es un 

procedimiento común para cambiar la solubilidad de la macromolécula, controlar su 

interacción con células y su biodistribución.38

La presencia de múltiples grupos terminales en la superficie dendrimérica 

(multivalencia), es una característica distintiva que los hace muy interesantes para 

aplicaciones biológicas, ya que en procesos de reconocimiento biológico la multivalencia 

de la estructura dendrimérica da lugar a un incremento en la afinidad de unión debido a un 

efecto sinérgico.39'40

De esta manera, cada uno de los tres componentes de la arquitectura dendrimérica 

posee una función específica y determina las propiedades físicas y químicas de estas 

nanoestructuras, así como el tamaño general, la forma, y la flexibilidad (Figura 5). 

Sin embargo, el tamaño general, la forma y la flexibilidad de la estructura del 

dendrímero no sólo dependen de los componentes de la arquitectura molecular (núcleo, 

interior y grupos superficiales), sino también de la generación de la macromolécula 

dendrimérica. El tamaño del dendrímero aumenta linealmente con cada capa adicionada o 

generación. Por ejemplo, en los dendrímeros PAMAM el diámetro aumenta 

aproximadamente 1 nm por generación, tal que de la generación 1 a la 12 incrementan su 

tamaño de 1.1 a 12.4 nm. A su vez, el número de grupos terminales aumenta 

exponencialmente con la generación. Este aumento exponencial genera congestión de los 
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grupos terminales a medida que la generación del dendrímero aumenta, lo cual produce 

cambios conformacionales importantes.28 Así, como puede observarse en la Figura 6, las 

primeras generaciones presentan estructuras planas y abiertas que van evolucionando hasta 

alcanzar estructuras más robustas, menos deformables y semejantes a esferas, elipsoides o 

cilindros, dependiendo de la forma y direccionalidad del corazón central, para las 

generaciones más altas.8 Las generaciones entre las cuales ocurren estos cambios dependen 

del tamaño y multiplicidad del corazón así como de las características estructurales de las 

ramificaciones. De este modo los dendrímeros PAMAM con un corazón de amonio cuya 

multiplicidad es igual a tres y la de la ramificación igual a dos, muestran un cambio 

morfológico importante volviéndose globulares en la generación 4.5 mientras que si el 

corazón de los mismos es de etilendiamina, cuya multiplicidad es cuatro, este cambio en la 

conformación se observa antes, entre la generación 3 y 4. De este modo puede verse cómo 

el incremento en la multiplicidad del corazón acelera la congestión y determina que la 

forma globular se adquiera en generaciones más tempranas. 

Núcleo 

Interior 

-Dirección 

-Tamaño 
-Forma 
-Multiplicidad 

 > -Tipoy cantidad de nanocavidades 

Grupos 
terminales 

-Reactividad 
-Solubilidad 
-Interacción con el medio - toxicidad 

Figura 5. Componentes de la estructura dendrimérica y propiedades que definen. 

Finalmente, las generaciones intermedias (G = 4-7) presentan nanocavidades 

interiores más definidas que las generaciones tempranas (G = 0-3) ya que los dendrímeros 

de generaciones más bajas poseen estructuras más abiertas. Además, la entrada y salida de 

moléculas al interior del dendrímero está determinada por el tamaño y propiedades de los 

grupos superficiales. A generaciones altas (G mayor a 7), donde se presenta 

empaquetamiento de Gennes, el acceso al interior del dendrímero sólo es posible para 

moléculas muy pequeñas.4' 
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Estructura 

Flexible 

(A) 

ek.í jej 

10.71 

Globular 

10.25 9.52 8.46 7.12 

Cerrada 

5.62 
I 

ti-

Empaquetamiento de Gennes 

G=1 2 3 

Estructura abierta y flexible 

4 5 6 7 8 9 

Interior accesible Interior inaccesible 

Figura 6. Ilustración que muestra los cambios conformacionales de dendrímeros PAMAM 

como una función de la generación. (z: grupos terminales). 

Adaptada de bibliografia (8). 

1.2.4 Efecto de las condiciones del medio sobre la estructura dendrimérica 

La conformación espacial que presentan los dendrímeros es el resultado de 

múltiples interacciones que pueden ser modificadas cuando se cambian las condiciones del 

medio, como el pH, la polaridad del solvente o la fuerza jónica. 

El pH del medio es un factor muy importante que afecta la conformación espacial 

que presentan los dendrímeros, como así también la polaridad de las nanocavidades y la 

capacidad de establecer interacciones específicas. Numerosos estudios teóricos y 

experimentales demuestran que los cambios conformacionales que se producen cuando las 

macromoléculas dendriméricas son protonadas dependen del tipo de dendrímero, tamaño, 

generación y grupos terminales.42-44 Ottavianni y co1.42 demostraron que a pH altos los 

dendrímeros PAMAM de generación completa (grupos amino terminales) se encuentran 

totalmente deprotonados y poseen una estructura globular producto de numerosas 

interacciones hidrofóbicas que provocan pliegues de las ramificaciones hacia el interior del 

dendrímero ("back-folding"). Cuando se disminuye el pH las aminas primarias de la 

superficie comienzan a protonarse; alrededor de pH 7 todas las aminas superficiales se 

encuentran protonadas.45 La presencia de unidades cargadas en la periferia provoca 

cambios conformacionales, las ramificaciones ya no se encuentran plegadas hacia el 

interior y, de este modo, se definen mejor las cavidades interiores tornándose más 

accesibles. Cuando la concentración de protones se incrementa aún más se comienzan a 

protonar las aminas terciarias de las cavidades interiores. Estas poseen diferente pK, 

dependiendo de la generación del dendrímero y su distancia del corazón central. 
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La Tabla 1 muestra los diferentes valores de pH a los cuales se protonan los grupos 

internos y externos de dendrímeros PAMAM de diferente tipo y generación. 

Tabla 1. Valores de pH a los cuales se protonan los grupos internos y externos de 

dendrímeros PAMAM de diferente tipo y generación.42

G a

3 

Sitios básicos Nº de SBE h

12 

pH 

8.5 NH2 terminal 

3 NR3 a G = 2 6 5.5 

3 NR3 aG=ly corazón 4 3.0 

5 NH2 terminal 48 8.0 

5 NR3 a G = 4 24 5.0 

5 NR3 a G = 3, 2, 1 y corazón 22 2.0 

5.5 NR2, R' a G = 5 48 7.0 

5.5 NR3 aG=4 24 4.5 

5.5 NR3 aG=3 12 3.5 

5.5 NR3 a G = 2, 1 y corazón 10 3.0 

5.5 C00- terminal 48 1.5 

G = generación; h N° de SBE = número de sitios básicos equivalentes; e pH = valor de pH 

al cual se protona cada set. 

Cuando el interior de la macromolécula se encuentra protonada la polaridad de las 

cavidades aumenta y las ramificaciones se repelen adquiriendo el dendrímero una 

conformación totalmente abierta. Este efecto es mayor para dendrímeros de generaciones 

más pequeñas como puede apreciarse en la Figura 7. Por lo tanto, la acidificación del 

medio convierte el interior del dendrímero en una zona abierta y de polaridad semejante a 

la del seno de la solución.46 Los dendrímeros PAMAM de generación intermedia (grupos 

carboxilato terminales) son menos sensibles a los cambios del pH debido a que el pKa de 

las aminas terciarias que se encuentran en el interior de los mismos es ligeramente menor 

cuando se los compara con los de generación completa. Esto hace que a un pH dado los 

dendrímeros de generación intermedia se encuentren menos protonados que los de 

generación completa, produciéndose menos cambios conformacionales. 
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(a) (b) (c) 

Figura 7. Configuración simulada de dendrímeros PAMAM G =2 (superior) y G = 6 

(inferior) usando dinámica molecular. 

(a) a pH alto, ninguna amina está protonada; (b) a pH = 7, solo las aminas primarias están 

protonadas, y (c) a pH bajo, todas las aminas están protonadas. 

Adaptada de bibliografía (44). 

La polaridad del solvente es un parámetro muy importante a tener en cuenta 

cuando se analiza la conformación espacial del dendrímero. Murat y Grest47 realizaron 

estudios de dinámica molecular sobre la conformación dendrimérica en función de la 

generación en diferentes solventes, los cuales demostraron que, en general, todas las 

generaciones experimentan el pliegue de las ramificaciones hacia el interior del 

dendrímero al disminuir la habilidad del solvente para solvatar la estructura dendrimérica. 

A su vez, estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) llevados a cabo con 

dendrímeros de poli(propilenimina) (PPI) indican que un solvente apolar, como benceno, 

solvata pobremente la macromolécula, favoreciendo las interacciones intramoleculares 

entre segmentos de la estructura dendrimérica y, por lo tanto, el pliegue de las 

ramificaciones hacia el interior del dendrímero. Por otro lado, un solvente débilmente 

ácido, como cloroformo, puede formar enlaces puente hidrógeno con las aminas interiores 

básicas del dendrímero PPI, lo que conduce a una conformación extendida.48 En el caso de 

dendrímeros PAMAM se observa el mismo efecto que para los dendrímeros PPI; los 

solventes polares solvatan las ramificaciones de la estructura dendrimérica haciendo que el 

dendrímero tenga una configuración extendida, mientras que en solventes apolares 

apróticos se produce el pliegue de las ramificaciones hacia el interior del dendrímero 
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debido a una pobre solvatación y la existencia de interacciones intramoleculares 

(Figura 8)." 

(a) (b) 

• PAMAM 

Solvente prótico O= Solvente no polar 

Figura 8. Esquema propuesto para la solvatación de un dendrímero polar en un solvente 

prótico (a) y en un solvente aprótico y no polar (b). 

Adaptada de bibliografia (49). 

Otro parámetro importante que influye en la conformación espacial de la estructura 

dendrimérica es la fuerza jónica (Figura 9). 

baja concentración de sal alta concentración de sal 

Figura 9. Conformación espacial de la estructura de un dendrímero PPI a baja y alta 

concentración de sal. 

Adaptada de bibliografia (50). 

Si el dendrímero presenta cargas, el incremento de la fuerza jónica favorece el 

pliegue de las ramificaciones hacia el interior del dendrímero, al igual que lo hace un 
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incremento del pH o la disminución de la capacidad de solvatación del solvente.51'52 Sin 

embargo, a bajas concentraciones de sal, las fuerzas de repulsión entre los grupos cargados 

del dendrímero dan lugar a una configuración extendida de la estructura dendrimérica en la 

cual se minimizan las fuerzas de repulsión (Figura 9).49

1.3 Aplicaciones biomédicas: Administración controlada de drogas 

1.3.1 Dendrímeros como vehículos de drogas en solución 

De los diversos sistemas que se investigan para ser aplicados como vehículos en la 

liberación controlada de drogas, los dendrímeros han suscitado un gran interés ya que 

tienen el potencial para superar las dificultades asociadas a la administración convencional 

de fármacos. En primer lugar, son capaces de encapsular y solubilizar fármacos, 

aumentando su solubilidad en agua y facilitando su biodistribución: '2°'21 Además, 

permiten incrementar el tiempo de vida en circulación de la droga, mejoran el tránsito a 

través de las barreras biológicas y presentan un lento metabolismo del fármaco.1.53,54

Todo esto los convierte en sistemas ideales para su aplicación como transportadores de 

drogas.4" 5

En algunos casos, los dendrímeros no sólo permiten mejorar la solubilidad de 

fármacos poco solubles o prácticamente insolubles, sino que también protegen a la droga 

hasta su llegada al sitio de acción. La acción de enzimas y las condiciones del medio, 

muchas veces pueden provocar la hidrólisis del compuesto activo. Sin embargo, la 

incorporación de la molécula en las nanocavidades interiores del dendrímero, permite 

protegerla de agentes extemos.2°

Se han utilizado diversos polímeros dendriméricos para transportar una variedad de 

compuestos activos como anticancerígenos, anti-inflamatorios, bactericidas, etc., 

observándose en todos los casos incremento de la actividad terapéutica y reducción en la 

toxicidad comparada con la droga pura.21'56 En la actualidad, algunos de estos sistemas 

droga-dendrímero ya se encuentran en alguna etapa de ensayos clínicos.57 VivaGel® es el 

primer producto terapéutico basado en dendrímeros que ha sido comercializado. Este 

producto, desarrollado por la firma australiana Starpharma, se trata de un gel cuyo 

componente activo es un dendrímero de polilisina, el cual es un agente antiviral activo 

contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el virus del herpes simple (VHS) y 

el virus del papiloma humano (VPH). El dendrímero actúa fijándose a proteínas de los 

virus, impidiendo su fijación a los receptores de las células y por lo tanto la infección. 
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Los dendrímeros son especialmente adecuados para la distribución controlada de 

drogas antitumorales.58'59 Las ventajas del uso de macromoléculas como los dendrímeros 

para este tipo de tratamiento derivan de la naturaleza de las células tumorales y del tejido 

vascular de las mismas. Las células tumorales poseen una elevada actividad metabólica 

debido a la rápida reproducción celular. De este modo, la vasculatura del tumor tiene 

tamaños de poro mayores y un drenaje linfático ineficaz en comparación con el tejido sano, 

lo cual da lugar a un aumento de la captación de macromoléculas por el tejido tumoral en 

comparación con el tejido normal. Este efecto, que se ha encontrado para diversos sistemas 

macromoleculares, genera un aumento de la permeabilidad y la retención, y se denomina 

efecto EPR por sus siglas en inglés Enhanced Permeability and Retention Effect (Figura 

10).3'1).606' Además, se ha observado que el volumen intersticial en los tumores es mayor 

que el del tejido sano. Esto también da lugar a un aumento de la captación de 

macromoléculas debido a que hay más espacio "de fluido libre".62 De esta manera, la droga 

se acumula preferencialmente en la zona tumoral, aumentando la selectividad y eficacia 

terapéutica, y disminuyendo los efectos secundarios. 

Tumor - 

{Tejido 
sano 

••• 

41' 

• 

tr 
e e •41%... 

vasos sanguíneos 
muy permeables 

tumoral 

44 • endotelio muy permeable 
• o,' • 

o o 00 OOOOOO 0 000 a o 0  0 
O 00000000000000 endotelio normal o O O O O O O O O O O O O O 
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0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 

00000000000 
0000000000 

vasculatura tumoral 

vasculatura normal 

Figura 10. Ilustración que muestra la difusión de sistemas de administración de fármacos 

basados en dendrímeros (amarillo) a través de la vasculatura tumoral y su retención en el 

tumor ("efecto EPR"). 

Adaptada de bibliografia (27). 

Además del efecto EPR, se puede hacer uso del cambio en el microambiente 

tumoral, como el pH, temperatura, y el potencial redox para controlar aún más la liberación 

de drogas antitumorales en el sitio blanco. Por ejemplo, debido a la rápida proliferación de 
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las células cancerígenas, en el tumor se lleva a cabo un metabolismo hipóxico para obtener 

energía adicional, lo que resulta en un microambiente ácido (pH zona tumoral 6.5). 1 De 

esta manera, se puede usar un sistema droga-dendrímero en el cual la droga esté asociada 

al dendrímero a través de un enlace sensible al pH, tal que al pH fisiológico normal (pH 

7.4) no se vea afectado pero al pH ácido de la zona tumoral se rompa y libere el compuesto 

activo.63'64

Además del transporte pasivo del sistema droga-dendrímero a través del efecto 

EPR, se puede aumentar la captación selectiva de la droga en las células tumorales a través 

de un transporte activo. En éste, la droga antitumoral se asocia a dendrímeros que tengan 

en su superficie ligandos específicos de receptores que se encuentran sobreexpresados en 

las células tumorales debido a su elevada actividad metabólica, como por ejemplo, ácido 

fólico, biotina, proteínas como la transferrina, péptidos, entre otro s.2

De esta manera, la utilización del microambiente del tumor junto con la ingeniería 

de la nanoestructura dendrimérica es de gran importancia en el aumento de la acumulación 

específica de drogas anticancerígenas en el tejido tumoral. 

Los dendrímeros presentan varias ventajas frente a otros sistemas de liberación 

controlada. Por ejemplo, a diferencia de los polímeros convencionales, los dendrímeros 

poseen una estructura tridimensional bien definida y pueden ser sintetizados de modo de 

reproducir un peso molecular preciso, lo cual es muy importante para lograr datos 

farmacocinéticos reproducibles. Además, la conectividad covalente de la estructura 

dendrimérica da lugar a una estructura más estable que resiste las condiciones 

fisiológicas, a diferencia de otros sistemas coloidales también usados para vehiculizar 

drogas, como liposomas o nanopartículas lipídicas sólidas.6'27'55

Por otro lado, los dendrímeros se caracterizan por poseer tamaño y forma 

comparable a una gran variedad de biocomponentes4I (Figura 11) y se ha observado que se 

incorporan fácilmente a las células por endocitosis, lo cual es muy importante en su 

aplicación como nanovehículos de drogas.65'66
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Figura 11. Comparación a escala dimensional de una serie de dendrímeros PAMAM con 

una variedad de proteínas. 

Adaptada de bibliografia (11) 

1.3.2 Tipos de asociación droga-d end rimero 

La interacción del dendrímero con la droga puede tener lugar en los nanoentornos 

interiores del dendrímero o en la superficie multivalente; a su vez la asociación entre el 

dendrímero y las moléculas de droga puede ser covalente o no covalente (Figura 12).40

(a) (b) L)O
O u 

(c) 

Figura 12. Tipos de asociación droga-dendrímero. 

(a) no covalente en los nanoentornos interiores del dendrímero, (b) no covalente en la 

superficie dendrimérica, (c) covalente y (d) escindible. 

Adaptada de bibliografia (40) 

En el caso de la asociación no covalente la droga interacciona con el dendrímero a 

través de interacciones electrostáticas, enlaces puente hidrógeno o interacciones 

hidrofóbicas. Este tipo de asociación se puede dar tanto en el interior de la estructura 
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dendrimérica como en la superficie (Figura 12 (a) y (b)). Debido a que no existe unión 

covalente entre la droga y el vehículo, la preparación de soluciones que contengan 

asociaciones de este tipo no involucra procedimientos engorrosos de síntesis. Además, la 

liberación del agente terapéutico puede concretarse con condiciones menos agresivas que 

las necesarias para lograr la ruptura de una unión química. Sin embargo, debido a que 

cualquiera de las interacciones que puedan establecerse es más débil que una unión 

propiamente dicha, estos sistemas son menos estables si se los compara con aquellos en los 

cuales la unión a la droga es covalente. 

Por otra parte, la asociación covalente involucra la unión química del vehículo a la 

molécula a trasportar. Como es de esperar, este tipo de asociación se produce mediante 

reacciones químicas y por ende tal proceso incluye etapas de aislamiento del producto 

asociado y purificación del mismo. Si bien tales procedimientos suelen ser complejos 

presentan la ventaja de proveer sistemas más estables. No obstante, la liberación del 

huésped en el sitio deseado se da únicamente si dicha unión se rompe. La asociación 

covalente se da en la superficie del dendrímero y puede ser del tipo covalente propiamente 

dicha o del tipo escindible (Figura 12 (c) y (d)). Los principales tipos de funcionalidades 

escindibles son ésteres, amidas y carbamatos. Tales sistemas son muy útiles para conducir 

compuestos activos hacia sitios muy específicos donde se den las condiciones que 

favorezcan la ruptura de la unión droga-transportador. Un ejemplo de esto último es una 

droga antitumoral unida al dendrímero a través de un enlace escindible al disminuir el pH, 

tal que la liberación de la droga es activada por la acidez extracelular de la zona tumoral; 

es decir, en condiciones fisiológicas el enlace droga-dendrímero no se ve alterado, pero al 

pH más bajo de la zona tumoral se rompe, permitiendo la liberación de la droga 

específicamente en el sitio blanco.63•64

1.3.3 Biocom Datibilidad de los dendrímeros 

De acuerdo a lo expuesto hasta el momento, las propiedades de los dendrímeros que 

son importantes para su aplicación en la administración de drogas incluyen: 

monodispersidad, alta capacidad de alojar la droga o asociarse con ella, estabilidad química 

y capacidad de efectuar una liberación controlada de la droga. Sin embargo, además de los 

aspectos fisicoquímicos que influyen en las propiedades como vehículo es importante tener 

en cuenta que estos sistemas serán administrados a seres vivos y por lo tanto deben cumplir 

varias condiciones de importancia crucial. 
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Al hablar de una droga, la industria farmacéutica se refiere a toxicidad como una 

medida del daño no específico y no deseado que puede provocar hacia las células, los 

órganos o al paciente como un sistema multiorgánico. Sin embargo, en el campo de los 

materiales biomédicos, se adopta el término biocompatibilidad, el cual se define como la 

capacidad de un material para realizar una aplicación específica con una respuesta 

adecuada del huésped. Esta definición considera la idoneidad de un material no sólo con 

respecto a su posible efecto perjudicial en el cuerpo (toxicidad), sino también respecto al 

posible efecto perjudicial o beneficioso del entorno fisiológico sobre el rendimiento del 

materia1.67

Para que un sistema sea adecuado para su aplicación como vehículo de drogas es 

esencial que no presente efectos tóxicos y sea biocompatible. Además, no debe generar 

respuesta inmune del organismo, o sea no debe ser inmunogénico. A su vez, si se piensa 

en la administración intravenosa, se debe evaluar la interacción del sistema dendrimérico 

con los componentes de la sangre. De este modo, un vehículo apropiado será aquel que no 

perturbe, disminuya o anule las funciones que cada componente sanguíneo cumple, es 

decir, debe ser hemocompatible. 

Las propiedades biológicas como toxicidad, inmunogenicidad y 

hemocompatibilidad de un dendrímero están gobernadas en gran medida por su tamaño y 

naturaleza de los grupos funcionales de la superficie. El interior de la estructura dendrítica 

normalmente es de menor importancia ya que, en general, las interacciones entre el 

dendrímero y el entorno tienen lugar a través de los grupos expuestos en la superficie del 

dendrí mero. 

Diversos ensayos in vitro e in vivo demuestran que los dendrímeros catiónicos, tales 

como los dendrímeros PAMAM amino terminales (PAMAM-AT), pueden presentar cierta 

toxicidad, la cual depende de la concentración y de la generación.68-7° La citotoxicidad de 

los polímeros con cargas positivas se da como consecuencia de la interacción electrostática 

de los mismos con las cargas negativas de la membrana celular; esto conduce a la 

formación de orificios en la membrana, la liberación de los componentes intracelulares y, 

por lo tanto, la muerte de la célula.71 La toxicidad de los dendrímeros PAMAM catiónicos 

aumenta con cada generación; en general, los dendrímeros PAMAM-AT de generaciones 

bajas o medias (< 5), no presentan problemas in vivo desde el punto de vista de la 

toxicidad, sin embargo, las generaciones más grandes no serían una buena opción para su 

uso como vehículos de drogas, ya que los efectos tóxicos son más marcados.72'73
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Si bien los grupos amino superficiales de dendrímeros PAMAM-AT, en algunos 

casos, pueden provocar efectos tóxicos, estos grupos son esenciales para aumentar la 

liberación en el citoplasma de los compuestos terapéuticos asociados al vehículo a través 

del "mecanismo de esponja de protones".64'74 La acumulación de dendrímeros PAMAM-

AT en los endosomas resulta en la protonación de los grupos amino de la superficie 

dendrimérica, lo cual desencadena la difusión y acumulación de contraiones cloruro en 

dichos orgánulos. Esto provoca el incremento de la presión osmótica endosomal y, 

finalmente, la ruptura de la membrana del endosoma y liberación de su contenido, 

incluyendo los dendrímeros asociados a la droga, en el citoplasma de las células. Este 

efecto es un mecanismo de gran importancia ya que permite el acceso de los dendrímeros y 

la droga al citoplasma celular. 

Los dendrímeros PAMAM que presentan grupos superficiales neutros o aniónicos 

han demostrado ser menos tóxicos y menos hemolíticos que los amino terminales.39 En 

general, la toxicidad de dendrímeros PAMAM sigue el orden hidroxilo terminal < 

carboxilato terminal < amino terminal. Por ejemplo, los dendrímeros PAMAM carboxilato 

terminales (PAMAM-CT) de generaciones 3.5 y 4.5 son citotóxicos sólo a concentraciones 

altas (10.0 mM), mientras que los amino terminales de generaciones 3 y 4 son tóxicos a 

menores concentraciones (1.0 mM).75 Por lo tanto, ya que los dendrímeros PAMAM 

hidroxilo terminales (PAMAM-OHT) y carboxilato terminales son mejor tolerados, se 

pueden usar en dosis más altas que los dendrímeros PAMAM-AT.73

La hemocompatibilidad de dendrímeros también depende de la generación y 

naturaleza de los grupos terminales. Por ejemplo, en el caso de dendrímeros PAMAM-AT 

se ha observado un incremento del efecto hemolítico al aumentar la generación.69

1.3.4 Sistemas de administración de drogas mediada por superficie 

Varios estudios demuestran la aplicabilidad de los dendrímeros como vehículos de 

fármacos en solución.76-77 Sin embargo, en la última década, una nueva oportunidad ha sido 

investigada en el campo de la administración de drogas, la cual implica el uso de 

superficies recubiertas de películas de polímeros.78 En este tipo de sistemas, las películas 

de polímero depositado actúan como reservorio para la carga terapéutica activa y permiten 

la liberación controlada de moléculas de droga.78-81 Estas películas han demostrado ser 

útiles en diversas aplicaciones biomédicas, como por ejemplo, el desarrollo de stents 

cardiovasculares con superficies capaces de liberar fármacos de manera controlada; el 

suministro de drogas desde la superficie del stent permite una mayor concentración local 
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de los fármacos a través de su liberación específica en el sitio de acción, lo cual resulta 

muy importante para el éxito de la cirugía cardiovascular. También se han empleado 

películas de polímeros depositados sobre superficies para la carga y liberación controlada 

de péptidos y proteínas, genes y en la administración transdérmica de vacunas.78

En la administración de drogas mediada por superficie la liberación de las 

moléculas de droga se produce de manera controlada a las células adherentes o en las 

proximidades de la película. De esta manera, en comparación con la administración de 

drogas en solución, se reducen los efectos secundarios y se aumenta la efectividad del 

tratamiento, ya que no ocurre una alta dispersión y dilución del fármaco en el organismo.81

Se han desarrollado sistemas de administración de drogas mediada por superficie a 

partir de la deposición de diferentes polímeros, tales como poli(dopamina), poli(N-

isopropil acril amida), poli(L-lisina), poli(metil acrilato), etc.78 Estas películas de polímero, 

en general, se forman a partir de la técnica de autoensamblado capa por capa (Layer by 

Layer) y luego se incorporan las moléculas de droga en la película polimérica. Otra 

posibilidad consiste en formar películas a partir de polímeros y sistemas supramoleculares 

como liposomas, micelas o ciclodextrinas, usados comúnmente como vehículos de drogas 

en solución.78 En este caso, la droga se incorpora a la película asociada a los sistemas 

supramoleculares. 

De los diversos sistemas poliméricos estudiados, los dendrones se presentan como 

candidatos muy prometedores para el desarrollo de sistemas de administración de fármacos 

mediada por superficie, debido a que sus estructuras tienen un punto focal que puede ser 

modificado con el fin de optimizar la unión al sustrato sólido, y además presentan 

ramificaciones funcionalizables capaces de interactuar con el compuesto activo.82 A su 

vez, la presencia de numerosos grupos terminales funcionalizables da la posibilidad de que 

existan interacciones específicas con los tejidos y células circundantes. En este sentido, es 

muy importante estudiar cómo las propiedades estructurales de los dendrones influyen en 

la conformación y estabilidad de la película dendrimérica. Las técnicas de Langmuir y 

Langmuir-Blodgett proporcionan herramientas versátiles para el estudio de estas 

características.83-85 Estas técnicas permiten la generación y caracterización de películas 

monomoleculares en la interface aire-agua y su transferencia sobre sustratos sólidos. 86-88 

Varios autores han descripto la formación de películas de Langmuir y Langmuir-

Blodgett de dendrímeros y dendrones.82'89-94 Estos estudios están enfocados en el análisis 

de la influencia de varios factores, como la generación, corazón, punto focal y grupos 

terminales del sistema dendrimérico, sobre la formación y estabilidad de las monocapas de 
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- Langmuir y las películas transferidas.9598 Sin embargo, hay muy pocos estudios donde las 

monocapas de Langmuir de polímeros dendriméricos son analizados como reservorio de 

compuestos activos para el desarrollo de sistemas de administración de drogas mediado por 

superficie.84
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

El objetivo general de la presente tesis doctoral fue evaluar diferentes polímeros 

dendriméricos como vehículos para el transporte, distribución y liberación controlada de 

compuestos terapéuticos. Se propuso investigar las características estructurales de los 

sistemas dendrímericos que permitan optimizar la encapsulación de compuestos activos y 

su liberación controlada, con el propósito de desarrollar estructuras dendriméricas con 

capacidad para actuar como transportadores de drogas. Además, se propuso la generación y 

caracterización de películas de dendrones y películas mixtas droga-dendrón, con el 

propósito de desarrollar películas con potencial aplicación en la administración de 

fármacos mediado por superficie. A su vez, en vista del potencial uso de los sistemas 

dendritnéricos estudiados en sistemas biológicos, se planteó evaluar su biocompatibilidad. 

2.2 Objetivos específicos 

I) Dendrímeros como vehículos de drogas en solución 

1) Determinar las propiedades fisicoquímicas de compuestos activos que permitan 

analizar los procesos en los que estas moléculas se encuentren involucradas y determinar las 

características estructurales que optimizan su actividad. 

2) Investigar la capacidad de los polímeros dendriméricos para asociarse con los 

compuestos activos y aumentar su solubilidad en medio fisicológico. 

3) Estudiar el efecto del cambio de pH y temperatura del medio en la asociación de 

los compuestos activos con los dendrímeros estudiados. 

4) Analizar la estabilidad en el tiempo de los diferentes conjugados droga-dendrímero 

y cuantificar la liberación del huésped en los sistemas droga dendrímeros analizados. 

5) Evaluar la biocompatibilidad de los sistemas droga-dendrímero a través de ensayos 

de viabilidad celular y análisis del carácter hemolítico. 

II) Películas de moléculas dendriméricas como potenciales sistemas de 

administración de drogas mediada por superficie 
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1) Generar películas de dendrones mediante la técnica de Langrnuir en la interfase 

aire-agua. 

2) Caracterizar la organización adoptada en la interfase y las interacciones 

presentes en las monocapas dendriméricas formadas. 

3) Generar películas de Langmuir mixtas de dendrones y un compuesto activo. 

4) Evaluar la estabilidad y reversibilidad de las diversas monocapas dendriméricas 

generadas. 

5) Transferir las películas obtenidas a sustratos sólidos, mediante la técnica de 

Langmuir-Blodgett y caracterizarlas mediante Microscopía de Fuerza Atómica. 

6) Realizar ensayos preliminares de biocompatibilidad de las películas dendriméricas 

depositadas. 
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3. SISTEMAS ESTUDIADOS 

En esta sección se detallan los diferentes dendrímeros y dendrones que se evaluaron 

como vehículos para el transporte, distribución y liberación controlada de compuestos 

terapéuticos en este trabajo de tesis doctoral, como así también los compuestos con 

actividad biológica utilizados. 

3.1 Dendrímeros y dendrones 

3.1.1 Dendrímeros de noli(amidoamina) (PAMAM) 

Los dendrímeros PAMAM son la primera clase de dendrímeros sintetizados y 

caracterizados.14'41 Su corazón central es una unidad de etilendiamina a la cual se unen 

monómeros (unidades de amidoamina). Dado que la estructura del monómero posee 

grupos amida y amina terciaria, los dendrímeros PAMAM pueden establecer interacciones 

dipolo-dipolo y puente hidrógeno con el medio y con moléculas huésped. Además, las 

cadenas carbonadas que unen estos grupos funcionales le confieren carácter no polar a sus 

cavidades interiores. 

El grupo terminal es un grupo amino si el dendrímero es de generación completa 

(PAMAM-AT) y un grupo carboxilato si es de generación intermedia (PAMAM-CT). Otro 

tipo de dendrímeros PAMAM de generación completa son los funcionalizados con grupos 

hidroxilo en la periferia (PAMAM-OHT). 

Los dendrímeros PAMAM son solubles en muchos solventes orgánicos como 

cloroformo, metanol y dimetilformamida, como así también en agua. Sus propiedades 

fisicoquímicas y características estructurales los convierte en macromoléculas óptimas para 

ser usadas como vehículos para transportar compuestos activos poco solubles en medio 

acuoso. 

En esta tesis se describe el estudio de los siguientes dendrímeros PAMAM como 

nanovehículos de compuestos bioactivos: 

a. Dendrímero de poliamidoamina de generación 1 amino terminal 

(PAMAM-AT G = 1). 

b. Dendrímero de poliamidoamina de generación 3 amino terminal 

(PAMAM-AT G = 3). 
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c. Dendrímero de poliamidoamina de generación 3 hidroxilo terminal 

(PAMAM-OHT G = 3). 

d. Dendrímero de poliamidoamina de generación 2.5 carboxilato terminal 

(PAMAM-CT G = 2.5). 

e. Dendrímero de poliamidoamina de generación 4.5 carboxilato terminal 

(PAMAM-CT G = 4.5). 

La estructura de los dendrímeros PAMAM estudiados se muestran en las Figuras 13 y 

14. 

Los dendrímeros PAMAM fueron adquiridos de Sigma-Aldrich en soluciones 

metanólicas y se mantuvieron a 4 °C, en un desecador y al vacío. 
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Figura 13. Estructura química del dendrímero PAMAM-AT (G = 1). 
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Figura 14. Estructuras químicas de los dendrímeros PAMAM-AT (G = 3), PAMAM-OHT 

(G = 3), y PAMAM-CT (G = 2.5 y G =4.5). 

3.1.2 Dendrímeros de poli(propilenimina) (PPIl 

Los dendrímeros poli(propilenimina) (PPI), también conocidos como dendrímeros 

DAB, están formados por un corazón que es un grupo 1,4-diaminobutano (DAB) al cual se 

le unen unidades de propilenimina; los grupos terminales son grupos amina primaria. Son 

comerciales las generaciones 1 a 5, las cuales presentan 4, 8, 16, 32 y 64 grupos amino 

terminales respectivamente. 

Al igual que los dendrímeros PAMAM, las características de los dendrímeros PPI 

los convierte en macromoléculas óptimas para ser usadas como vehículos para transportar 
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compuestos con actividad terapéutica poco solubles en agua. Debido a las propiedades de 

los monómeros que lo constituyen, el interior de los dendrímeros PPI es menos polar que el 

de los PAMAM. Además de las interacciones de Van der Waals, más fuertes que con los 

dendrímeros PAMAM, pueden participar en interacciones dipolares y formar enlaces 

puente hidrógeno actuando corno aceptores debido a la presencia de las aminas terciarias 

en el interior de la estructura dendrimérica. En el presente trabajo de tesis se utilizó el 

dendrímero PPI (G = 4) (Figura 15), el cual se evaluó como vehículo de un compuesto con 

actividad antitumoral. Este dendrímero se obtuvo puro de Sigma-Aldrich y fue usado sin 

purificación adicional. 
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Figura 15. Dendrímero PPI (G = 4) 

3.1.3 Dend rimero D 

N H2

El dendrímero D (Figura 16) es un polímero dendrimérico no comercial, 

sintetizado, purificado y caracterizado de acuerdo a la metodología descripta por 

Femandez y co1.99 El corazón central de este dendrímero está formado por un grupo amina 

terciaria. Cada sustituyente del grupo amino es una ramificación del dendrímero. De este 

modo el polímero tiene tres grandes ramificaciones estructuralmente idénticas, que 

presentan un grupo amida y cadenas carbonadas, con ácidos carboxílicos como grupos 

terminales. Estos constituyen los grupos superficiales del dendrímero, responsables de su 

elevada solubilidad acuosa. 
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Figura 16. Estructura química del dendrímero D. 
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El dendrímero purificado fue almacenado en un desecador a 4°C y en oscuridad. 

3.1.4 Dend rones del tipo Newkome 

Los dendrones del tipo Newkome (Figura 17) son compuestos no comerciales cuya 

síntesis, purificación y caracterización ha sido descripta previamente en 

bibliografía.22,100,101 

(a) (b) 
\
o Or0 

R = NO2, NH2

O 
O O 

O O 
O O O 

NH HN 

Figura 17. Estructura química de los dendrones del tipo Newkome. 

(a) BBN (R=NO2), BBA (R=NH2), (b) BTA. 

Estos sistemas presentan diversos grupos terminales, ramificaciones y punto focal. 

El dendrón BBN posee grupos terbutilo como unidades superficiales y un grupo 

nitrobenceno como punto focal. Los dendrones BBA y BTA presentan un grupo anilina 
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como punto focal, pero, el primero tiene grupos terbutilo superficiales y el segundo posee 

grupos metilester corno unidades superficiales. 

Los dendrones fueron almacenados en un desecador a 4 °C y en oscuridad. 

3.2 Compuestos con actividad terapéutica 

3.2.1 N-óxido de (E)-2-feniletenil 1,2,4-triazina (Triazina) 

Los derivados de triazinas son muy estudiados en química medicinal debido a su 

alto potencial para el desarrollo de compuestos con actividad biológica.1°2 En particular, 

los derivados de 1,2,4-triazinas presentan aplicaciones en muchos campos; han sido 

evaluados como colorantes, herbicidas, pesticidas y como fármacos.1°3 Por ejemplo, se 

observó que derivados pirrólicos de 1,2,4-triazina poseen una pronunciada actividad 

inhibidora del crecimiento frente a líneas celulares de leucemia.'" También diversos 

derivados de 1,4-dióxidos de 1,2,4-triazina y 1,2,4-benzotriazina presentaron significativa 

citotoxicidad selectiva en condiciones de hipoxia, in vitro.105306 Por ejemplo, 3-amino-

1,2,4-benzotriazina 1,4-di-óxido, también conocido como Tirapazamina, muestra una alta 

toxicidad selectiva hacia las células en condiciones hipóxicas, tanto in vitro como en 

tumores in vivo, y se encuentra actualmente en fase II y III de los ensayos clínicos como 

agente antitumoral. 

Muchos potenciales fármacos anticancerígenos o antivirales han sido modelados 

con éxito a partir de derivados de 1,2,4-triazinas, sin embargo, estos agentes terapéuticos 

suelen ser poco solubles en agua y/o inestables. Además, al igual que la mayoría de los 

fármacos quimioterapéuticos, a menudo también matan a las células sanas causando 

efectos secundarios. Por consiguiente, es necesario desarrollar formulaciones que puedan 

proteger al agente activo y dirigirlo pasivamente a las células cancerosas utilizando 

nanovehículos. 

En esta tesis se estudió el compuesto N-óxido de (E)-2-feniletenil 1,2,4-triazina 

(Triazina, Figura 18). Este derivado de 1,2,4-triazina, sintetizado con el fin de obtener un 

agente citotóxico selectivo en condiciones de hipoxia presenta actividad antitumoral in 

vitro, pero muestra baja selectividad contra células V79 en condiciones de hipoxia 

comparado con el compuesto de referencia Tirapazamina , probablemente debido a su baja 

solubilidad en agua y su inestabilidad.107308 En base a esto, surge como una alternativa 

viable para mejorar la eficiencia selectiva del compuesto, su asociación a vehículos 

moleculares apropiados, para aumentar su solubilidad y proteger su llegada al sitio activo. 
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Por lo tanto, en esta tesis se evaluaron diferentes dendrímeros PAMAM como vehículos 

moleculares de Triazina en solución, con el objetivo de seleccionar el dendrímero más 

adecuado para actuar como vehículo de este compuesto terapéutico. 

=N 

N + 

Figura 18. Estructura química de N-óxido de (E)-2-feniletenil 1,2,4-triazina (Triazina) 

Triazina fue sintetizada por Cerecetto y col.107,1°8 y fue almacenada en un desecador 

al vacío y a temperatura ambiente. 

3.2.2 Ns, N'°-dióxido de 7-bromo-2-hidroxi fenazina (Fenazinal 

Los tumores sólidos se caracterizan por la formación de una masa celular con 

insuficiente neovascularización, esto favorece el desarrollo de poblaciones celulares 

hipóxicas ubicadas en zonas distantes de los vasos sanguíneos. La investigación de este 

tipo de procesos permitió el desarrollo de un grupo especial de agentes citotóxicos 

selectivos en condiciones de hipoxia. Estos compuestos son profármacos bioreducibles, 

que resultan inactivos per se y que se reducen química o enzimáticamente in vivo 

generando un compuesto activo.'09" 0

Los estudios realizados hasta el presente muestran que algunos derivados de N, N'-

dióxido de fenazina actúan como potenciales agentes citotóxicos selectivos en condiciones 

de hipoxia.111,112 Estos compuestos combinan dos agrupamientos químicos bioactivos, por 

un lado, un sistema biorreducible, la función 1V-óxido, y por otro una estructura plana, el 

sistema fenazina, que potencialmente podría interaccionar con el ADN. Además, se ha 

encontrado que presentan actividad antitripanosomal cuando se los ensaya (in vitro) frente 

a la especie Tripanosoma cruzi, microorganismo responsable de la enfermedad de Chagas. 

Entre estos derivados de N, N'-dióxido de fenazinas se encuentra el compuesto N5, N'°-

dióxido de 7-bromo-2-hidroxi fenazina (Fenazina), cuya estructura química se muestra en 

la Figura 19. Sin embargo, este compuesto presenta una solubilidad en agua insuficiente 

para su uso exitoso in vivo, disminuyendo su biodisponibilidad y efectividad. En esta tesis 

se estudió la asociación de este compuesto terapéutico a dendrímeros PAMAM y PPI, con 
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el objetivo de incrementar su solubilidad acuosa y facilitar el desarrollo de formulaciones 

clínicas que puedan ser utilizadas con éxito in vivo. 

o-
OH 

N 

O-

Figura 19. Estructura química de N5, N'°-dióxido de 7-bromo-2-hidroxi fenazina 

(Fenazina). 

3.2.3 Metil (5-1prouiltio1-1H-beneimidazol-2-il) carbamato (CBZ) 

Los compuestos derivados de bencimidazol poseen muchas aplicaciones 

terapéuticas interesantes, incluyendo, capacidad antimicrobiana, actividad contra varios 

virus tales como el VIH, actividad antialérgica, antioxidante, antihistamínica, 

antituberculosa, antihelmíntica, anticoagulante y capacidad antiinflamatoria.113

Investigaciones recientes114 han demostrado que metil (54propiltio]-1H-bencimidazol-2-il) 

carbamato (CBZ, Figura 20), comúnmente utilizado como un agente antihelmíntico de 

amplio espectro115, también es un potencial agente antitumora1.116 Este derivado de 

bencimidazol se caracteriza por un alto índice terapéutico, sin embargo, su baja solubilidad 

y problemas de adsorción limitan las aplicaciones clínicas de CBZ.117

Figura 20. Estructura química de Metil (54propiltio]-1H-bencimidazol-2-il) carbamato 

(CBZ). 

Se ha reportado que la formación de complejos de CBZ con povidona, 

ciclodextrinas y cucurbit[n]urilo permite aumentar la solubilidad acuosa de la droga.118-12°

Además, en estudios previos, se investigó la asociación de CBZ a dendrímeros PAMAM, 

de diferentes generaciones y con diversos grupos terminales, encontrándose que estas 
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estructuras poliméricas tienen una buena capacidad para aumentar la solubilidad de 

CBZ. I21

En esta tesis se presentan los resultados obtenidos del estudio de la asociación del 

carbamato CBZ al dendrímero D, con el propósito de aumentar su solubilidad en agua y 

optimizar su actividad terapéutica. Además, se investigó la formación de películas mixtas 

de Langmuir y Langmuir-Blodgett de CBZ con diferentes dendrones del tipo Newkome 

(Figura 17), con el objetivo de obtener películas con potencial aplicación en la 

administración controlada de agentes activos mediada por superficie. 
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4. MÉTODOS Y TÉCNICAS 

En esta sección se presentan los métodos y técnicas utilizadas en el marco de esta 

tesis para llevar a cabo el estudio de diferentes sistemas dendriméricos como 

nanovehículos de drogas. 

4.1 Espectroscopia de Absorción Ultravioleta-visible 

La espectroscopia de absorción ultravioleta-visible (UV-vis) es una técnica 

instrumental de amplio uso en la que se estudia la absorción de la radiación comprendida 

en la zona UV-vis del espectro electromagnético por la materia. La absorción selectiva de 

radiación produce un espectro de absorción que proporciona información para la 

determinación de la composición química y la estructura y propiedades de la materia. A su 

vez, la espectroscopia de absorción UV-vis se puede aplicar en la cuantificación de 

especies en solución. 122

En esta tesis se utilizó la técnica de espectroscopía de absorción UV-vis para el 

estudio de sistemas droga-dendrímero, como así también para cuantificar especies en 

solución, como por ejemplo, droga o hemoglobina. Los espectros de absorción se 

obtuvieron utilizando un espectrofotómetro Shimadzu U.V. 2401PC y celdas de 0.1 o 1 cm 

de paso óptico. 

4.2 Método de comparación solvatocrómica de Kamlet y Taft 

La posición e intensidad de las bandas de absorción de los espectros UV-visible de 

la mayoría de los compuestos sufren importantes cambios con la modificación del solvente 

o con la concentración. El efecto del solvente en el espectro electrónico de una molécula es 

denominado "solvatocromismo". Los corrimientos solvatocrómicos permiten detectar, 

separar y cuantificar las interacciones en las que puede participar el compuesto estudiado. 

Con el objetivo de cuantificar la dependencia del espectro de absorción UV-visible 

con el solvente muchos autores han desarrollado modelos a partir de los cuales surgen 

parámetros teóricos del solvente que son combinaciones de la constante dieléctrica, del 

índice de refracción y del momento dipolar. Sin embargo el uso de estas propiedades 

macroscópicas introduce aproximaciones inadecuadas ya que las mismas consideran al 
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solvente como un continuo no estructurado e ignoran la interacción solvente-

solvente. Tampoco se tienen en cuenta las interacciones específicas soluto-solvente que por 

lo general son las dominantes:23

Por lo tanto, la falta de expresiones teóricas y la inadecuada definición de la 

polaridad de solvente en función de constantes físicas simples, ha derivado en el uso de 

escalas empíricas de polaridad de solvente. Éstas están basadas en un proceso de 

referencia bien conocido y sensible al efecto de solvente. El empleo de parámetros 

empíricos constituye una medida más completa de la polaridad de un solvente que 

cualquier otra constante física.123 Sin embargo, la limitación de los parámetros empíricos 

radica en que hay muchos procesos sensibles al solvente que no dependen de una única 

propiedad de éste sino de varias a la vez. La capacidad de solvatación de un determinado 

solvente es el resultado de diferentes tipos de interacciones soluto-solvente presentes en un 

dado sistema. Con el empleo de ecuaciones multiparamétricas es posible tener en cuenta 

dos o más aspectos de la solvatación. Las mismas tienen la forma general dada por la 

ecuación (1).124 

A=Ao +bB+cC+dD+... (1) 

donde A es la propiedad fisicoquímica en estudio dependiente del solvente, como puede ser 

una constante de equilibrio, una constante cinética, una frecuencia del máximo de una 

banda de absorción o emisión, la solubilidad de un dado soluto etc. Ao es la propiedad 

estadística correspondiente en fase gaseosa o en un dado solvente de referencia. B, C y D 

representan distintos parámetros de solvente, tienen en cuenta las diferentes interacciones 

soluto-solvente y h, c y d son los respectivos coeficientes que miden la sensibilidad de A a 

las respectivas interacciones. 

La separación de los distintos mecanismos de interacción soluto-solvente es 

puramente formal y puede que no tenga validez teórica, debido a que dichas interacciones 

podrían estar acopladas actuando en forma dependiente. De todas maneras, si la separación 

de los distintos mecanismos que intervienen se hace convenientemente, es posible que los 

parámetros obtenidos con estas correlaciones múltiples puedan utilizarse para interpretar el 

efecto de solvente, con información del tipo y de la magnitud de las interacciones.123

Una interesante y muy utilizada aproximación consiste en el "método de 

comparación solvatocrómica de Kamlet y Taft".125-129 Estos autores consideran por 

separado a las interacciones no específicas y específicas, utilizando los parámetros 
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solvatocrómicos de solvente n*, a y p. La escala n* mide la polaridad-polarizabilidad del 

solvente y es denominada de esta manera debido a que fue derivada de los efectos de 

solvente sobre transiciones electrónicas IC—nt* de una variedad de compuestos 

nitroaromáticos.125-128 El término n* correlaciona la propiedad en estudio con la polaridad-

polarizabilidad del solvente, siendo una medida de la habilidad del medio para estabilizar 

dipolos en virtud de sus efectos dieléctricos.127,130-133 La escala 13 mide la capacidad del 

solvente para aceptar puente de hidrógeno y fue desarrollada tomando como soluto 

indicador la 4-nitroanilina que actúa como dador de hidrógeno a través del grupo NH2.'25

La escala a mide la capacidad del solvente para dar hidrógeno en la formación de un 

puente soluto-solvente y se desarrolló mediante el mismo procedimiento de comparación 

solvatocrómica que el utilizado para la escala 13, tomando como solutos indicadores el 4-

nitroanisol y la betaína ET(30).125 Se eligió al metanol, un solvente fuertemente dador de 

hidrógeno, como punto de referencia fijo (a = 1) y se midieron, a partir de él todos los 

demás solventes. 

La ecuación multiparamétrica que describe la propiedad medida en función de los 

parámetros empíricos de Kamlet y Taft es: 

A= Ao +s(71-*+d8)+aa+b,a+e (2) 

donde A es la propiedad medida y Ao es el correspondiente valor en el estado de referencia. 

Por ejemplo, para medidas solvatocrómicas A es la frecuencia correspondiente al máximo 

de una banda de absorción en un dado solvente; Ao es el correspondiente valor en un 

solvente de referencia tal como el ciclohexano. Los parámetros n*, a y f3 tienen el 

significado previamente descrito. El parámetro 8 es un término de corrección de la 

polaridad-polarizabilidad. 8 es igual a 0.0 para solventes alifáticos no cloro-sustituidos, 0.5 

para solventes alifáticos poli-cloro-sustituidos y 1.0 para solventes aromáticos. 134 es un 

parámetro adicional al f y se usa en correlaciones realizadas para ciertos tipos de familias 

de solventes. Dicho parámetro es interpretado como una medida de la valencia coordinada 

de la unión entre el soluto y el solvente. Por lo general se lo utiliza en el caso de que se 

empleen grupos de solventes con capacidades muy diferentes para aceptar puente 

hidrógeno. Los factores s, a y b son los coeficientes de sensibilidad de la banda en estudio 

a los correspondientes parámetros de solvente. Como las escalas de n*, a y p están 
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normalizadas, los cocientes entre los distintos coeficientes: als, bis y alb dan una medida 

cuantitativa de la contribución relativa del parámetro escogido. 

4.3 Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de protón (111-RMN).

La espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) estudia el 

comportamiento de núcleos atómicos que poseen un spin nuclear distinto de cero (como 

1H, 13C, 19F y 31P) en presencia de un campo magnético externo. El campo magnético 

aplicado produce un desdoblamiento de los niveles degenerados de energía del spin 

nuclear, de modo que se pueden inducir transiciones entre ellos como consecuencia de la 

absorción de radiación electromagnética en la región de las radiofrecuencias (4 a 900 

MHz).122 La disposición de los niveles de energía es una propiedad tanto de los núcleos de 

una molécula como de su entorno electrónico, y de las interacciones entre ambos. Así, la 

intensidad, forma y posición de las señales en el espectro RMN de un núcleo determinado 

están íntimamente relacionadas con su estructura molecular. De esta manera, el análisis del 

espectro RMN de un compuesto proporciona información acerca de su estructura y el 

entorno químico en el que se encuentra.135 Cuando el núcleo que se analiza es 1H, la 

técnica recibe el nombre de Resonancia Magnética Nuclear de protón (1H-RMN). 

Las técnicas RMN son una herramienta muy útil para caracterizar complejos 

huésped-dendrímero ya que brindan información sobre las interacciones intermoleculares 

presentes en el sistema.136 Por lo tanto, en esta tesis se utilizó la técnica 1H-RMN para 

analizar algunos de los complejos droga-dendrímero estudiados. Las mediciones se 

realizaron en un espectrómetro NMR Bruker 400 MHz Advance II, con sonda BBI (Broad 

Band Inverse). 

4.4 Dispersión Dinámica de la Luz (DLS) 

La dispersión dinámica de luz (DLS por sus siglas en inglés Dynamic Light 

Scattering) es una técnica muy eficaz para investigar la dinámica de soluciones y medir 

tamaños de partícula. Esta técnica permite obtener información de tamaño en pocos 

minutos para partículas con diámetros que van de algunos nanómetros hasta casi 5 11111.122 

En un experimento de DLS, la muestra se encuentra dispersa en un medio de suspensión y 

se irradia con un haz láser de una determinada longitud de onda. El movimiento browniano 

de las partículas en suspensión origina fluctuaciones temporales en la intensidad de la luz 

dispersada. Esas fluctuaciones temporales contienen información acerca del diámetro de 
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las partículas, de modo que, al conocer la intensidad de luz dispersada en función del 

tiempo se puede estimar el diámetro de las partículas.122 La función que describe las 

fluctuaciones de la intensidad dispersada es una función de autocorrelación que es la 

transformada de Fourier del espectro de energía de la luz dispersada. A partir de esta 

función se calcula el coeficiente de difusión (D) de las partículas. Finalmente el diámetro 

hidrodinámico, dh, de las partículas en solución puede ser determinado utilizando el valor 

de D, a partir de la ecuación de Stokes-Einstein, suponiendo partículas esféricas122: 

kT 
dh = 3ffnD (3) 

donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura, la viscosidad del solvente y D el 

coeficiente de difusión de las partículas 

En la Figura 21 se muestra un esquema de un equipo de DLS. Generalmente la 

lectura se realiza a 90°. La muestra se coloca en una celda de fluorescencia que se 

introduce en un líquido cuyo índice de refracción es conocido, como agua o decalina. Este 

líquido reduce la diferencia entre los índices de refracción entre el medio externo y las 

paredes de la celda. Como detectores se utilizan celdas fotomultiplicadoras de diodos 

fotosensitivos. Los correlacionadores son unidades de hardware que implementan una 

función de autocorrelación. 

Láser 
Luz incidente 

Muestra 

Luz dispersada 

Detector 

Computadora con 
correlacionador 

Figura 21. Esquema de un equipo de dispersión dinámica de luz (DLS) 
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4.5 Química computacional 

El desarrollo de la química computacional y la gran popularidad que alcanzó esta 

nueva metodología de estudio está frecuentemente vinculado con el incremento de la 

capacidad de procesar datos de las computadoras en las últimas décadas. Al igual que otras 

ramas de la química, la química computacional es una herramienta que puede ser utilizada 

en combinación con otras técnicas para alcanzar una mayor comprensión de procesos y 

reacciones químicas. 

El desarrollo de paquetes de software de fácil utilización ha permitido la 

caracterización y predicción de estructuras, el análisis de la estabilidad de sistemas 

químicos, calcular las diferencias de energías entre distintos estados, como así también 

explicar caminos de reacción y proponer mecanismos a escala atómica. 

4.5.1 Métodos de cálculos 

El principio básico de un simulador molecular es la búsqueda de mínimos en una 

superficie de energía potencial. Para construir una superficie de energía potencial es 

necesario conocer los valores de energía y sus manifestaciones, tales como la fuerza que 

actúa sobre un átomo. Actualmente la mayoría de los paquetes de software utilizan dos 

métodos de cálculos para obtener estos valores de energía: uno basado en mecánica 

molecular y otro en mecánica cuántica. Los basados en mecánica cuántica pueden ser 

clasificados en métodos cuánticos semiempíricos y ab initio. 

En mecánica cuántica se pueden obtener los valores de energía y las funciones de 

onda de una molécula a partir de la ecuación de Schródinger. Como se mencionó 

anteriormente existen en general dos métodos de resolución de la ecuación de Schródinger, 

los cálculos ab initio y semiempíricos. A continuación se darán algunas características de 

estos métodos omitiendo el complejo tratamiento matemático que las soportan. Para mayor 

detalle se puede consultar el libro "Química Cuántica" de Levin, I. N.'" 

El método mecánico cuántico ab initio fue el primero en ser desarrollado y ha sido 

perfeccionado durante muchas décadas. Este método utiliza la aproximación de Hartree-

Fock para expresar el hamiltoniano electrónico y supone que el hamiltoniano electrónico 

puede ser descrito por la sumatoria de hamiltoníanos efectivos mono electrónicos. El 

operador de Fock depende implícitamente de la solución, además, éste considera la energía 

cinética electrónica, la energía potencial causada por la presencia del núcleo y 

fundamentalmente considera el efecto medio generado por los n-1 electrones presentes en 
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la molécula. En resumen, estos cálculos utilizan parámetros asociados con los orbitales 

atómicos, como por ejemplo el tipo de orbital (s o sp), o números atómicos. La exactitud 

alcanzada en la resolución por medio de este método puede igualar a la obtenida en 

resultados experimentales. Sin embargo, para alcanzar esta alta exactitud se necesita un 

enorme poder de procesamiento de cálculos por medio de la computadora. El desarrollo 

reciente de poderosas computadoras ha permitido extender la aplicación de este método a 

moléculas que contienen varios átomos. Sin embargo, los cálculos de moléculas grandes 

insumen una gran cantidad de tiempo. Esta última razón restringe el uso de cálculos ab-

initio a sistemas moleculares de tamaño pequeño. 

El método mecánico cuántico semiempírico, al igual que el método ab-initio, utiliza 

una rigurosa formulación mecánica cuántica. Pero a diferencia de los cálculos ab-initio 

éstos se resuelven sólo con los electrones de valencia de la molécula en estudio. Por otra 

parte, los cálculos semiempíricos introducen aproximaciones en la ecuación de Hartree 

Fock. Estas aproximaciones consideran la matriz de solapamiento igual a cero, si los 

orbitales involucrados son diferentes, e iguales a uno si los orbitales son iguales. Además, 

las integrales bielectrónicas se desprecian o se parametrizan.138

Las aproximaciones realizadas en los métodos semiempíricos permiten extender los 

cálculos a moléculas mayores que los ab-initio.139 Por otra parte, la inexactitud introducida 

por estas aproximaciones es corregida en cierta forma al utilizar datos experimentales para 

definir los parámetros y en algunos casos puede ser tan exacto como el método ab-initio, el 

cual emplea mucho mayor tiempo de cálculo. 

De acuerdo a las distintas aproximaciones realizadas surgen los diversos métodos 

que revisten diferente utilidad.138 Entre los métodos semiempíricos podemos citar al 
mND0140,141 (Modidied Neglet of Diatomic Overlap) que retiene integrales biatómicas 

bicéntricas y las integrales bielectrónicas monocéntricas son obtenidas de parámetros 

empíricos. Este método produce buenos resultados en compuestos de fósforo, pero no 

reproduce correctamente las interacciones por puente de hidrógeno y no sirven para 
142 (Austin Model 1) y pm3143,144 sistemas biológicos. Los métodos AMI (Parametric 

Method Number 3) son básicamente similares a MNDO pero corrigen la excesiva 

repulsión a distancia de Van der Waals, que impedía el tratamiento de enlaces hidrógeno. 

Estos métodos surgen simultáneamente y son los más adecuados para predecir geometrías, 

ya que están parametrizados con datos geométricos. Comparando estos dos métodos 

podemos decir que AM1 predice muy bien las geometrías, barreras de rotación, calores de 

formación, potenciales de ionización y densidad de cargas, sin embargo, suele generar 
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dificultades en la predicción del carácter angular de enlaces puente hidrógeno. PM3 por 

otra parte, es un método que da buenos resultados con nitro compuestos, pero no se 

obtienen buenos resultados en los cálculos de potenciales de ionización y densidad de 

carga. 

En cuanto al uso de estos métodos para la obtención de parámetros moleculares que 

luego serán utilizados en la interpretación de resultados experimentales se debe tener un 

gran cuidado a la hora de elegir un método de cálculo. La primera elección es la utilización 

de un método basado en la mecánica molecular o en la mecánica cuántica. En muchos 

casos, en especial para moléculas de gran tamaño, es correcto realizar una primera 

optimización de geometría utilizando un método basado en la mecánica clásica y luego 

pasar a optimizaciones mecánico-cuánticas, así se ahorra tiempo de cómputo. Dentro de los 

métodos cuánticos se debe elegir entre las dos opciones presentadas anteriormente, los 

métodos ab-initio y serniempíricos. Esta elección está gobernada fundamentalmente por el 

tamaño de la molécula y por el tipo de estudio que se desea realizar. Si se elige la 

realización de cálculos semiempíricos debe tenerse especial cuidado en la selección del 

método. En primer lugar se deben conocer las virtudes y desventajas de cada método. De 

esta forma se puede elegir el método que mejor se desempeñe en el análisis de un problema 

particular. Además, la comparación de resultados calculados nunca debe hacerse con datos 

obtenidos con dos métodos diferentes. 

4.6 Técnicas de LanEmuir y Laneniuir-Blodeett 

4.6.1 Monocapas de Lanemuir en la interfase aire-nua 

Una monocapa de Langmuir es una película delgada, de espesor molecular, que se 

forma en la interfase aire-agua y es insoluble en la fase acuosa. Las moléculas que forman 

estas monocapas se caracterizan por tener una parte apolar hidrofóbica, la cual 

generalmente está formada por cadenas hidrocarbonadas, y otra región polar hidrofilica, 

formada por grupos funcionales tipo ácido carboxílico, amina, sulfato, alcohol, entre 

otros.145 Las moléculas que poseen estas características, es decir, una parte hidrofóbica y 

una parte hidrofílica, se conocen como moléculas anfifilicas. 

Para preparar monocapas de Langmuir en la interfase aire-agua, se colocan, sobre la 

superficie acuosa, gotas de una solución diluida de un compuesto anfifílico, disuelto en un 

solvente volátil e inmiscible con el agua como cloroformo (Figura 22 (a)). En este proceso, 

la elección del solvente en el cual se va a preparar la solución del anfifílo es importante ya 
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que debe favorecer la máxima dispersión de las moléculas sobre el agua. 146 Las moléculas 

anfifílicas rápidamente se extienden sobre la interfase para cubrir toda el área disponible. 

Después de la evaporación del solvente, la disposición de las moléculas es aquella en la 

que su situación energética resulta más favorable, con los grupos polares en contacto o 

inmersos en la subfase acuosa y la parte hidrofóbica fuera de la misma. En esta situación 

inicial la distancia entre las moléculas es muy grande, ya que se encuentran dispersas 

cubriendo toda el área disponible, y las interacciones entre ellas son pequeñas. Bajo estas 

condiciones la monocapa tiene un efecto mínimo sobre la tensión superficial del agua. Al 

reducir el área de la superficie disponible de la monocapa con una barrera móvil, las 

moléculas comienzan a estar cada vez más cerca unas de otras, aumentando la densidad de 

moléculas en la interfase aire-agua. Como consecuencia de esto, la tensión superficial de la 

zona cubierta por la monocapa disminuye respecto a la tensión superficial de la superficie 

del agua limpia, y la presión superficial (ir) se incrementa (Figura 22 (b)). 

(a) 

Sistema de 
medida de n 

Solución de 
compuesto anfifflico 

Molécula 
anfiffilca 

(b) Incremento den 

Barrera 
móvil 

Figura 22. Formación de una monocapa de Langmuir en la interfase aire-agua. 

La presión superficial, es el análogo bidimensional de la presión y se define como: 

it = Yo — Y (4) 
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donde yo es la tensión superficial del agua pura y y es el valor de la tensión superficial en 

presencia de la monocapa a un área determinada. En general, existen dos tipos principales 

de sistemas para medir la presión superficial: el Wilhelmy y el Langmuir. 

Los líquidos polares corno el agua tienen interacciones intermoleculares fuertes y, 

por lo tanto, tensiones superficiales altas. La tensión superficial del agua es 72.8 mN/m a 

25°C y presión atmosférica. Éste es un valor de tensión superficial excepcionalmente alto, 

comparado con la mayoría de los otros líquidos, por lo que el agua es el compuesto usado 

como subfase por excelencia para estudios de monocapas de Langmuir. 

Es importante mencionar que las moléculas anfifílicas con las cuales se desea 

formar una monocapa de Langmuir deben tener un buen balance hidrofílico-

hidrofóbico.93347 La parte hidrofílica del anfifilo confiere solubilidad en agua, mientras que 

la parte hidrofóbica evita la solubilización en agua. La habilidad de un anfifilo para formar 

una monocapa en la interfase aire-agua depende del balance entre estas dos fuerzas 

opuestas, las cuales están determinadas por el tamaño de la parte hidrofóbica de la 

molécula y la fuerza del grupo hidrofilico (tamaño, polaridad, carga, capacidad de 

hidratación). Si la parte hidrofóbica es muy pequeña, o el grupo polar muy fuerte, las 

moléculas se disolverán en la fase acuosa, y no podrá formar una monocapa estable. Por 

otro lado, si la parte hidrofóbica es demasiado grande, las moléculas cristalizarán sobre la 

superficie acuosa y no formarán una monocapa en la interfase. 

4.6.2 Isotermas presión superficial (n) - área por molécula (A) 

Una isoterma presión superficial (n) - área (A) es un gráfico del cambio de presión 

superficial en función del área disponible para cada molécula en la superficie de la subfase 

acuosa.  145 Esta isoterma es el indicador más común de la formación de la monocapa y de 

las propiedades de la misma. La isoterma se mide a temperatura constante, por lo general 

bajo una condición de pseudo-equilibrio, comprimiendo de forma constante la monocapa, 

mientras se monitorea la presión superficial. 

Como se comentó anteriormente, luego de añadir una cantidad determinada de la 

solución del anfifilo sobre la superficie acuosa, se espera un tiempo para que se evapore el 

solvente y se comienza a comprimir la monocapa. Al comprimir, el área superficial 

disponible se reduce, se incrementa la densidad superficial de las moléculas, disminuye la 

tensión superficial del agua y aumenta la presión superficial (7r) (de acuerdo a la ecuación 

(4)). De esta manera, al graficar la It frente al A, se obtienen gráficas del tipo mostrado en 
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la Figura 23, donde la presión superficial aumenta cuando el área disminuye. Las isotermas 

re-A son la analogía bidimensional de una isoterma presión-volumen. 

La isoterma es un método fundamental para obtener información sobre el estado 

termodinámico que presenta una monocapa a una temperatura y presión superficial dada. 

En ella se pueden identificar transiciones de fase que indican cambios termodinámicos que 

ocurren en la monocapa y, además, se puede obtener información sobre el área aproximada 

que ocupan las moléculas.'" 

Las isotermas n-A muestran distintas regiones, denominadas fases, que son 

características de los diferentes estados de agregación que las moléculas adoptan en la 

monocapa durante la compresión. Estas fases, que corresponden a diversas organizaciones 

moleculares, son el resultado de las fuerzas de interacción entre las moléculas de la 

monocapa (fuerzas de Van der Waals e interacciones coulómbicas atractivas y repulsivas) 

y entre la película y la subfase.149
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Figura 23. Isoterma n-A de una monocapa en la interfase aire-agua mostrando las fases 

que se encuentran comúnmente. 

LC 

La Figura 23 muestra una isoterma generalizada para una sustancia anfifílica 

simple. A áreas grandes la monocapa se encuentra en la fase denominada gas 

bidimensional (Gas); las moléculas se encuentran muy separadas unas de otras en el seno 

de la monocapa y las interacciones entre ellas son débiles. Las moléculas se encuentran 

con la parte polar en la subfase y la región hidrofóbica cerca de la interfase aire-agua. Al 

comprimir la monocapa en fase gaseosa, la parte hidrofóbica de la molécula comienza a 
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alejarse de la interfase y las moléculas comienzan a experimentar fuerzas atractivas entre 

ellas, alcanzándose la fase líquido expandido (LE). Entre la fase Gas y LE ocurre una 

transición de fase, en la cual coexisten ambos estados. En general, esta transición está 

acompañada por una región de meseta constante, pero, debido a que las interacciones que 

operan entre las moléculas anfifílicas en esta situación todavía son muy débiles, esta 

porción de la isoterma generalmente no puede ser resuelta. Aumentos posteriores de 

presión dan lugar a un estado más ordenado conocido corno líquido condensado (LC). En 

esta fase la organización de la monocapa es más compacta y la parte hidrofóbica de la 

molécula se orienta perpendicularmente a la interfase. De nuevo, ocurre una transición de 

fase entre LE y LC, que se observa como una meseta en la isoterma. Si se continúa 

comprimiendo la monocapa, se alcanza la fase sólida bidimensional (S), en la cual las 

moléculas forman una película compacta, orientadas de manera uniforme, con la parte 

hidrofóbica bien perpendicular a la interfase. 

Finalmente, si se continúa comprimiendo la monocapa, luego de la fase sólida 

ocurre el fenómeno de colapso. Cuando la presión superficial es demasiado alta, la 

monocapa se vuelve inestable y pierde su forma monomolecular. Algunas moléculas son 

expulsadas fuera del plano de la monocapa hacia la subfase o por encima de la monocapa 

formando multicapas. En base a esto, se puede definir la presión de colapso (ir) como el 

valor máximo de presión superficial al cual la monocapa puede ser comprimida sin una 

expulsión detectable de moléculas desde la monocapa de Langmuir.145 Este es un 

parámetro importante que puede obtenerse a partir de la isoterma Tc-A y está relacionado 

con la estabilidad de la monocapa. En general, a mayor presión de colapso más estable es 

la monocapa. Otro parámetro muy importante es el área límite (A0), obtenido por 

extrapolación del tramo de mayor pendiente de la isoterma a presión superficial cero, el 

cual corresponde al área ocupada por una molécula en una situación de máximo 

empaquetamiento (Figura 23). 

Por lo tanto, de las isotermas 7t-A se puede obtener información acerca de la 

organización de las moléculas en la monocapa, las interacciones entre ellas, la estabilidad 

de la monocapa en la interfase aire-agua, la existencia de transiciones de fase, 

transformaciones conformacionales y el área aproximada que ocupan las moléculas.148

Es importante aclarar que el número y la complejidad de las regiones de una 

isoterma dependerán de las características del sistema estudiado y de las condiciones 

experimentales (temperatura, composición de la subfase, pH, etc). 150 Como se muestra en 

la Figura 24, en el caso de ácidos grasos con cadenas hidrocarbonadas largas, en general no 

Náhir Dib - Tesis Doctoral en Ciencias Químicas 46 



4. MÉTODOS Y TÉCNICAS 

existe la fase LE, y ocurre una transición directa desde la fase Gas a la fase condensada. En 

este caso las fuerzas de van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas son las 

responsables de las transiciones de fase. Por otro lado, en las monocapas de fosfolídos o 

glicolípidos, cuyas moléculas contienen dos cadenas hidrocarbonadas, el tamaño de la 

cabeza polar influye en el empaquetamiento de las cadenas, y en consecuencia, en el estado 

de agregación molecular de la monocapa condensada, observándose las fases Gas, LE, LC, 

S y la transición LE-LC. En general, debido a su polaridad, tamaño, forma, interacción con 

el agua y/o con grupos polares de moléculas vecinas, muchos grupos polares influyen 

fuertemente en la disposición de la parte hidrofóbica del anfifilo en la monocapa y por lo 

tanto en las características de la isoterma.'" 
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Figura 24. Isotermas n-A esquemáticas de ácidos grasos de cadena larga y de fosfolípidos. 

Adaptada de bibliografia (149). 

La forma de una isoterma y las transiciones de fase que presenta dependen no sólo 

del sistema estudiado sino también de las condiciones experimentales. La temperatura de la 

subfase es un factor importante que debe controlarse ya que al variarse se observan 

diferentes transiciones de fase. Una disminución de la temperatura provoca un incremento 
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de las interacciones atractivas entre las moléculas que forman la monocapa, con lo cual la 

película resulta más ordenada, coherente y compacta. En la isoterma, esto provoca un 

corrimiento a menores áreas y una extensión de la fase LC.151 Además, en general, al 

disminuir la temperatura se observa un incremento de la ne en la isoterma.93

La velocidad a la cual se lleva a cabo la compresión es otro parámetro que modifica 

la forma de la isoterma. Mientras mayor sea la velocidad de compresión, el sistema se aleja 

más del equilibrio termodinámico, por eso es importante comprimir la monocapa a bajas 

velocidades.149

4.6.3 Monocauas mixtas 

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los requerimientos para formar 

monocapas de Langmuir de un determinado compuesto es que éste sea anfifílico. Debido a 

esto, la gama de moléculas que pueden formar monocapas estables es, en principio, 

limitada. Sin embargo, existen métodos, basados en la construcción de monocapas 

complejas, que permiten fabricar películas de Langmuir con componentes que por sí solos 

no pueden formar este tipo de películas. El primer método consiste en añadir moléculas 

solubles en la subfase acuosa, las cuales pueden adsorberse sobre la monocapa, y así ser 

retenidas en la interfase. El otro método, más efectivo, es el denominado coesparcimiento, 

en el cual se coloca sobre la superficie acuosa una mezcla de la molécula anfifílica y la 

molécula de interés que no forma monocapa por sí sola, en un solvente volátil e inmiscible 

con el agUa.152-154 De esta forma, la molécula de interés queda retenida en la interfase. 

Con estos métodos, se amplía el rango de moléculas que pueden ser estudiadas 

mediante la técnica de Langmuir. Además, estas técnicas permiten estudiar los cambios 

introducidos en las monocapas de la molécula estudiada por interacción con otras 

moléculas. 

4.6.4 Estabilidad de monocanas de Lanemuir 

La estabilidad de las monocapas de Langmuir en la interfase aire-agua es una 

propiedad muy importante que debe estudiarse si se desean transferir las monocapas sobre 

sustratos sólidos.82 Cuando se generan películas de Langmuir-Blodgett, la estabilidad de la 

monocapa sobre la subfase acuosa es uno de los principales requisitos para obtener 

películas organizadas que presenten una alta calidad estructural sobre la superficie sólida. 
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El estudio de la estabilidad de una monocapa de Langmuir puede realizarse 

midiendo la disminución en la presión superficial cuando el área se mantiene constante, o 

registrando la disminución del área por molécula cuando la presión superficial es 

mantenida constante.82'93 Otra forma de analizar la estabilidad de la monocapa es 

mediante experimentos de histéresis, en los cuales se realizan ciclos sucesivos de 

compresión y expansión. Es decir, la monocapa se comprime hasta una determinada 

presión superficial y luego se expande al estado original; esto se repite varias veces. Esto 

también permite analizar la reversibilidad de las monocapas. En el primer ciclo de 

compresión-expansión es normal observar cierta histéresis, incluso en monocapas estables. 

Esto se ha atribuido principalmente a una diferencia en los procesos de agregación 

(organización de las moléculas en la compresión) y relajación (desorganización de las 

moléculas en la descompresión), debido al no retorno de los dominios formados durante la 

compresión a su estado original luego de la descompresión.155356 Para monocapas poco 

estables, se observa un desplazamiento continuo de los ciclos de histéresis consecutivos 

hacia áreas menores, lo cual se debe a la pérdida de moléculas que forman la monocapa en 

la subfase (disolución de la monocapa) o a la formación de multicapas (colapso de la 

monocapa).157 

La estabilidad de las monocapas depende principalmente de la disolución de la 

película en la subfase y de la estabilidad mecánica para resistir las sucesivas compresiones. 

Varios factores permiten aumentar la estabilidad de la monocapa antes de su transferencia. 

Estos factores incluyen la presencia de iones multivalentes en la fase acuosa, así como el 

pH de la subfase. También se ha observado que los tiempos de espera para la evaporación 

del solvente antes de la compresión y el tiempo de espera después de la compresión de la 

monocapa (tiempo de relajación) pueden influir en la estabilidad de la película.149

4.6.5 Películas de Lan2muir-Blodeett (LB) 

Cuando la presión superficial es lo suficientemente alta como para asegurar la 

cohesión lateral de las moléculas en la película de Langmuir, la monocapa puede ser 

transferida desde la superficie del agua a un sustrato sólido. Existen diferentes técnicas a 

través de las cuales puede transferirse la monocapa desde la interfase aire-agua, siendo una 

de las más difundidas la técnica de Langmuir-Blodgett (LB).158359

La técnica de LB consiste en colocar un soporte sólido perpendicular a la interfase 

aire-agua cubierta por la monocapa que se va a transferir y, mediante inmersión y/o 
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emersión de dicho soporte, las moléculas se van depositando sobre el sustrato sólido 

(Figura 25). Durante el proceso de transferencia se hace avanzar la barrera móvil para 

compensar la pérdida de moléculas y mantener constante la presión superficial. La película 

formada se conoce como película de LB. Cuando todos los parámetros son optimizados, 

esta técnica es una de las más prometedoras para la preparación de películas delgadas de 

moléculas anfifílicas, ya que permite (i) un control preciso del espesor y de la organización 

molecular, (ii) un depósito homogéneo de la monocapa sobre áreas grandes (iii) la 

posibilidad de transferir monocapas en casi cualquier tipo de sustrato sólido y (iv) de 

elaborar estructuras de multicapa con composiciones de capa diferentes.149

soporte sólido 

n constante 

Figura 25. Trasferencia de monocapa en la interfase aire-agua a un soporte sólido 

mediante la técnica de Langmuir-Blodgett. 

En la actualidad no se conocen todos los mecanismos por los que las monocapas en 

la interfase aire-agua se transfieren a los sustratos sólidos. Se sabe que las interacciones 

moleculares implicadas en la deposición de la primera capa pueden ser bastante diferentes 

de las responsables de la transferencia de las siguientes. Además, para algunos materiales, 

la deposición de la película parece estar asociada con un cambio de fase al cambiar de 

interfase. Sin embargo, no siempre pueden explicarse fenómenos como los diferentes 

modos de transferencia y la adecuada velocidad a la que los materiales pueden 

depositarse.149

La fabricación de películas LB de alta calidad requiere de un alto grado de 

experimentación, así como de un control cuidadoso de todas las variables experimentales, 

como son: estabilidad y homogeneidad de la monocapa, propiedades de la subfase 

(composición, fuerza iónica, pH y temperatura), naturaleza del sustrato (estructura y 

carácter hidrofóbico o hidrofílico), velocidad de inmersión y emersión del soporte, ángulo 
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de penetración del sustrato en la subfase, número de monocapas transferidas y presión de 

compresión durante el proceso de deposición.82

El valor óptimo de la presión superficial con el cual se obtienen los mejores 

resultados depende de la naturaleza de la monocapa y se debe determinar 

experimentalmente.149 Sin embargo, por lo general, la transferencia se lleva a cabo en la 

fase consensada, donde la monocapa se encuentra en una situación de mayor 

empaquetamiento y la eficiencia de la transferencia suele ser mayor. En estas condiciones 

la presión superficial es lo suficientemente alta para asegurar una fuerte cohesión lateral en 

la monocapa, de manera que se mantenga íntegra durante el proceso de transferencia. Con 

el fin de obtener películas de LB homogéneas, la monocapa debe comprimirse lentamente 

para evitar el colapso local. Además, la presión superficial de transferencia debe 

corresponder al inicio de la fase condensada; de esta manera se logra una cohesión lateral 

de la monocapa suficiente para lograr una buena transferencia pero no demasiada alta 

como para provocar la aparición de defectos como la formación de multicapas o 

solubilización de moléculas en la subfase. 

4.6.6 Relación de transferencia 

La transferencia de monocapas desde la interfase aire-agua a sustratos sólidos se 

puede cuantificar a través de la denominada relación de transferencia. Durante el proceso 

de deposición se hace avanzar la barrera móvil para compensar la pérdida de moléculas y 

mantener constante la presión superficial. Esto permite la determinación de la relación de 

transferencia, que se utiliza como un indicador de la calidad de la deposición. 

La relación de transferencia (r) se define como: 

(5) 

donde AL es la disminución del área ocupada por la monocapa en la interfase aire-agua, a 

presión constante, y As es el área cubierta del sustrato sólido (Figura 26). Así, la 

transferencia es más eficiente cuando r es igual a uno. Hay que destacar que para la 

primera capa transferida, r a veces es mayor a uno, a causa de las heterogeneidades 

microscópicas de la superficie del sustrato. Sin embargo, un valor fuera del rango de 0.8 a 

1.20 sugiere pobre homogeneidad de la película transferida. 
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Los defectos en la película transferida pueden ser muy perjudiciales para algunas 

aplicaciones tales corno dispositivos electrónicos moleculares que tienen funciones 

específicas en el nivel molecular. Sin embargo, otras aplicaciones no se ven perjudicadas 

por la formación de películas de LB que no estén perfectamente estructuradas y 

homogéneas. 

AL

11111M el 

AsIr 

Figura 26. Relación de transferencia (T) para la transferencia de monocapas desde la 

interfase aire-agua a un sustrato sólido. 
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La organización molecular y la homogeneidad de las películas de LB dependen en 

gran medida de la calidad de la monocapa de Langmuir. Muchos defectos encontrados en 

las películas de LB pueden ocurrir antes de la transferencia. Tales defectos se deben a la 

pérdida de la integridad de la monocapa en la interfase aire-agua durante el tiempo 

transcurrido entre la dispersión de las moléculas sobre la superficie acuosa y la 

transferencia.160-162 Por lo tanto, como se mencionó anteriormente, la homogeneidad y 

estabilidad de la monocapa de Langmuir son el primer factor crucial para obtener depósitos 

de buena calidad. Recién una vez que la estabilidad de la monocapa en la interfase aire-

agua ha sido completamente estudiada puede abordarse el proceso de transferencia. 

4.6.7 Sustratos y tipos de deposición 

Dependiendo de la naturaleza del sustrato, la primera monocapa se transferirá 

durante la inmersión o emersión del soporte sólido a través de la película de Langmuir. Si 
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el sustrato es hidrofóbico la monocapa se transferirá durante la inmersión, cuando la región 

no polar de las moléculas que forman la monocapa interactúe con él. Por el contrario, si el 

sustrato es hidrofilico, la monocapa se transferirá durante la emersión, cuando las cabezas 

polares de las moléculas interactúen con la superficie. De esta forma, al usar un sustrato 

hidrofílico, éste se debe colocar sumergido en la subfase antes de formarse la monocapa de 

Langmuir. Luego de la transferencia de la primera monocapa, el sustrato hidrofílico se 

vuelve hidrofóbico y se puede transferir una segunda monocapa a través de la inmersión 

del mismo. De la misma forma, un sustrato hidrofóbico se vuelve hidrofílico al realizar la 

primera transferencia y una segunda monocapa puede ser transferida durante la emersión. 

Así, a través de la transferencia sucesiva de monocapas mediante inmersiones-emersiones 

se pueden obtener multicapas sobre el sustrato sólido. 

En la Figura 27 se muestran diferentes tipos de transferencia de LB. En la 

denominada de tipo Y, el ordenamiento de la película es centro simétrico, estableciéndose 

una configuración cabeza-cabeza y cola-cola en sucesivas transferencias. En este caso el 

sustrato es hidrofílico y la primera monocapa se transfiere cuando el sustrato es sacado de 

la subfase. En la transferencia tipo X, la monocapa se trasfiere únicamente durante la 

inmersión del soporte a través de la interfase y en la tipo Z, la monocapa se deposita 

solamente al emerger el sustrato de la subfase. En ambos casos se obtienen películas no 

centrosimétricas. Es importante tener en cuenta que puede ocurrir cierta reorganización en 

la película durante o un tiempo después del proceso de transferencia. 163

mrrr TTIT 
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Figura 27. Tipos de transferencia de Langmuir-Blodgett 

Existe un gran número de materiales sobre los cuales se pueden depositar las 

monocapas, pero los más utilizados, para luego llevar a cabo la caracterización de las 

películas de LB utilizando Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) son: mica, vidrio pulido 

y cuarzo. La mica es el sustrato por excelencia sobre el cual se transfieren las monocapas 

de Langmuir, ya que tiene una superficie atómicamente plana y limpia. Los cristales que 
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forma la mica se encuentran ensamblados en estructuras de capas sobrepuestas que se 

pueden separar fácilmente. De esta manera, la superficie clivada de la mica es 

químicamente libre de impurezas evitándose una preparación del sustrato que requiera 

métodos laboriosos. Además, la mica mantiene carga negativa en soluciones, lo que la 

transforma en un sustrato altamente hidrofílico. 

En esta tesis se formaron películas de Langmuir y Langmuir-Blodgett de dendrones 

utilizando una balanza NIMA 611 con un sistema Wilhelmy de medida de la presión 

superficial. Para las transferencias de Langmuir-Blodgett, la balanza contiene un brazo 

mecánico acoplado, que sostiene la superficie sobre la que se transfiere la monocapa, se 

mueve perpendicularmente a la interfase y es controlado por ordenador. 

4.7 Microscopio de Fuerza Atómica 

La Microscopía de Fuerza Atómica (AFM, por sus siglas en inglés Atomic Force 

Microscopy)164 pertenece al grupo de técnicas llamadas Microscopías de campo cercano 

(SPM, por sus siglas en inglés Scanning Probe Microscopes), las cuales se basan en medir 

cambios en la magnitud de la interacción entre una sonda o punta afilada y la superficie de 

la muestra. Dependiendo de la microscopía SPM es el tipo de interacción entre la punta y 

la muestra. Moviendo la punta sobre la superficie se obtiene un mapa de esta interacción y 

por lo tanto una imagen de la muestra en estudio. Los microscopios SPM son utilizados 

para estudiar propiedades de las superficies de los materiales desde el nivel atómico hasta 

las micras. 

La Microscopía de Fuerza Atómica se basa en la detección de las fuerzas de 

interacción que existen entre átomos y moléculas. Estas fuerzas, que pueden ser tanto de 

largo como de corto alcance, así como atractivas o repulsivas, existen en todos los 

materiales, por lo que la Microscopía de Fuerza Atómica es en principio aplicable a 

cualquier tipo de material. Además, tiene la ventaja de que puede operar en ambientes 

variados, como ultra-alto vacío, aire y líquido.165

En la Figura 28 se muestra un diagrama simple de un microscopio de fuerza 

atómica, donde se indican los componentes principales del mismo. I66 El equipo posee una 

punta muy fina que se localiza en el extremo de un cantiléver, con la cual se barre de 

manera automática sobre la superficie de la muestra. Las fuerzas entre la punta y la 

superficie causan la deformación elástica del cantilever. Un haz de luz laser se hace incidir 
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sobre la superficie pulida de la parte posterior del cantiléver, donde se refleja y se dirige 

hacia la posición sensible de un fotodetector de cuatro cuadrantes. Una pequeña deflexión 

del cantiléver inclinará el haz reflejado y cambiará la posición del haz sobre el 

fotodetector. El fotodetector mide la diferencia en intensidad de luz entre los cuadrantes 

superiores y los inferiores así como entre los cuadrantes de la derecha y los de la izquierda. 

Mediante un mecanismo de retroalimentación, los scanners piezoeléctricos pueden 

mantener la punta interaccionando con la superficie a fuerza constante, con lo cual se 

obtiene información de alturas, topográfica. Sino la punta se puede mantener a altura 

constante respecto de la superficie de la muestra para obtener información de fuerza. Con 

objeto de obtener buenos resultados con AFM, es necesario un aislamiento perfecto de 

vibraciones. 

Muestra 

Escáner 
piezoeléctrico 

x 

Figura 28. Diagrama de un Microscopio de Fuerza Atómica. 

Adaptado de bibliografía (166). 

Existen diferentes modos de operación del AFM de acuerdo a la dinámica del 

cantiléver y el tipo de interacción que se establece entre la punta y la muestra: 

Modo contacto: En este modo de operación el extremo de la punta se encuentra 

permanentemente en contacto físico con la superficie de la muestra, de manera que existe 

una repulsión estérica. Las fuerzas de interacción existentes entre la superficie y la punta 

dan lugar a una deflexión vertical en el cantiléver, y al desplazarse sobre la superficie de la 

muestra, los accidentes topográficos de la misma producen variaciones de esta deflexión. 
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El contacto permanente entre la punta y la muestra hace que esta forma de 

operación del AFM sea muy invasiva, haciendo que muestras delicadas resulten fácilmente 

dañadas y/o arrastradas por la punta. 

Modo de no contacto: En este modo de operación la distancia entre la punta y la 

muestra es lo suficientemente elevada como para que sólo se establezcan fuerzas 

atractivas. Se miden los cambios en la frecuencia de oscilación del cantiléver, inducidos 

por la interacción punta-muestra que se requieren para mantener la amplitud de oscilación 

constante en todo momento. 

Modo de contacto ínterin/lente o tapping: En este modo se hace oscilar un 

cantiléver rígido a una frecuencia cercana a su frecuencia natural de resonancia (50-500 

KHz) y con una elevada amplitud (100-200 nm). Sólo existe contacto entre la punta y la 

muestra en el punto más bajo del recorrido oscilatorio. Con esto se consigue eliminar las 

fuerzas laterales, lo que produce un aumento de la resolución y además se reduce el daño 

sobre la muestra. 

La interacción punta-muestra provoca por lo general un desfase entre la serial 

periódica que alimenta al cantiléver y la oscilación real de este. Este desfase depende en 

gran medida de ciertas propiedades de la muestra, de modo que en superficies heterogéneas 

(debido a que están compuestas de diferentes materiales o por que alguna de sus 

características varíe localmente), el contraste de las imágenes de fase refleja dicha 

heterogeneidad. Así, las imágenes de fase permiten detectar, por lo general de manera 

cualitativa, variaciones en la composición química, adhesión u otras propiedades de 

superficie de la muestra que no se manifiestan necesariamente en imágenes topográficas. 

La Microscopía de Fuerza Atómica es una técnica muy utilizada para la 

caracterización de películas de LB sobre sustratos sólidos, ya que permite analizar la 

homogeneidad de las películas, la existencia y magnitud de defectos superficiales y el 

espesor de los films 82-9°367 Por lo tanto, en esta tesis se utilizó la técnica de Microscopía de 

Fuerza Atómica para caracterizar películas de Langmuir-Blodgett de dendrones puros y de 

dendrones con un compuesto activo. Se utilizó un equipo Agilent 5500 SPM (AFM, STM). 
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

5.1 Determinación de la solubilidad de Triazina 

Se preparó una solución patrón de Triazina en metanol (Me0H) de concentración 

2x10-3 M. Un volumen adecuado de solución fue trasvasado a un matraz de 5 rriL y se 

procedió a la evaporación del solvente con corriente de nitrógeno. Seguidamente se agregó 

agua desionizada hasta el enrase. Las soluciones fueron sonicadas durante 10 minutos y 

almacenadas a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Para obtener soluciones de 

mayor concentración de Triazina se trasvasó a un matraz de 5 rriL la cantidad necesaria de 

solución patrón y se evaporó el solvente con corriente de nitrógeno. Seguidamente se 

transfirió al matraz la solución acuosa de menor concentración preparada según se detalló 

anteriormente. 

Además, se preparó una solución saturada de Triazina en agua desionizada. Para 

esto se añadió un exceso de droga en agua pura, se sonicó durante 20 minutos y se 

almacenó durante 12 horas a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Luego, a través de 

una filtración con membrana Millipore de 0.45 !AM se removió el exceso de droga no 

solubilizada. 

Se realizaron medidas de absorción UV-vis y se determinaron los valores de 

absorbancia de Triazina correspondientes al máximo de absorción. De la regresión 

obtenida a partir de la curva de calibración de absorbancia versus concentración de 

Triazina y el valor de absorbancia de la solución saturada, se calculó la solubilidad de la 

droga en agua desionizada. 

Los espectros de absorción se obtuvieron utilizando una celda de 1 cm de paso 

óptico. 

5.2 Estudio de Triazina en solventes de diferente polaridad y capacidad donora y 
aceptora de puente hidróeeno 

Un volumen adecuado de solución patrón de Triazina en Me0H de concentración 

2x10-3 M fue trasvasado a un matraz de 5 mL y se procedió a la evaporación del solvente 

con corriente de nitrógeno. Seguidamente se agregó solvente hasta el enrase y las 

soluciones así preparadas fueron sonicadas durante 10 minutos y almacenadas a 

temperatura ambiente y en ausencia de luz. 
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Los solventes usados en estas determinaciones fueron: Me0H, acetato de etilo, 

dimetilformamida, butanol, benceno, isopropanol, acetonitrilo, tolueno, tetrahidrofurano, 

dimetilsulfóxido, cloroformo, etanol, dicloroetano, agua y tributilamina. 

53 Estudio de la asociación de Triazina v dendrímeros PAMAM 

Las condiciones de preparación de las muestras compuesto activo-dendrímero 

impactan notablemente en la naturaleza de la asociación huésped-dendrímero. Estudios con 

diferentes sistemas dendriméricos168 indican que si se preparan soluciones conteniendo 

huésped y dendrímero y se permite que alcancen el equilibrio agitando, el complejo 

huésped-dendrímero se forma dentro de una suspensión que contiene especies de alto 

orden; sin embargo, la sonicación previene la formación de estos agregados. De acuerdo a 

esto y en base a estudios realizados previamente sobre diferentes métodos de preparación 

de soluciones huésped-dendrímero,169 se utilizaron los siguientes métodos para preparar las 

soluciones de Triazina en dendrímeros PAMAM: 

1) Método A: 

Un volumen adecuado de solución patrón metanólica de Triazina de concentración 

2x10-3 M fue trasvasado a un matraz de 5 mL, se le adicionó un volumen adecuado de 

dendrímero comercial y se sonicó durante 30 minutos. Luego se evaporó el metanol con 

corriente de nitrógeno y se le agregó agua desionizada o buffer fosfato salino (PBS, pH = 

7.4) hasta el enrase. La cantidad de Triazina en esta solución se encontraba en exceso 

respecto de su solubilidad en agua. Las soluciones preparadas fueron sonicadas durante 10 

minutos y agitadas vigorosamente durante 12 horas; luego se almacenaron a temperatura 

ambiente y en ausencia de luz durante toda la noche. Finalmente, el exceso de droga no 

solubilizada se removió a través de una filtración con membrana Millipore de 0.45 

2) Método B: 

Un volumen adecuado de solución metanólica de Triazina de concentración 2x10-3

M fue trasvasado a un matraz de 5 mL y se evaporó el metanol con corriente de nitrógeno. 

Seguidamente se agregó solución acuosa de dendrímero y las soluciones así preparadas 

fueron sonicadas durante 10 minutos y agitadas vigorosamente durante 12 horas. La 

cantidad de Triazina en estas soluciones se encontraba en exceso respecto de su solubilidad 

en agua. Luego se almacenaron a temperatura ambiente y en ausencia de luz durante toda 

la noche. El exceso de droga no solubilizada se removió a través de una filtración con 

membrana Millipore de 0.45 p.m. 
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Para cada sistema Triazina-PAMAM estudiado se prepararon las soluciones a 

través del Método A y se midieron los espectros de absorción utilizando una celda de 1 cm 

de paso óptico. En el caso del sistema Triazína-PAMAM-AT (G = 3), también se preparó 

la solución a través del Método B. 

5.4 Estudio de Triazina en soluciones acuosas básicas 

Para analizar el proceso de hidrólisis de Triazina se añadieron alícuotas sucesivas 

de una solución acuosa diluida de KOH a una solución de Triazina en agua desionizada. El 

agregado de solución de hidróxido fue el necesario para alcanzar un valor de pH de 10. Se 

siguió la evolución de los espectros de absorción de la solución acuosa de droga luego de 

cada adición de base utilizando una celda de 1 cm de paso óptico. 

Mediante el mismo procedimiento se realizó el estudio de la hidrolisis básica de 

Triazina inducida por amina, utilizando una solución acuosa de butilamina 3.2x10-3 M en 

lugar de solución de KOH. 

5.5 Análisis de la estabilidad del complejo Triazina-PAMAM-OHT (G=3) con el 
tiemno v la temperatura 

La solución del complejo Triazina-PAMAM-OHT (G=3) en agua se mantuvo a 

temperatura ambiente y se analizó periódicamente por espectroscopia UV-vis, durante diez 

semanas. Además se controló la posible aparición de precipitado, turbidez, cristalización y 

cambio de color. 

Por otro lado, para analizar la estabilidad del complejo Triazina-PAMAM-OHT 

(G=3) con la temperatura, las soluciones de huésped-dendrímero recién preparadas se 

termostatizaron a diferentes temperaturas, cubriendo un rango entre 15 y 40 °C. Luego de 

alcanzar el equilibrio térmico, las soluciones se filtraron a través de una membrana 

Millipore de 0.45 um y se determinaron los espectros de absorción. 

5.6 Estudios de liberación in Wiro de Triazina desde el coniumtdo droza-dendrímero 

Se estudió la liberación de Triazina desde el conjugado droga-dendrímero en agua 

desionizada mediante el siguiente procedimiento: 1 mL de solución acuosa de Triazina-

dendrímero se transfiere a una bolsa de diálisis con un corte de peso molecular (MWCO, 

por sus siglas en inglés Molecular Weight Cut-Off) de 1000 Da. Luego, la bolsa de diálisis 

se sumerge en un recipiente con 10 mL de agua desionizada. Este sistema se agita 
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continuamente utilizando una pequeña barra de agitación magnética para evitar la 

formación de una capa de agua no agitada en la interfaz membrana/solución externa. A 

intervalos de tiempo específicos se retira una alícuota de 3 mL de la solución fuera de la 

bolsa de diálisis y se sustituye este volumen por agua desionizada. La concentración de 

Triazina en estas alícuotas se analizaron a través de medidas de absorción UV-vis. 

5.7 Determinación del uKa de Fenazina en anua 

El pKa de un compuesto se puede determinar a través de diferentes métodos; entre 

ellos, se destaca el de espectroscopia UV-vis17° ya que requiere pequeñas cantidades del 

compuesto, por lo que se puede utilizar cuando la sustancia presenta baja solubilidad.171

Este método requiere que las formas iónica y neutra tengan diferentes espectros. El pK„ de 

Fenazina se determinó a través del método por espectroscopia UV-vis. Inicialmente se 

preparó una solución acuosa ácida de Fenazina. Para esto se añadió la droga sólida a una 

solución de ácido clorhídrico en agua pura, se sonicó durante 30 minutos y luego, a través 

de una filtración con membrana Millipore de 0.45 I.tm, se removió el exceso de droga no 

solubilizada. El pH inicial de esta solución era igual a 2. Se determinó el espectro de 

absorción UV-vis de esta solución inicial y luego se agregaron cantidades conocidas de 

una solución acuosa de KOH, determinando el pH y el espectro de absorción UV-vis de la 

solución luego de cada adición, hasta llegar a pH=12. Los espectros de absorción se 

obtuvieron utilizando una celda de 1 cm de paso óptico, mientras que para la 

determinación del pH se utilizó un pH-metro digital previamente calibrado con soluciones 

buffer estándar. A partir de los espectros UV-vis obtenidos se construyó un gráfico de 

absorbancia a 558 nm (correspondiente al máximo de absorción de la forma aniónica de 

Fenazina) versus el pH; luego, del punto de inflexión de esta curva se obtuvo el valor del 

pK, de la droga. 

5.8 Estudio de la asociación de Fenazina con dend rimeros PAMAM y PPI 

Para el dendrímero PPI, se preparó inicialmente una solución en Me0H de 

concentración 0.01 M que fue usada como patrón. Cantidades deseadas de esta solución 

patrón de PPI o de las soluciones metanólicas comerciales de los dendrímeros PAMAM 

fueron transferidas a matraces de 5 mL y el Me0H fue evaporado bajo corriente de 

nitrógeno. Seguidamente se agregaron cantidades adecuadas de Fenazina sólida y se añadió 

agua o PBS, según correspondía, hasta el enrace. La cantidad de Fenazina en estas 
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soluciones se encontraba en exceso respecto de su solubilidad en agua o PBS. Las 

soluciones preparadas fueron sonicadas durante 30 minutos y agitadas vigorosamente 

durante 2 horas. Luego se almacenaron a temperatura ambiente y en ausencia de luz 

durante toda la noche. Al día siguiente se agitaron 2 horas y se almacenaron a temperatura 

ambiente y en ausencia de luz durante dos días. Finalmente, se sonicaron 10 minutos y se 

agitaron 2 horas. El exceso de droga no solubilizada se removió a través de una filtración 

con membrana Millipore de 0.45 

Para evaluar el aumento de solubilidad de Fenazina en presencia de los dendrímeros 

PAMAM y PPI se midieron los espectros de absorción de las soluciones obtenidas 

utilizando una celda de 0.1 cm de paso óptico. 

5.9 Análisis de la asociación de Fenazina con los dendrímeros PAMAM mediante 
espectroscopia 1H-NMR 

Se prepararon soluciones acuosas de Fenazina-dendrímero PAMAM de acuerdo a 

como se detalla en la sección 5.8. Se tomaron 0.6 mL de estas soluciones y se liofilizaron. 

Luego, se redisolvieron los sólidos obtenidos de la liofilización en 0.6 mL de agua 

deuterada (D20) y se registraron los espectros 11-1-NMR utilizando un espectrómetro NMR 

Bruker 400 MHz Advance II, con sonda BBI (Broad Band Inverse). 

También se registraron los espectros 11-1-NMR de los dendrímeros en ausencia de 

Fenazina. Para esto se prepararon soluciones acuosas de los dendrímeros PAMAM a partir 

de las soluciones comerciales metanólicas. Las soluciones de los dendrímeros en agua 

fueron liofílizadas y luego el sólido obtenido de la liofilización se disolvió en 0.6 mL de 

D20. 

5.10 Análisis de la estabilidad de los complejos Fenazina-dendrímero con el tiempo 

Las soluciones de los complejos droga-dendrímero en agua se mantuvieron a 

temperatura ambiente y se analizaron periódicamente por espectroscopía UV-vis, durante 

dos meses. Además se controló la posible aparición de precipitado, turbidez, cristalización 

y cambio de color. 

5.11 Análisis de la biocompatibilidad v actividad biológica de los complejos Fenazina-
dendrímero 
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Con el objetivo de realizar un análisis de la biocompatibilidad de los sistemas 

Fenazina-dendrímero estudiados, se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular mediante 

la técnica de MTT, la cual mide la conversión de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT) en una sal insoluble de formazán. El formazán es luego 

solubilizado en dimetil sulfóxido (DMSO) y su concentración determinada mediante 

densidad óptica a 540 nm, registrada en un lector de microplacas (Bio-Rad8). Los ensayos 

MTT se hicieron de acuerdo a la metodología propuesta por Rivero y co1.172

Se trabajó con líneas celulares tumorales Hep G2 (derivada de hepatocarcinoma 

humano) y MCF (derivada de carcinoma mamario humano); se utilizó también la línea 

celular normal MCDFK (derivada de riñón canino). Las células fueron cultivadas, a partir 

de alícuotas (semillas) criopreservadas en N2 líquido. Las células fueron descongeladas en 

baño termostatizado a 37 °C e inmediatamente sembradas en botellas tipo Flask T25 (1 

botella por línea). Se utilizó Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) 

(Gibco0), suplementado con 10% de suero fetal bovino libre de micoplasrnas estéril 

(NatocorC) y antibiótico-antimicótico (Gibco®). Las condiciones de cultivo utilizadas 

fueron temperatura 37 °C, con atmósfera saturada de humedad 95% y 5% de CO,, en estufa 

(EscoCO2/02incubator CLM-240B-8). Los ensayos se realizaron en placas para cultivos 

celulares multipocillos (de 96 pocillos - Biofil0). 

Las células fueron sembradas en las placas multipocillos a una densidad de 5000 

células/pocillo en 100 IL de DMEM completo/pocillo. Para favorecer la adhesión de las 

células a la superficie de las placas, se incubaron durante 24 hs en estufa con atmósfera 

controlada a 37 °C. Cada condición experimental, incluidos los controles positivos de 

viabilidad, fueron corridas por sextuplicado. En el control positivo se cultivaron las células 

en DMEM completo. Además, las células fueron cultivadas en presencia de Fenazina 

2x10-5 M, dendrímeros (0.5x10-5 M, 1.25x10-5 M y 1.5x10-5 M de PAMAM-AT (G=3), 

1.25x10-5 M de PAMAM-AT ((3=1) y 1x10-5 M PPI (G=4)) y los complejos Fenazina-

dendrímero (0.5x10-5 M PAMAM-AT (G=3) + 1.8x10-4 M Fenazina, 1.25x10-5 M 

PAMAM-AT ((3=3) + 3.8x10-4 M Fenazina, 1 .5x10-5 M PAMAM-AT ((3=3) + 5x10-4 M 

Fenazina, 1.25x10-5 M PAMAM-AT (G=1) + 1.27x10-4 M Fenazina, 1x10-5 M PPI (G=4) 

+ 1.6x10-4 M Fenazina). Luego de 24 hs de incubación las diluciones fueron removidas y 

las células fueron incubadas con el reactivo de MTT (5 mg/mL) durante 3 hs en las mismas 

condiciones de cultivo. Luego la mezcla de reacción fue cuidadosamente removida, 

evitando la redisolución del formazán precipitado, para agregarle a cada pocillo de la placa 
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100 p.L de DMSO. Se agito la placa suavemente para resuspender la sal y se efectuaron las 

lecturas a 540 nm de longitud de onda. 

Además de las propias condiciones de cultivo de las células, en las que se evaluó la 

esterilidad, las soluciones de las moléculas en estudio fueron sembradas en caldo de cultivo 

Luna Bertani para controlar su esterilidad microbiológica. 

Estos estudios fueron realizados en cooperación con los Dres. Fabrisio Alustiza, 

Ana Cecilia Liaudat y Pablo Bosch, miembros del Departamento de Biología Molecular de 

la Universidad Nacional de Río Cuarto. 

5.12 Solubilización de CBZ en el dendrímero D 

Se preparó una solución patrón del carbamato en Me0H de concentración 

1x10-3 M. Volúmenes adecuados de esta solución metanólica de droga fueron trasvasados a 

matraces de 5 mL, luego se evaporó el solvente con corriente de nitrógeno y se agregó 

solución acuosa de dendrímero D. La cantidad de carbamato en estas soluciones se 

encontraba en exceso respecto de su solubilidad en agua. Las soluciones preparadas fueron 

sonicadas durante 2 horas y luego se almacenaron a temperatura ambiente y en ausencia de 

luz durante toda la noche. Finalmente, el exceso de droga no solubilizada se removió a 

través de una filtración con membrana Millipore de 0.45 1.1m. 

Se midieron los espectros de absorción UY-vis de las soluciones obtenidas y a 

partir de estos se evaluó el aumento de solubilidad de la droga en presencia de dendrímero 

para cada concentración de dendrímero. 

5.13 Análisis de las soluciones de CBZ y CBZ-dendrímero D mediante DLS 

Para analizar la presencia de agregados en las soluciones acuosas de CBZ y CBZ-

dendrímero D, la droga pura en su límite de solubilidad y el complejo droga-dendrímero 

fueron estudiados mediante DLS, utilizando un goniómetro Malvern 4700 y correlador 

7132, con un láser de ión Argón, operando a 488 nm y a una temperatura de 25°C. Todas 

las mediciones se realizaron por triplicado, en el ángulo de dispersión de 900 y la 

distribución de tamaños de los agregados se obtuvo por análisis CONTIN. 

5.14 Análisis de la estabilidad del complejo CBZ-dendrímero D con el tiempo y la 
temperatura 

Nahir Dib - Tesis Doctoral en Ciencias Químicas 63 



5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

Para evaluar la estabilidad de la asociación del complejo CBZ-dendrímero D con el 

tiempo, las soluciones del complejo se mantuvieron a temperatura ambiente y se analizaron 

periódicamente por espectroscopía UV-vis, durante dos meses. Además se controló la 

posible aparición de precipitado, turbidez, cristalización y cambio de color. 

También se analizó la estabilidad del sistema con la temperatura. Para esto las 

soluciones de CBZ-dendrímero D recién preparadas se termostatizaron a diferentes 

temperaturas, cubriendo un rango entre 15 y 40 °C. Luego de alcanzar el equilibrio 

térmico, las soluciones se filtraron a través de una membrana Millipore de 0.45 pun y se 

determinaron los espectros de absorción UV-vis. 

5.15 Ensayo de hemólisis 

Para analizar las propiedades hemolíticas del sistemas CBZ-dendrímero D se utilizó 

la técnica descrita por Chen y col.'" A partir de sangre humana otorgada por el Centro de 

Salud de la Universidad Nacional de Río Cuarto, se preparó una suspensión al 2% p/v de 

glóbulos rojos en PBS (a 4°C). Luego, esta suspensión fue centrifugada a 1500 rpm durante 

10 minutos. El plasma sobrenadante fue eliminado y los eritrocitos fueron resuspendidos 

en PBS frío (a 4°C). Este procedimiento fue repetido dos veces más para asegurar que toda 

a hemoglobina libre fuera eliminada del sistema. Finalmente las células fueron 

resuspendidas en PBS de modo de obtener una suspensión al 2% p/v de glóbulos rojos en 

PBS. Por otra parte, se prepararon soluciones del complejo CBZ-dendrímero D en PBS de 

las siguientes concentraciones [dendrí mero D]/[CBZ] : 1. Ox10-5/1.4x10-5, 5. Ox10-5/2 .4x10-5

y 1.0x104/4.2x10-5. Se trasvasaron 300 ni, de suspensión de glóbulos rojos al 2% y 300 µI, 

de cada una de las soluciones de CBZ-dendrímero a tubos eppendorf Además se realizaron 

dos controles, uno positivo (hemólisis completa) y otro negativo (0% de hemólisis). El 

primero se llevó a cabo agregando 300 1.tL de agua pura a los 300 µL de suspensión de 

glóbulos rojos y el segundo adicionando 300 1,11, de PBS a 300 111_, de suspensión de 

glóbulos rojos. Todos los preparados se hicieron por triplicado y se incubaron a 37 °C 

durante I y 24 hs. Luego de la incubación, las muestras fueron centrifugadas y se 

extrajeron 0.5 mL de sobrenadante de cada una. A este volumen se le adicionaron 2.5 mL 

de PBS y se determinaron los espectros de absorción analizando la banda de la 

hemoglobina cuyo máximo se encuentra a 414 nm. 
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5.16 Formación de monocanas de Langmuir de los dendrones y determinación de las 
isotermas (n-A) 

Se prepararon soluciones de cada dendrón utilizando cloroformo como solvente. Se 

eligió este solvente debido a que permite una adecuada solubilización de los dendrones, es 

irnniscible con el agua y presenta una gran volatilidad. Las concentraciones de cada 

solución fueron: [BBN] = 6.16 x 10-4 M, [BBA] = 6.55 x 104 M y [BTA] = 6.28 x 104 M. 

Estas soluciones fueron almacenadas a 4°C. 

Para formar las monocapas se utilizó una balanza NIMA 611, la cual cuenta con un 

sistema Wilhelmy de medida de la presión superficial. Como subfase se utilizó agua 

desionizada obtenida de un equipo Elga Classic (resistividad = 18 MII.cm). Con una 

microjeringa, se esparcieron sobre la superficie acuosa 50 111.„ de solución de dendrón y se 

esperó 10 minutos para permitir la evaporación del solvente. Luego de este tiempo se 

inició la compresión a una velocidad de 50 cm2/min, registrando la isoterma (n-A). En 

todas las experiencias la temperatura de la subfase fue de 25°C, la cual fue controlada con 

un termostato. 

Es importante aclarar que, al comenzar el estudio de estos dendrones a través de la 

técnica de Langrnuir, se debieron determinar las condiciones más apropiadas para la 

formación de las películas en la interfase aire-agua. Para esto se emplearon diferentes 

condiciones experimentales: concentración de las soluciones de los dendrones, velocidad 

de compresión y tiempo de espera para la evaporación del solvente, escogiéndose aquellas 

con las que se obtuvieron mejores resultados, que son las que se nombraron anteriormente. 

Además, todas las experiencias de formación de monocapas y determinación de 

isotermas (n-A) se realizaron al menos tres veces para asegurar la reproducibilidad de los 

resultados obtenidos. 

5.17 Estudio de la reversibilidad v estabilidad de las monocapas de los dendrones en 
la interfase aire-agua 

Se formaron las monocapas de los dendrones en la interfase aire-agua como se 

describe en la sección 5.16, bajo las mismas condiciones. Luego del tiempo necesario para 

que se evapore el solvente, se realizaron ciclos sucesivos de compresión y expansión, a una 

velocidad de 50 cm2/min, registrando las correspondientes isotermas. Es decir, se 

comprimió hasta una determinada presión superficial y luego se expandió al estado 

original; esto se repitió dos o tres veces. Se llevaron a cabo dos experiencias para cada 
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dendrón, en una los ciclos se realizaron hasta una presión cercana a la n, (a una presión 

correspondiente a la fase condensada) y en la otra hasta una presión baja (correspondiente 

a la fase expandida). 

También se estudió la estabilidad de las monocapas mediante la determinación del 

cambio del área de la monocapa cuando la presión superficial es mantenida constante. Para 

ello se formaron las monocapas de los dendrones en la interfase aire-agua como se describe 

en la sección 5.16, y luego de la evaporación del solvente se comprimió la película, a una 

velocidad de 50 cm2/min, hasta alcanzar una determinada presión superficial n.o. Una vez 

que se alcanzó dicha presión, se mantuvo fija, y se registró la deformación resultante A/Ai, 

con el tiempo, durante 1 hora. Ai es el área de la monocapa al tiempo to, es decir, el área 

inicial de la monocapa cuando se alcanza la presión superficial no, y A es el área de la 

monocapa a la presión no pero a un tiempo t (t > to). De esta forma, se obtuvieron gráficos 

de A/A, vs tiempo. Las presiones no a las cuales se analizó la estabilidad fueron 5 mN/m y 

15 mN/m. 

5.18 Estudio del efecto de la temperatura en las isotermas In-A) de los dendrones 

Se formaron las monocapas de los dendrones en la interfase aire-agua como se 

describe en la sección 5.16 y se registraron las isotermas a diferentes temperaturas. Para 

esto se controló la temperatura de la subfase con un termostato. En el caso del dendrón 

BBA y BTA se trabajó a 5°C y 25°C, y con el BBN a 5°C, 25°C y 50°C. Todas las 

isotermas se registraron hasta la presión de colapso. 

5.19 Formación de películas de LB de los dendrones estudiados 

Se transfirieron las monocapas de los dendrones desde la interfase aire-agua a 

sustratos sólidos mediante la técnica de LB. El sustrato sobre el cual se realizaron las 

transferencias de las monocapas de los dendrones fue mica, cuyas dimensiones eran: 40 

mm de largo, 10 mm de ancho y 0.15 mm de espesor. Antes de ser utilizada, se le 

desprendieron algunas capas de cada lado para garantizar que esté libre de impurezas. 

Se colocó la mica sumergida en la subfase, antes se esparcir la solución de dendrón 

sobre la superficie acuosa. Luego, se formó la monocapa de dendrón en la interfase aire-

agua como se detalla en la sección 5.16. Una vez que se esparció la solución de dendrón en 

la interfase y se esperó 10 minutos para la evaporación del solvente se comprimió la 

monocapa a una velocidad de 50 cm2/min, hasta una presión superficial de 4 o 10 mN/m, 
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dependiendo el caso. Una vez que se alcanzó la presión deseada, se mantuvo fija durante 

40 minutos, tiempo necesario para que la monocapa sea estable y pueda realizarse la 

transferencia con éxito. Luego de este tiempo se inició la transferencia haciendo emerger la 

mica desde la subfase a una velocidad de 5 mm/min. La velocidad de la mica durante 

emersión fue baja para que el proceso de transferencia afecte lo menos posible el arreglo 

molecular y la integridad de la monocapa cuando se transfiere al sustrato. Del programa 

que controla la balanza de Langmuir se obtuvo el porcentaje de transferencia 

correspondiente. Las películas depositadas sobre mica se almacenaron protegidas del polvo 

y la humedad atmosférica. 

Es importante aclarar que, cuando se comenzó a efectuar la transferencia de las 

monocapas a través de la técnica de LB, se debieron determinar las condiciones más 

apropiadas para la deposición, que permitieran obtener la mejor relación de transferencia. 

Para esto se emplearon diferentes condiciones experimentales: presión superficial de 

transferencia, velocidad de emersión de la mica, tiempo de espera para la estabilización de 

la monocapa, escogiéndose aquellas con las que se obtuvieron mejores resultados, que son 

las que se nombraron anteriormente. 

5.20 Estudio de la morfología superficial de las películas de LB por AFM 

Se caracterizaron las películas de LB de los dendrones depositados sobre mica 

mediante AFM, usando el modo "tapping". Se obtuvieron las imágenes de topografía y 

fase para caracterizar la morfología y homogeneidad de estas películas. Para realizar esta 

caracterización se utilizó un equipo Agilent 5500 SPM (AFM, ST'M). 

5.21 Generación de monocapas mixtas dendrón-CBZ en la interfase aire-agua v 
determinación de las isotermas (n-A) 

Para la formación de monocapas mixtas de cada dendrón con el compuesto activo, 

se prepararon soluciones que contenían el dendrón y el carbamato, disueltos en cloroformo. 

A continuación se detallan las concentraciones de cada solución y la relación 

CBZ/dendrón: 

Solución 1: 

[BBN] = 6.16 x 10-4 M, [CBZ] = 2.84 x 10-3 M. CBZ/dendrón = 4.61 

Solución 2: 

[BBA] = 6.55 x 104 M, [CBZ] = 2.84 x 10-3 M. CBZ/dendrón = 4.34 
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- Solución 3: 

[BTA] = 6.28 x 104 M, [CBZ] = 2.91 x 10'3 M. CBZ/dendrón = 4.63 

Se esparcieron sobre la superficie acuosa 50 1.11, de la solución de dendrón y CBZ. 

Tras el coesparcimiento, se esperaron 10 minutos para que se evapore el solvente y se 

inició la compresión a una velocidad de 50 cm2/min, registrando la isoterma (n-A). 

5.22 Análisis de la reversibilidad y estabilidad de las monocapas mixtas de dendrón y 
CBZ 

Se formaron las monocapas mixtas en la interfase aire-agua como se describe en la 

sección 5.21, bajo las mismas condiciones. Al igual que con las monocapas de los 

dendrones solos, luego del tiempo necesario para que se evapore el solvente, se realizaron 

ciclos sucesivos de compresión y expansión, a una velocidad de 50 cm2/min, registrando 

las correspondientes isotermas. Los ciclos se realizaron hasta una presión cercana a la lte (a 

una presión correspondiente a la fase condensada) y hasta una presión baja 

(correspondiente a la fase expandida). 

De la misma forma que con las monocapas de los dendrones puros, se estudió la 

estabilidad de las monocapas, determinando la disminución del área de la monocapa 

cuando la presión superficial es mantenida constante. Se formaron las monocapas mixtas 

en la interfase aire-agua como se describe en la sección 5.21, y luego de la evaporación del 

solvente se comprimió la película, a una velocidad de 50 cm2/min, hasta alcanzar una 

determinada presión superficial no. Una vez que se alcanzó dicha presión, se mantuvo fija, 

y se registró la deformación resultante A/A, durante una hora. La presión no a la cual se 

analizó la estabilidad fue 15 mN/m. 

5.23 Transferencia de las monocapas mixtas de dendrón con CBZ sobre mica 
mediante la técnica de LB 

Las monocapas de dendrón con CBZ se transfirieron desde la interfase aire-agua a 

un sustrato sólido mediante la técnica de LB. Como sustrato se utilizó el mismo tipo de 

mica que para las transferencias de las monocapas de los dendrones solos descripta en la 

sección 5.19. También antes de ser utilizada, se le desprendieron unas capas de cada lado 

para garantizar que esté libre de impurezas. 
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Se colocó la mica sumergida en la subfase, antes se esparcir la solución de dendrón 

con carbamato sobre la superficie acuosa. Luego, se formó la monocapa en la interfase 

aire-agua como se detalla en la sección 5.21. Una vez que se esparció la solución de 

dendrón con CBZ en la interfase y se esperó 10 minutos para la evaporación del solvente 

se comprimió la monocapa a una velocidad de 50 cm2/min, hasta la presión de 

transferencia deseada. Una vez que se alcanzó dicha presión, se mantuvo fija durante 40 

minutos, tiempo necesario para que la monocapa sea estable y pueda realizarse la 

transferencia con éxito. Luego de este tiempo se inició la transferencia, haciendo emerger 

la mica desde la subfase a una velocidad de 5 mm/min y manteniendo constante la presión 

superficial. Del programa que controla la balanza de Langmuir se obtuvo el porcentaje de 

transferencia correspondiente. Las películas depositadas sobre mica se almacenaron 

protegidas del polvo y la humedad atmosférica. 

5.24 Análisis de las película) de LB de dendrón con CBZ mediante AFM 

Las películas de LB de dendrón con CBZ se caracterizaron mediante AFM, usando 

el modo "tapping". Se obtuvieron las imágenes de topografía y fase para analizar la 

morfología y homogeneidad de estas películas. 

5.25 Análisis de biocompatibilidad de la película de LB del dendrón BBN. Cultivo 
celular 

Para analizar la biocompatibilidad de la película de dendrón BBN se utilizó la línea 

celular NIH 3T3, derivada de fibroblastos fetales de ratón. Antes de realizar el cultivo 

celular, el sustrato (mica) y la película de dendrón depositada sobre mica se sumergieron 

cuidadosamente tres veces (3 mm n cada vez), en una solución de antibiótico-antimicótico. 

Luego, las superficies se enjuagaron tres veces por inmersión en solución estéril de PBS y, 

finalmente, cada lado fue irradiado con luz-Uy por 60 min. Las micas y películas de 

dendron se colocaron individualmente en el fondo de una placa de cultivo de 60 mm. Se 

sembraron las células NIH 3T3 en cada superficie a una densidad de 5x106 células en una 

placa de 60 ITIM. 174

El cultivo celular se llevó a cabo en Medio DMEM, con 10% de suero fetal bovino 

(SFB), antibiótico-antimicótico a 37 °C en una atmósfera humidificada de CO2 al 5% en 

aire. Después de 24 h de cultivo, se observó la morfología de las células unidas en cada 

superficie en un microscopio invertido (Nikon Ti-S 100, Nikon Corp., Tokio, Japón) y las 
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imágenes fueron tomadas con una cámara digital (Nikon Corp., Tokio, Japón). El 

experimento se repitió tres veces. 

Tinción de Hoechst. Las células se cultivaron en las diferentes superficies como se 

describe anteriormente. Para la tinción de Hoechst, los portaobjetos se enjuagaron con 

PBS, se fijaron durante la noche en 100% de Me0H, se permeabilizaron durante 10 

minutos con 0.1% Triton X-100, y finalmente se sumergieron en solución de Hoechst 

33258 (Sigma-Aldrich Ltd., St. Louis, MO, EE.UU.), 1 mg / ml en PBS. Se tomaron 

imágenes de las células teñidas con Hoechst (excitación 360 ± 40 nm y emisión de 

fluorescencia 460 ± 50 nm) con una cámara digital Nikon montada en un microscopio 

invertido Nikon Ti-S 100 equipado con epifluorescencia. Hoechst 33258 es un colorante 

fluorescente de ácido nucléico comúnmente utilizado para estudiar la morfología y 

estructura del núcleo celular e identificar células en mitosis. El porcentaje de células 

mitóticas se calculó como el número de núcleos mitóticos, multiplicado por 100 y dividido 

por el número total de núcleos contados. 

Tinción con naranja de acridina. Las células fueron cultivadas en la película de 

dendron BBN durante 24 horas. Luego, se tiñeron las células con naranja de acridina 

(Sigma-Aldrich Ltd.), 1 mg/ml, en medio completo, durante 15 min. Las células se lavaron 

con PBS y se observaron con un microscopio de fluorescencia Nikon Ti-SS 100; las 

imágenes fueron capturadas con una cámara digital (Nikon Corp., Tokio, Japón).175

Naranja de acridina es un colorante catiónico que tiñe preferentemente estructuras 

celulares ácidas, tales como ADN, lisosomas y mitocondrias, por lo tanto, es útil para 

estudiar la morfología y la distribución de estas organelas.176

Los estudios de biocompatibilidad de la película de LB del dendrón BBN fueron 

realizados en colaboración con los Dres. Fabrisio Alustiza, Ana Cecilia Liaudat y Pablo 

Bosch, miembros del Departamento de Biología Molecular de la Universidad Nacional de 

Río Cuarto. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En la primera parte de esta sección se presentan los resultados obtenidos del estudio 

de diferentes dendrímeros como vehículos de drogas en solución. Se trabajó con 

dendrímeros PAMAM (Figura 13 y Figura 14), PPI (Figura 15) y con el dendrímero D 

(Figura 16); además, se utilizaron tres drogas: Triazina (Figura 18), Fenazina (Figura 19) y 

CBZ (Figura 20). 

En la segunda parte se generaron y caracterizaron películas de los dendrones del 

tipo Newkome (Figura 17) para su potencial aplicación como sistemas de administración 

de drogas mediada por superficie. Para ello se utilizó como droga modelo el carbamato 

CBZ. 

6.1 Dendrímeros como vehículos de droEas en solución 

En esta sección se informan los estudios experimentales y computacionales 

realizados con el propósito de evaluar diferentes dendrímeros como potenciales vehículos 

moleculares de drogas en solución. Los resultados obtenidos se presentan en tres partes: en 

primer lugar, en la sección 6.1.1, se muestran los resultados del estudio del compuesto 

Triazina con diferentes dendrímeros PAMAM. Luego, en la sección 6.1.2 se presentan los 

resultados del estudio de la droga Fenazina con dendrímeros PAMAM y PPI. Finalmente, 

en la sección 6.1.3 se muestran los estudios del carbamato CBZ con el dendrímero D. 

6.1.1 Estudio de la asociación de dendrímeros PAMAM y un derivado de N-óxido de 
1.2,4 triazina con potencial actividad antitumoral 

Se investigó la interacción entre diversos dendrímeros PAMAM y el compuesto N-

óxido de (E)-2-feniletenil 1,2,4-triazina (Triazina, Figura 18), sintetizado con el fin de 

obtener un agente citotóxico selectivo en condiciones de hipoxia. Este derivado de triazina 

presenta actividad antitumoral in vitro, pero muestra baja selectividad citotóxica contra 

células V79 en condiciones de hipoxia comparado con el compuesto de referencia 

Tirapazamina, probablemente debido a su baja solubilidad en agua y su inestabilidad.107308

La asociación de este tipo de compuestos a vehículos moleculares apropiados podría 

aumentar su solubilidad y proteger su llegada al sitio activo, mejorando su eficacia. Por lo 

tanto, se evaluó la capacidad de los dendrímeros PAMAM-AT G = 3, 
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PAMAM-OHT G = 3, PAMAM-CT G = 2.5 y PAMAM-CT G = 4.5 (Figura 14) para 

asociarse con Triazina, con el propósito de seleccionar el dendrímero más adecuado para 

actuar corno vehículo. 

6.1.1.1 Análisis de las posibles interacciones entre el huésped a transportar y los 
dend rimeros 

Los mecanismos por los cuales los dendrímeros se asocian a compuestos lipofílicos 

e incrementan su solubilidad dependen de la posibilidad de establecer interacciones jónicas 

o interacciones lipofílicas, como así también de la posibilidad del huésped y el dendrímero 

de formar puente hidrógeno. 177

Antes de iniciar los estudios de Triazina con los dendrímeros, se analizó la 

capacidad de la droga para participar en diferentes interacciones utilizando el método de 

comparación solvatocrómica de Kamlet y Taft,125-129 el cual permite separar y cuantificar 

las diferentes interacciones del compuesto estudiado con su entorno. La identificación y el 

análisis de la naturaleza de las potenciales interacciones droga-dendrímero permite 

entender las características del conjugado y diseñar estrategias para la encapsulación y 

liberación controlada de los compuestos activos.177-179

Por lo tanto, se registró el espectro de absorción de Triazina en solventes de 

diferente polaridad y capacidad donora y aceptora de puente hidrógeno. El espectro de 

absorción de este compuesto consiste en dos bandas Uy características, una banda intensa, 

banda 1 (2k. -max 1 — 267 nm, agua) y una banda débil, banda 2 (X.2 = 364 nm, agua). Se 

encontró que el máximo de absorción a mayor longitud de onda, la banda 2, es fuertemente 

dependiente de las características del solvente. 

En la Figura 29 se muestran algunos espectros representativos del compuesto 

estudiado en diferentes solventes. La absorción de Triazina exhibe un corrimiento 

batocrómico con el incremento de la polaridad del medio, consistente con una transición 

123 similar al observado para compuestos Tirapazamina.18°

En la Tabla 2 se muestran los valores de los parámetros 1t* , a y i3 de los solventes 

utilizados en el método de comparación solvatocrómica de Kamlet y Taft, junto con el 

número de onda (cm1) del máximo de absorción correspondiente a la banda 2 del espectro 

de Triazina. Los resultados obtenidos a partir de la regresión multiparamétrica se muestran 

en la ecuación (6): 
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v. = (29.21 ± 0.15) -(0.66 ± 0.09) a -(0.80 ± 0.20) z * (6) 

siendo el coeficiente de correlación al cuadrado R-Square = 0.8818 y el ajustado Adj. R-

Square = 0.855 para un número de solventes correlacionados n = 12. El viiia,, para Triazina 

muestra correlación sólo con los parámetros de solvente TC* y a. No se observó correlación 

con el parámetro (3. El valor obtenido para el parámetro b es menor que el error por lo que 

no tiene peso estadístico.129 Si bien la regresión obtenida no es excelente, los resultados 

obtenidos indicarían que el corrimiento espectral observado puede deberse a la sensibilidad 

de Triazina a la polaridad y a la capacidad dadora de puente hidrogeno del solvente. Es 

decir que es posible suponer que el compuesto activo puede ser capaz de establecer 

interacciones puente hidrógeno, actuando como aceptor. Este resultado es consistente con 

el hecho de que las moléculas que poseen la función N-óxido son altamente polares, y 

forman fácilmente enlaces puente hidrógeno con especies dadoras de puente hidrógeno.181
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Figura 29. Espectro de absorción de Triazina en acetonitrilo (a), metano! (b) y agua ( 
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Tabla 2. Parámetros a, 13 y n* de solventesi29 y número de onda del máximo de absorción 

correspondiente a la banda 2 del espectro de Triazina en los solventes usados 

Solvente 

metanol 

Número de onda 

(cm 1) 

28.409 

a 

0.93 

Parámetros de solvente*

n4 13

0.62 0.60 

acetato de etilo 28.761 0.00 0.55 0.45 

dimetil formamida 28.531 0.00 0.88 0.69 

butanol 28.089 0.79 0.47 0.88 

benceno 28.734 0.00 0.59 0.10 

isopropanol 28.169 0.76 0.48 0.95 

acetonitrilo 28.902 0.19 0.75 0.31 

tolueno 28.768 0.00 0.54 0.11 

tetrahidrofurano 28.728 0.00 0.58 0.55 

dimetil sulfóxido 28.329 0.00 1.00 0.76 

cloroformo 28.089 0.44 0.58 0.00 

etanol 28.329 0.83 0.54 0.77 

dicloro etano 28.582 0.00 0.81 0.00 

agua 27.473 1.17 1.09 0.18 

tributil amina 28.986 0.00 0.16 0.62 

parámetro que mide la capacidad del solvente como dador de hidrógeno, n* = 

parámetro que mide la polaridad-polarizabilidad de solvente y 13 = capacidad del solvente 

como aceptor de hidrógeno. 

Con el propósito de confirmar la localización de los sitios aceptores de puente 

hidrógeno en Triazina, se analizaron las densidades de carga locales sobre cada átomo 

presente en la molécula, obtenidas a partir de cálculos semiempíricos utilizando el método 

AM1 (Figura 30). Este método no describe los procesos de solvatación, pero puede 

proporcionar información sobre los sitios de interacción, las distancias de enlace y la 

distribución de carga en los diferentes átomos presentes en la estructura molecular. Los 

cálculos para Triazina se llevaron a cabo comenzando con ángulos y longitudes de enlace 

estándar. La geometría de la molécula fue optimizada minimizando la energía con respecto 
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a las variables geométricas, sin restricción de simetría, utilizando un gradiente de 0.01 

kcal/mol y el algoritmo Polak-Ribierie como criterio de convergencia.142

El análisis de la Figura 30 revela que existe una alta densidad de carga negativa 

localizada en el oxígeno del grupo N-óxido. 

1
'. ..:•• 

- VIZI 1 ' 
---

0.135 10.130 

0.136 

Figura 30. Densidades de carga de Triazina calculadas usando el método semiempírico 

AMI. 

Por lo tanto, en base a estos resultados obtenidos es posible predecir que el 

compuesto antitumoral podrá asociarse con dendrímeros PAMAM no sólo por 

interacciones lipofílicas, sino también a través de interacciones puente hidrógeno entre el 

grupo N-óxido del compuesto activo y grupos amina y/o amida de los dendrímeros. La 

existencia de estas interacciones específicas puede promover la asociación droga-

dendrímero dando lugar a un aumento de la solubilidad del compuesto activo. 

6.1.1.2 Estudio de la asociación de Triazina con dendrímeros PAMAM 

6.1.1.2a Triazina en soluciones acuosas de dendrímeros PAMAM 
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Con el propósito de evaluar a los dendrímeros PAMAM como vehículos para la 

distribución controlada de Triazina, se estudió la asociación de la droga a estas 

macromoléculas a través de espectroscopía UV-visible. 

Es importante mencionar que se realizó la determinación de la solubilidad en agua 

de Triazina a través de la metodología descripta en la sección 5.1, obteniéndose un valor de 

4x10-4 M. 

El espectro de absorción de Triazina en solución acuosa de PAMAM-AT (G=3) se 

muestra en la Figura 31, junto con el espectro obtenido para una solución saturada de 

Triazina en agua pura. La solución de droga en PAMAM-AT (G=3) se preparó de acuerdo 

al Método A descripto en la sección 5.3. 
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Figura 31. Espectro de absorción de Triazina en solución acuosa de PAMAM-AT (G = 3) 

lx104 M (a). Se muestra también el espectro de una solución saturada de Triazina en agua 

pura (b). 

Se puede observar que el espectro de Triazina en solución acuosa de dendrímero es 

diferente al espectro observado para el compuesto activo en agua pura. En solución acuosa 

de dendrímero no se observa la banda con máximo a 364 nm, mientras que la banda 

centrada a 267 nm es mucho más intensa y ancha. Este resultado sugiere que Triazina no es 

Náhir Dib - Tesis Doctoral en Ciencias Químicas 76 



6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

estable en soluciones acuosas de dendrímero PAMAM-AT (G = 3) y que se produciría una 

degradación del compuesto activo. Cambios espectrales similares se observaron cuando se 

estudió la asociación de Triazina con dendrímeros PAMAM-CT (G = 2.5 y G = 4.5) en 

medio acuoso (Figura 32). Cabe destacar que los experimentos de control, realizados con 

soluciones de Triazina en agua desionizada, mostraron que el espectro de absorción no 

muestra ningún cambio a lo largo de varias semanas; esto indicaría que el compuesto es 

estable en solución acuosa, en ausencia de los dendrímeros. 
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Figura 32. Espectros de absorción de Triazina en solución acuosa de dendrímero 

PAMAM-CT G = 4.5 (a) y G = 2.5 (b), 1x104 M. Se muestra también el espectro de una 

solución saturada de Triazina en agua pura (c). 

Chupakhin y co1.182 informaron que los compuestos derivados de N-óxidos 1,2,4-

triazina experimentan hidrólisis tanto en medio ácido como básico. Por lo tanto, se midió el 

pH de las soluciones acuosas de los dendrímeros estudiados, obteniéndose los siguientes 

valores: pH= 9.13 para PAMAM-AT (G = 3), pH= 9.8 para PAMAM-CT (G = 2.5), y 

pH=10.02 para PAMAM-CT (G = 4.5), lo cual está de acuerdo con otros estudios 

reportados. I83 Por lo tanto, podría ser posible que los dendrímeros amino y carboxilato 

terminales estén involucrados en un proceso de hidrólisis de Triazina, provocando la 
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formación de N'-[3-(hidroxiimino)-5-fenilpent-4-en-2-iliden] formilhidrazinal" (Figura 

33) y los cambios espectrales observados serían una evolución de las bandas de Triazina a 

las bandas del compuesto de Triazina hidrolizada. 

'H3N 

NH3' 
t, 

PAMAM 

N - 

° o o 'o-cr ci 

Solución acuosa 

N-óxido de (E)-2-feniletenil 
1,2,4-triazina (Triazina) 

N'-[3 - (hidroxiimino)-5-fenilpent-4-en-2-
iliden) formilhidrazina 

Figura 33. Esquema representativo del proceso de hidrólisis de Triazina en solución 

acuosa de dendrímeros PAMAM amino y carboxilato terminal. 

6.1.1.2b Preparación del conjugado Triazina-dendrímero a través de una metodología 
diferente 

Las soluciones de Triazina-dendrímero que muestran hidrólisis del compuesto 

terapéutico se prepararon mezclando cantidades adecuadas de Triazina y dendrímero en 

Me0H, luego se llevó a sequedad y finalmente se hidrató (Método A, sección 5.3). Al 

llevar a sequedad, la concentración de dendrímero aumenta gradualmente, y el pH de la 

solución también aumenta. Por lo tanto, la hidrólisis de la droga podría deberse a este paso 

en la metodología de preparación. Con el objetivo de determinar si esta hipótesis era cierta, 

se preparó el complejo Triazina-PAMAM-AT (G = 3) a través de la metodología B, 

descripta en la sección 5.3. En este caso, a la droga llevada a sequedad para eliminar el 

Me0H se le agregó solución acuosa de dendrímero. 

En la Figura 34 se muestran los espectros de absorción de la solución acuosa de 

Triazina en PAMAM-AT (G = 3) preparada de acuerdo a esta metodología, tomados a 

diferentes tiempos luego de la preparación. Puede observarse que inicialmente, 

inmediatamente luego de la preparación de la solución, el espectro presenta las mismas 
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bandas que Triazina en agua pura. Sin embargo, con el tiempo, la banda con máximo a 364 

nm decrece, mientras que el desarrollo de un hombro alrededor de 300 nm produce un 

ensanchamiento de la banda centrada a 267 nm. Por lo tanto, si bien a través de este 

método de preparación del conjugado droga-dendrímero no se produce una degradación 

inmediatamente luego de la preparación, como ocurre al prepararlo a través del Método A, 

tres días luego de la preparación es evidente que ha ocurrido la hidrólisis del compuesto. 

Por lo tanto, independientemente del método de preparación, se observa degradación de 

Triazina en presencia de estas soluciones dendriméricas. 

A
bs

or
ba

nc
ia

 

1.2 - 

1.0 - 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 
250 300 350 400 

X(nm) 

450 

Figura 34. Espectros de absorción de Triazina en solución acuosa de PAMAM-AT (G = 3) 

lx10-4 M tomados a diferentes tiempos. 

(a) Inmediatamente luego de la preparación de la solución, (b) luego de tres, (c) cinco y (d) 

diez días. 

6.1.1.2c Estudio de Triazina en soluciones acuosas básicas 

Con el propósito de analizar el proceso de hidrólisis de Triazina, se siguió la 

evolución de los espectros de absorción de una solución acuosa de este compuesto después 

de la adición de una solución acuosa de KOH, en cantidad suficiente para alcanzar un valor 
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de pH igual a 10. Se pueden ver cambios claros en los espectros de absorción de la droga 

en la Figura 35, indicando la transformación (hidrólisis básica) sufrida por el compuesto. 

El espectro final, es muy similar a los obtenidos para Triazina en soluciones acuosas de los 

dendrímeros PAMAM-AT (G = 3), PAMAM-CT (G = 2.5) y PAMAM-CT (G = 4.5); esto 

apoya la hipótesis de que en presencia de los polímeros dendriméricos PAMAM 

estudiados, Triazina sufre hidrólisis. 
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Figura 35. Espectros de absorción de Triazina en solución acuosa de KOH (pH = 10) 

tomados O (a), 20 (b), 60 (c), 180 (d), 420 mm n (e) y un día (f) luego de la preparación de la 

solución. 

Por otra parte, se realizaron estudios de estabilidad de Triazina en solución acuosa 

de butilamina, a una concentración equivalente a la cantidad de grupos terminales 

presentes en una solución de dendrímero PAMAM-AT (G = 3) 1x10-4 M (Figura 36). En 

este caso, Triazina también muestra una degradación similar a la observada cuando se 

encuentra en presencia de solución acuosa de dendrímero (Figura 31). 
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Figura 36. Espectros de absorción de Triazina en solución acuosa de butilamina 3.2x10-3M 

tomados O (a), 2 (b) y 8 (c) días luego de la preparación de la solución. 

6.1.1.2d Estudio de la asociación de Triazina a dendrímeros PAMAM en solución 
buffer 

De acuerdo a lo presentado hasta el momento, los estudios realizados indican que 

Triazina sufre hidrólisis básica en las soluciones acuosas de los dendrímeros seleccionados. 

Por lo tanto, con el objetivo de evitar esta transformación del compuesto terapéutico, se 

estudió la asociación droga-dendrímero en PBS (pH=7.4). En la Figura 37 se muestra el 

espectro de absorción de Triazina en solución de PBS, en presencia de dendrímero 

PAMAM-AT (G = 3). Puede verse en la figura que, a pesar de la regulación del pH del 

medio, se produce la degradación de Triazina. El análisis espectroscópico muestra una 

degradación similar para el compuesto activo en solución de PBS, en presencia de 

dendrímeros PAMAM-CT (G = 2.5 y G = 4.5) (Figura 37). 

En base a estos resultados, se puede afirmar que la degradación de Triazina no se 

debe al pH básico de la solución dendrimérica, sino que estaría relacionada con una 

interacción específica de la droga con los diferentes microentornos que presenta la 

estructura dendrimérica. 
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Figura 37. Espectros de absorción de Triazina en solución buffer (PBS) de dendrímero 

PAMAM-AT (G =3) (a), PAMAM-CT G=4.5 (b) y PAMAM-CT G=2.5 (c), 1x10-4 M. 

Se muestra también el espectro de Triazina en solución buffer (d). 

6.1.1.2e Análisis del proceso de hidrólisis de Triazina 

Los estudios realizados indican que a pesar de la regulación del pH de la solución, 

Triazina sufre hidrólisis en presencia de los dendrímeros PAMAM-CT y PAMAM-AT. 

Este hecho indica que los sitios periféricos cargados en estos dendrímeros podrían ser los 

responsables de la degradación de la droga. La alta concentración local de grupos 

periféricos que existe en los dendrímeros podría promover la generación de múltiples 

interacciones que ocurren simultáneamente en estos sitios generando comportamientos 

especiales.185

Klajnerta y colaboradores demostraron que, tanto los grupos terminales carboxilato 

como los amino, se encuentran ionizados en solución acuosa y en solución buffer de pH 

7.4, y sólo los dendrímeros hidroxilo terminales no tienen ninguna carga en su superficie 

(Figura 38).186 Además, los dendrímeros estudiados poseen grupos que pueden promover 

la hidrólisis catalizada por base. En los dendrímeros PAMAM la basicidad de los residuos 
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amina interiores, es fuertemente dependiente de la generación a la que pertenece la amina 

terciaria y de la naturaleza de los grupos terminales del dendrímero.42 Los dendrímeros 

PAMAM-AT poseen aminas primarias como grupos terminales, con un pKa alrededor de 

8.542,187 que son capaces de promover la hidrólisis básica de Triazina. Además, en los 

dendrímeros PAMAM de generación completa, las aminas terciarias internas tienen un 

pKa 5.0,42 ,187 por lo que se puede suponer que en las condiciones experimentales de los 

estudios realizados, los grupos amina internos de dendrímeros PAMAM-OHT (G = 3) y 

PAMAM-AT (G = 3), permanecen neutros en solución acuosa. En los dendrímeros 

PAMAM-CT, los grupos carboxilato tienen baja basicidad pero las aminas terciarias 

adyacentes a los grupos terminales poseen una capacidad básica mayor (pKa 8.0) 42 que 

los dendrímeros de generación completa, haciendo posible la hidrólisis básica del 

compuesto activo (Figura 38). 
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Figura 38. Representación de las estructuras de dendrímeros PAMAM-AT (a), PAMAM-

CT (b) y PAMAM-OHT (c), mostrando los grupos que se encuentran cargados en agua 

desionizada y en buffer de pH 7.4 y que pueden promover la hidrólisis básica de Triazina. 

Por lo tanto, los resultados obtenidos apoyan el hecho de que los microentornos 

heterogéneos en las soluciones dendriméricas pueden producir efectos no deseados cuando 

estas estructuras se utilizan como vehículos para la administración controlada de drogas. 

En el presente estudio, la interacción entre Triazina y los dendrímeros amino y carboxilato 

terminales, provoca la degradación del compuesto activo, por lo que estos dendrímeros no 

son adecuados para actuar como vehículos macromoleculares del compuesto antitumoral. 
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6.1.1.2f Estudio de la asociación de Triazina - PAMAM-OHT (G = 3) 

Con el objetivo de encontrar un vehículo macromolecular adecuado para el 

derivado de Triazina estudiado, que no provoque su hidrólisis, se estudió la interacción 

entre Triazina y un dendrímero neutro, PAMAM-OHT (G=3) (Figura 14). Este dendrímero 

posee el mismo núcleo y ramificaciones que los dendrímeros PAMAM-CT y PAMAM-

AT, pero no posee grupos terminales ionizados. 

La Figura 39 muestra el espectro de absorción de Triazina en solución acuosa del 

dendrímero PAMAM-OHT (G = 3) (1x10 4 M) y el de una solución saturada de Triazina en 

agua pura. El espectro de la droga en presencia del dendrímero hidroxilo terminal presenta 

las mismas bandas que el espectro de Triazina en agua, y permanece sin cambios con el 

tiempo (varias semanas), lo cual indica que no ocurren cambios estructurales ni la 

degradación química del compuesto activo. 
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Figura 39. Espectro de absorción UV-vis de Triazina en solución acuosa de dendrímero 

PAMAM-OHT 1x10 -4 M (a) y en agua desionizada (b) 

450 

Además, el incremento de la absorbancia se puede atribuir a la solubilización 

adicional de Triazina en el interior del dendrímero. Estudios previos han demostrado que 

los microentornos interiores de la estructura de los dendrímeros PAMAM son menos 
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polares que el seno de la solución acuosa,188 lo que favorece la incorporación de moléculas 

lipofílicas como Triazina en las nanocavidades de la macromolécula. 

Tanto el tamaño de las cavidades del dendrímero como el volumen molecular del 

huésped son factores determinantes en la incorporación de compuestos en el interior de 

dendrímeros. El tamaño de la cavidad de la macromolécula está controlado por parámetros 

geométricos como el ángulo que determinan dos ramificaciones vecinas, el ángulo entre 

unidades de monómeros y la longitud del mismo. 189 El volumen molecular de la Triazina 

estudiada (V = 108.05 A3), calculado a partir de la geometría optimizada utilizando el 

método semiempírico AM1, es adecuado para la incorporación de dicho compuesto en las 

cavidades interiores de dendrímeros PAMAM-OHT (G = 3). Esto permite que el huésped 

pueda ser solubilizado en los nanoentornos de menor polaridad del sistema dendrimérico. 

La incorporación de moléculas de compuesto activo en el interior de los 

dendrímeros podría ser reforzada por la formación de enlaces puente hidrógeno entre la 

Triazina y el dendrímero, estabilizando la asociación huésped-dendrímero. PAMAM-OHT 

(G = 3) posee grupos amida dadores de enlace puente hidrógeno en sus cavidades y grupos 

hidroxilo en la periferia, que pueden formar enlaces puente hidrógeno con los grupos N-

óxido del compuesto activo. 

6.1.1.2g Análisis de la estabilidad del complejo Triazina - PAMAM-OHT (G=3) 

Con el objetivo de evaluar la estabilidad de la asociación Triazina - PAMAM-OHT 

(G=3), las soluciones de compuesto activo y dendrímero se mantuvieron a temperatura 

ambiente y se analizaron periódicamente durante diez semanas. Se controló la posible 

aparición de precipitado, turbidez, cristalización, cambios espectrales y liberación de la 

droga. No se observaron cambios en las soluciones del conjugado droga-dendrímero, 

resultando estables con el tiempo. Esto es muy importante si se considera que el estudio de 

dicho sistema tiene por objetivo la preparación de formulaciones para su futura aplicación 

farmacológica. 

Para completar el análisis de la estabilidad del complejo Triazina - PAMAM-OHT 

se realizó el estudio del efecto de la temperatura en dicha asociación. Para ello se 

determinó el espectro de absorción de la solución acuosa del conjugado droga-dendrímero 

a diferentes temperaturas, de acuerdo a como se detalla en la sección 5.5. Se encontró que 

el sistema es lo suficientemente estable con la temperatura, al menos en el rango estudiado. 
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6.1.1.2h Estudios de liberación in vitro de Triazina desde el conjugado droga-
dendrímero 

Se llevó a cabo el estudio de la liberación in vitro de Triazina mediante diálisis, tal 

como se detalla en la sección 5.6, con el fin de evaluar las características de liberación del 

complejo droga-dendrímero, lo cual es muy importante en el diseño y optimización de 

sistemas de administración de fármacos. Los vehículos macromoleculares que permiten 

una liberación lenta de la droga dan lugar a una mejora en la biodisponibilidad y 

disminución de los efectos secundarios del fármaco administrado, como así también una 

disminución en la frecuencia con la que se debe administrar. I90

La Figura 40 muestra que cerca del 98% de las moléculas de Triazina fueron 

liberadas fuera del tubo de diálisis a las 45 horas, en ausencia de dendrímero en la solución 

dentro del tubo de diálisis. Luego del mismo período de tiempo, sólo el 65% del fármaco 

se liberó fuera del tubo de diálisis cuando el dendrímero PAMAM-OHT (G=3) está 

presente en la solución. Por otra parte, bajo las mismas condiciones experimentales, el 35% 

restante se liberó a una velocidad muy baja. Incluso luego de 24 horas no hubo cambios 

apreciables en la cantidad de Triazina liberada. La liberación más lenta de Triazina desde 

el complejo Triazina-PAMAM-OHT indica que la asociación puede prevenir la rápida 

liberación de la droga desde el complejo droga-dendrímero.I9°
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Figura 40. Porcentajes de liberación in vitro de Triazina desde solución acuosa de 

PAMAM-OHT 1x10 4 My desde agua pura. 
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Los estudios de liberación in vitro de Triazina muestran que las moléculas de droga 

asociadas al dendrímero permanecen como tales en la solución dentro del tubo de diálisis, 

y sólo las moléculas libres, no asociadas a moléculas de dendrímero, se transfieren fuera 

del tubo de diálisis en las condiciones experimentales. De esta manera, las interacciones 

Triazina-dendrímero, son capaces de producir una asociación estable en solución acuosa. 

Por lo tanto, en el caso de una aplicación médica de la formulación droga-dendrímero, el 

compuesto activo permanecería asociado al polímero dendrimérico. 

Los resultados obtenidos a partir del estudio de la asociación Triazina y 

dendrímeros PAMAM con diferentes grupos terminales, indican que la presencia de 

dendrímeros PAMAM con grupos amino terminal (G = 3) y grupos carboxilato terminal 

(G= 2.5 y G = 4.5) inducen la degradación del compuesto activo estudiado. Por lo tanto, 

estos polímeros no son adecuados para su aplicación como nanovehículos de Triazina. Sin 

embargo, el dendrímero PAMAM-OHT (G = 3), con grupos neutros en su superficie, 

mostró asociación con el compuesto activo, sin provocar cambios estructurales en el 

mismo. La solución del dendrímero PAMAM-OHT asociado a Triazina resultó estable con 

el tiempo y con la temperatura; además, los estudios de liberación in vitro mostraron que la 

asociación de Triazina al dendrímero PAMAM-OHT da lugar a una liberación más lenta 

de la droga que cuando se encuentra sola en agua. Por lo tanto, el dendrímero neutro 

PAMAM-OHT tiene la capacidad para actuar como potencial vehículo molecular de 

Triazina.I91

6.1.2 Evaluación de dendrímeros PAMAM y PPI como vehículos moleculares de un 

derivado de N. N'-dióxido de fenazina con actividad antitumoral 

El compuesto N5, N'°-dióxido de 7-bromo-2-hidroxi fenazina (Fenazina, Figura 

15) es un agente citotóxico selectivo en condiciones de hipoxia, y además, presenta 

actividad anti Tripanosoma cruzi. Sin embargo, su solubilidad en agua es baja para su uso 

exitoso in vivo, reduciendo su biodisponibilidad y efectividad.  111,112 La asociación de este 

tipo de compuestos a vehículos moleculares apropiados podría aumentar su solubilidad 

acuosa. Por lo tanto, se evaluó la capacidad de los dendrímeros PAMAM-AT (G = 1), 

PAMAM-AT (G = 3), PAMAM-OHT (G = 3) y PPI (G=4) (Figura 13, Figura 14 y Figura 

15) para asociarse con Fenazina, con el propósito de seleccionar el dendrímero más 

adecuado para actuar como potencial vehículo. 
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6.1.2.1 Determinación del pl{„, de Fenazina en agua 

Cuando un compuesto presenta una funcionalidad ácida o básica su grado de 

ionización en solución acuosa está determinado por el pH de la solución y el valor de la 

constante de disociación ácida (K.). En el caso de fármacos, esta información es esencial 

ya que la solubilidad, como así también las propiedades farmacocinéticas y 

farmacodinámicas, pueden variar considerablemente cuando se comparan la forma 

ionizada y neutra de la molécula.192 Además, si se estudia la asociación de dendrímeros 

con una droga ionizable, las interacciones droga-dendrímero dependerán en gran medida 

del estado de ionización de la droga. Por lo tanto, es importante conocer el valor de pKa de 

la molécula de droga estudiada. 

Al analizar la estructura química de Fenazina (Figura 19) se puede ver que presenta 

un grupo fenol, por lo que la molécula puede ceder un protón y definirse como un ácido 

monoprótico. Es decir, la molécula puede encontrarse en estado fenólico neutro o como 

anión fenolato dependiendo del pH de la solución acuosa (Figura 41 (a)). Por lo tanto, 

antes de iniciar el estudio de la asociación de Fenazina a dendrímeros PAMAM y PPI, se 

analizaron soluciones de la droga en agua a diferentes pH por espectroscopía UV-vis y se 

determinó su pKa. 

Para determinar el pKa de Fenazina se utilizó el método de espectroscopia UV-vis, 

tal como se describe en la sección 5.7. En la Figura 41(b) se muestran los espectros de 

absorción de una solución acuosa de Fenazina a diferentes pH. A pH 2.4 la droga presenta 

una banda con máximo a 482 nm; al aumentar el pH, la intensidad de esta banda disminuye 

y aparece una banda a 558 nm, la cual aumenta en intensidad al incrementarse el pH. De 

acuerdo a esto, la banda observada a 482 nm corresponde a la forma neutra de Fenazina, 

mientras que la banda a 558 nm se atribuye a la forma ionizada (anión fenolato). Este 

desplazamiento significativo al rojo del máximo de absorción con la desprotonación de la 

droga se debe a que en el estado anión fenolato se extiende la deslocalización de 

electrones n.193
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Figura 41. (a) Equilibrio ácido base de Fenazina. (b) Espectros de absorción UY-vis de 

Fenazina en solución acuosa a diferentes pH. 

La banda a 482 iun corresponde a la forma neutra (fenólica) y la banda a 558 nm a la 

forma aniónica (fenolato). 

A partir de los espectros de Fenazina en agua a diferentes pH se construyó un 

gráfico de Absorbancia en función del pH (Figura 42 (a)); el valor de pH del punto de 

inflexión de esta curva es igual al pKa de la droga. Para obtener el valor del punto de 

inflexión se calculó la derivada segunda en función del pH, con lo cual se obtiene el valor 

del pKa del corte de la curva con el eje x (Figura 42 (b)). Para Fenazina, el valor de pKa

determinado experimentalmente fue 5.6. Por lo tanto, a pH menores a 5.6 Fenazina se 

encuentra principalmente en forma neutra mientras que a pH mayores a 5.6 se encuentra 

principalmente como anión fenolato. 
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Figura 42. (a) Absorción UV-vis de Fenazina a 558 nm en función del pH. Los puntos 

representan los datos experimentales. La línea continua corresponde al ajuste de los datos 

experimentales. (b) Derivada segunda del ajuste del gráfico (a) en función del pH. En línea 

punteada se indica el corte de la curva con el eje x, el cual corresponde a pH= 5.6. 

6.1.2.2 Estudio de la asociación Fenazina-dendrímeros 

6.1.2.2a Estudio de la asociación de Fenazina con dendrímeros PAMAM en agua 

En la Figura 43, se muestran los espectros de absorción UV-vis de Fenazina en 

solución acuosa de PAMAM-AT (G=1), PAMAM-AT (G=3) y PAMAM-OHT (G=3). 

También se incluye el espectro obtenido para una solución saturada de la droga en agua 

pura. Las soluciones de Fenazina en los dendrímeros se prepararon de acuerdo al método 

descripto en la sección 5.8, colocando una cantidad de Fenazina que excede su límite de 

solubilidad acuosa (S,, = 2x104 M). Como puede observarse en la figura, en presencia de 

los dendrímeros la absorbancia de Fenazina aumenta respecto de la solución saturada en 

agua pura, lo que indica que la solubilidad de la droga aumenta. En presencia de PAMAM-

AT (G = 1) y (G = 3), el espectro de la droga muestra una banda bien definida a 560 nm, 

por lo que en las soluciones acuosas de los dendrímeros amino terminales Fenazina se 

encuentra principalmente como anión fenolato. En solución acuosa del dendrímero 

PAMAM-OHT (G = 3) el espectro de la droga también muestra una banda alrededor de 

560 nm, pero en este caso la banda se ensancha en la zona de 482 nm. Por lo tanto, en 

presencia del dendrímero PAMAM-OHT (G = 3) hay una mayor proporción de moléculas 

de Fenazina en estado neutro que cuando se encuentra en presencia de los dendrímeros 

amino terminales. 
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Figura 43. Espectros de absorción UV-vis de Fenazina en solución acuosa de dendrímero 

PAMAM-AT (G =3) (a), PAMAM-AT (G = 1) (b) y PAMAM-OHT (G =3) (e). 

(Concentración de dendrímero = 1.25x104 M). Se muestra también el espectro de una 

solución saturada de Fenazina en agua pura (d). 

Del análisis de la Figura 43 se ve que, a pesar de que la concentración de 

dendrímero es la misma en todos los casos, el aumento de solubilidad de la droga no fue el 

mismo para todos los dendrímeros. Al utilizar una solución de PAMAM-AT (G = 3) 

1.25x104 M, se logró un aumento de 18.4 veces la solubilidad de Fenazina respecto de su 

solubilidad en agua, mientras que al usar el dendrímero PAMAM-OHT (G = 3) en una 

misma concentración la solubilidad se incrementó 5 veces (Tabla 3). Estos dos 

dendrímeros poseen igual tamaño y número de grupos terminales, sin embargo, se 

diferencian en el tipo de grupo terminal. Por otro lado, al utilizar los dendrímeros amino 

terminales (G = 3 y G = 1) en una misma concentración, los resultados indican un mayor 

aumento de la solubilidad de la droga respecto a su solubilidad en agua pura cuando se 

utiliza el dendrímero de G = 3 (18.4 Sw) que cuando se utiliza el de G = 1(6.15 Sw). Estos 

dos dendrímeros tienen el mismo tipo de grupo superficial pero se diferencian en el tamaño 

y número de grupos terminales. Por lo tanto, el incremento de solubilidad de la droga 
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estudiada depende tanto del tipo de grupos terminales que presenta el dendrímero 

PAMAM como de su generación (Tabla 3). 

Tabla 3. Características de los dendrímeros PAMAM utilizados y aumento de solubilidad 

en agua de Fenazina producido por cada dendrímero 

(Concentración de dendrí mero = 1.25x10-4 M). 

Dendrimero Grupo Carga Peso molecular Aumento de 

PAMAM terminal superficial "  (g/mol) solubilidad 

G=1 AT 8 NH2 Catiónico 1430 6.15 S„,,a

G=3 AT 32 NH2 Catiónico 6909 18.4Sa

G=3 OHT 32 OH Neutro 6941 5 Swa

S w= 2x10-4 M Solubilidad en agua. bde (Klajnert, 2003)1w' 

El incremento de solubilidad de una droga en soluciones acuosas de dendrímeros 

PAMAM se puede atribuir a diferentes mecanismos de interacción entre el dendrímero y el 

fármaco. En primer lugar, la existencia de cavidades relativamente no polares en el interior 

de los dendrímeros les confiere la capacidad de encapsular huéspedes mediante 

interacciones lipofilicas.49385394 Por otro lado, las aminas terciarias y los grupos amida en 

las nanocavidades de los dendrímeros pueden interactuar con las moléculas huéspedes por 

formación de enlaces puente hidrógeno.194'195 Además, si el dendrímero presenta grupos 

terminales cargados, como los dendrímeros PAMAM-AT y PAMAM-CT, pueden 

asociarse a moléculas de droga cargadas a través de interacciones electrostáticas.194396-199

Como se comentó antes, Fenazina tiene dos formas que se encuentran en equilibrio: la 

forma fenólica neutra y la forma fenolato aniónica (Figura 41 (a)). En las soluciones 

acuosas de los dendrímeros PAMAM-AT (G = 3), PAMAM-AT (G = 1) y PAMAM-OHT 

(G = 3), Fenazina se encuentra principalmente en forma aniónica (pH soluciones 

dendriméricas > 7, pK. Fenazina = 5.6). Por lo tanto, en las soluciones de los dendrímeros 

PAMAM-AT, la droga puede asociarse a los dendrímeros a través de interacciones 

electrostáticas con los grupos terminales catiónicos de la macromolécula. En el caso del 

dendrímero PAMAM-OHT, este tipo de interacción no es posible, pero puede asociarse a 

la droga a través de interacción lipofilica y formación de enlaces puente hidrógeno en las 

nanocavidades, como así también por la formación de enlaces puente hidrógeno con los 

grupos OH terminales del dendrímero. 
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Varios estudios demuestran que la interacción electrostática de una droga ionizada 

con los grupos terminales cargados del dendrímero es el factor fundamental en el aumento 

de solubilidad, siendo más importante que otro tipo de interacciones, como la 

encapsulación lipofilica o interacciones puente hidrógeno.19420° Por lo tanto, si bien 

PAMAM-AT (G=3) y PAMAM-OHT (G=3) presentan el mismo tamaño e interior, la falta 

de grupos superficiales cargados positivamente en PAMAM-OHT (G=3) limita el aumento 

de solubilidad de Fenazina. A su vez, si bien tanto PAMAM-AT (G=3) como PAMAM-

AT (G=1) presentan grupos superficiales cargados positivamente, capaces de asociarse a 

Fenazina a través de interacciones electrostáticas, el dendrímero de G=3 presenta un mayor 

número de grupos terminales catiónicos que el de G=1, por lo que es capaz de asociarse a 

un mayor número de moléculas de Fenazina y, por lo tanto, aumentar más su solubilidad 

en agua. 

En la Figura 44 se observa la solubilidad de Fenazina obtenida al usar diferentes 

concentraciones de los dendrímeros PAMAM estudiados. Se puede ver que al aumentar la 

concentración de los dendrímeros aumenta la cantidad de Fenazina solubilizada. En el caso 

de los dendrímeros PAMAM-AT este incremento de la solubilidad de la droga es más 

notorio que para el dendrímero OH terminal. Para los dendrímeros amino terminales, una 

concentración más alta de dendrímero significa una mayor concentración de grupos 

catiónicos y por lo tanto, más oportunidades para la interacción electrostática con 

moléculas de droga cargadas negativamente. 
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Figura 44. Solubilidad acuosa de Fenazina en función de la concentración de dendrímero 
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Como se comentó antes, para una misma concentración de dendrímero, PAMAM-

AT (G=3) es capaz de aumentar más la solubilidad de Fenazina que PAMAM-AT (G=1) 

ya que el dendrímero de G=3 presenta más grupos superficiales cargados que el de G=1. 

Sin embargo, si la comparación se hace para una misma concentración de grupos amino 

terminales se encuentra que el dendrímero PAMAM-AT de menor G es capaz de 

incrementar más la solubilidad de la droga que el de mayor G (Figura 45). Esto está de 

acuerdo con los estudios realizados por otros autores y se debe a que a medida que 

aumenta la G del dendrímero se produce una congestión de los grupos amino terminales en 

la superficie, con lo cual aumenta el impedimento estérico para la asociación electrostática 

de moléculas de droga.200,201
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Figura 45. Solubilidad de Fenazina en función de la concentración de grupos amino 

terminales de los dendrímeros PAMAM-AT (G=1) (negro) y PAMAM-AT (G=3) (rojo). 

6.1.2.2b Análisis de la asociación de Fenazina con dendrímeros PAMAM mediante 
espectroscopía 1111-NMR 

La asociación de Fenazina a los dendrímeros PAMAM también se estudió a través 

de espectroscopia 1H-NMR. Las técnicas NMR son una herramienta muy útil para 

caracterizar complejos huésped-dendrímero, ya que brindan información sobre las 

interacciones intermoleculares presentes en el sistema.202

Tal como se muestra en la Figura 46, los dendrímeros PAMAM-AT (G = 1) y 

PAMAM-OHT (G = 3) presentan seis tipos de protones: cuatro que corresponden a los 

grupos metilénicos interiores (a-d) y dos correspondientes a los grupos metilénicos de la 
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última capa del dendrímero (b 'y d"), próximos a los grupos terminales (Figura 46 (a) y 

(b)).136203 En los espectros 11-1-NMR de estos dendrímeros, el pico para los protones d' 

generalmente se solapa con el de los protones d, mientras que el de los protones b' se 

superpone con el de los protones c.202 Por otro lado, Fenazina presenta 6 tipos de protones 

en su estructura (Figura 46 (c)). 
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Figura 46. Estructuras químicas y asignación de los diferentes protones de: PAMAM-AT 

(G = 1) (a), PAMAM-OHT (G = 3) (b), y Fenazina (c) 

En la Figura 47 se muestran los espectros 'H-NMR del dendrímero PAMAM-AT 

(G = 1) en ausencia y en presencia de Fenazina, en D20, con la correspondiente asignación 

de picos, de acuerdo a las estructuras de la Figura 46 (a) y (c). 
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Figura 47. Espectros 11-1-NMR del dendrímero PAMAM-AT (G = 1) en ausencia a) y en 

presencia b) de Fenazina, en D20. 

Se muestra el espectro completo (arriba) y la zona de las seriales del dendrímero 

ampliada (abajo). 
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En los espectros 11-1-NMR de PAMAM-AT (G = 1) en ausencia y presencia de la 

droga (Figura 47 (a) y (b)), las señales de los protones del dendrímero aparecen en la zona 

de los hidrógenos alifáticos, entre 2 y 4 ppm. A su vez, las señales de los protones de 
,111.1 12 Fenazina aparecen entre 7 y 9 ppm tal como se puede ver en la Figura 47 (b) 

superior. Al analizar las señales de los protones del dendrímero en ausencia y en presencia 

de la droga (Figura 47 (a) y (b) inferiores), se observa un corrimiento significativo a campo 

bajo de las señales de los protones metilénicos ubicados en la última capa del dendrímero 

(Kb' y Hd') cuando está en presencia de Fenazina. Esto indica la existencia de 

interacciones jónicas entre los grupos amino terminales del dendrímero y el grupo fenólico 
200,202,204,205 de Fenazina. Por otro lado, numerosos estudios indican que la encapsulación 

del huésped en el interior del dendrímero corre las señales de los protones internos del 

dendrímero a campo alto.20° Sin embargo, en el caso del sistema Fenazina - PAMAM-AT 

(G = 1) no se observa corrimiento de las señales de los protones internos del dendrímero a 

campo alto en presencia de la droga. Por lo tanto, tal como se ha demostrado en estudios 

previos,194 los grupos amino terminales son el factor predominante en la solubilización de 

un fármaco aniónico por dendrímeros catiónicos. 

Por otro lado, en la Figura 48 se muestra el espectro '11-NMR del dendrímero 

PAMAM-OHT (G = 3) en ausencia y en presencia de Fenazina, en D20. Se muestra la 

zona de los protones alifáticos, donde aparecen las señales de los protones del dendrímero, 

con la correspondiente asignación de picos, de acuerdo a la estructura de la Figura 46 

(b).202 El espectro del dendrímero prácticamente no cambia cuando está en presencia de la 

droga. Esto permite inferir que Fenazina no se asocia al dendrímero PAMAM-OHT (G = 

3) ya que no hay evidencias de interacciones iónicas, lipofflicas o puente hidrógeno entre 

la droga y la macromolécula. Sin embargo, en los estudios por espectroscopía UV-vis se 

observó un incremento de la solubilidad de la droga en solución acuosa de PAMAM-OHT 

(G = 3) respecto de la solución saturada en agua pura (Figura 43). Este incremento de 

solubilidad se puede atribuir a que las soluciones acuosas de dendrímero PAMAM-OHT 

tienen un pH más básico que el agua pura. Por lo tanto, en presencia del dendrímero 

PAMAM-OHT, Fenazina se encuentra más ionizada que en agua pura; como la droga 

ionizada es más soluble en agua que cuando se encuentra en estado neutro, su solubilidad 

aumenta en presencia del dendrímero. En el caso de los dendrímeros PAMAM-AT, cuyas 

soluciones acuosas también son más básicas que el agua pura, el incremento de solubilidad 

de Fenazina también se debería, en parte, a un incremento del pH de la solución, pero a 

diferencia del dendrímero OHT, en los dendrímeros amino terminales la solubilidad de la 
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droga también se debería a la asociación con la macromolécula, de acuerdo a la evidencia 

encontrada por espectroscopia 1H-NMR. Para corroborar estas hipótesis se analizó la 

solubilidad de Fenazina en PBS y en soluciones de los dendrímeros PAMAM-AT y OHT 

en PBS. 
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Figura 48. Espectros 1H-NMR del dendrímero PAMAM-OHT (G = 3) en ausencia a) y en 

presencia b) de Fenazina, en D20. 

Se muestra la zona de las seriales del dendrímero. 

6.1.2.2c Estudio de la asociación de Fenazina con dendrímeros PAMAM en PBS 

Dependiendo del pH, Fenazina puede encontrarse en estado fenólico neutro o como 

anión fenolato, por lo tanto, además del estudio de la asociación de Fenazina con los 

dendrímeros PAMAM en agua, se investigó la asociación droga-dendrímero controlando el 

pH de la solución. Para esto, se utilizó PBS (pH = 7.4); en estas condiciones Fenazina se 

encuentra principalmente como anión fenolato (pKa = 5.6). 

En la Figura 49 se muestran los espectros de absorción UV-vis de Fenazina en 

presencia de dendrímeros PAMAM-AT (G=3) y PAMAM-OHT (G=3) en PBS. Además se 

muestra el espectro de una solución saturada de la droga en PBS para su comparación. Las 

soluciones de Fenazina en los dendrímeros se prepararon colocando una cantidad de droga 
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que excede su solubilidad en PBS (SpBs = 5x10 4 M), de acuerdo al método descripto en la 

sección 5.8. 
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Figura 49. Espectros de absorción UV-vis de Fenazina en presencia de dendrímero 

PAMAM-AT (G=3) (a) y PAMAM-OHT (G=3) (b) en PBS. 

(Concentración de dendrímero = lx10-4 M). Se muestra también el espectro de una 

solución saturada de Fenazina en PBS (c) (SpBs = 5x10-4 M) 

Debido a que las soluciones de Fenazina en ausencia y presencia de dendrímero se 

prepararon en buffer PBS, el pH de las soluciones es el mismo en todos los casos; por lo 

tanto, un incremento en la solubilidad de la droga se puede atribuir exclusivamente a la 

asociación de la misma con la macromolécula dendrimérica y no a un incremento del pH 

de la solución debido a la presencia del dendrímero. En solución de PAMAM-AT (G=3) la 

absorbancia de Fenazina aumenta respecto de la solución saturada de droga en PBS, 

indicando que la solubilidad de la droga aumenta (Figura 49). En las condiciones de 

trabajo (pH = 7.4), los grupos amino terminales del dendrímero PAMAM-AT (G=3) se 

encuentran ionizados,186 al igual que el grupo fenol de la droga. Por lo tanto, el incremento 

de solubilidad de Fenazina se puede atribuir a la asociación de la droga al dendrímero a 

través de las interacciones jónicas entre los grupos terminales del dendrímero y el grupo 

fenolato del compuesto terapéutico. Sin embargo, en el caso de PAMAM-OHT (G = 3) la 
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absorbancia de Fenazina en presencia del dendrímero en PBS no aumenta respecto de la 

solución saturada de la droga en PBS, indicando que la solubilidad de Fenazina no 

aumenta en presencia del dendrímero. Por lo tanto, tal como se comentó antes, Fenazina no 

se asociaría al dendrímero PAMAM-OHT, y el incremento de solubilidad que se observa al 

comparar la solución de Fenazina en agua pura respecto de la solución acuosa de Fenazina 

en PAMAM-OHT (Figura 43) se debería sólo al incremento del pH de la solución debido a 

la presencia del dendrímero. 

6.1.2.2d Estudio de la asociación de Fenazina con el dendrímero PPI (G=4) 

Varios autores que han estudiado la asociación de drogas aniónicas, como 

Fenazina, a dendrímeros PAMAM-AT (G=3) y PPI (G=4), encontraron que el dendrímero 

PPI tiene mayor capacidad para aumentar la solubilidad de la droga que PAMAM. Tanto 

PAMAM-AT (G=3) como PPI (G=4) presentan 32 grupos amina primaria en su superficie 

capaces de interactuar con la droga aniónica a través de interacciones electrostáticas. Sin 

embargo, el interior del dendrímero PPI es más hidrofóbico que el del dendrímero 

PAMAM; por lo tanto, además de las interacciones electrostáticas con los grupos 

superficiales, PPI tiene mayor capacidad que PAMAM de asociarse a la droga a través de 

interacciones lipofílicas en las nanocavidades de la estructura dendrimérica. Entonces, 

teniendo en cuenta esto, se propuso la asociación de Fenazina al dendrímero PPI (G=4) 

como una estrategia para obtener un incremento de solubilidad mayor que con PAMAM-

AT (G=3). Teniendo en cuenta que PPI (G=4) presenta el mismo número de grupos amino 

terminales catiónicos que PAMAM-AT (G=3) y que tiene mayor capacidad de encapsular 

moléculas de droga, se esperaba que PPI fuera capaz de incrementar más la solubilidad de 

Fenazina que PAMAM para una misma concentración de dendrímero. 

Se prepararon soluciones de Fenazina en los dendrímeros PAMAM-AT (G=3) y 

PPI (G=4) de acuerdo al método descripto en la sección 5.8. En la Figura 50 se observan 

los espectros de absorción UV-vis de Fenazina en presencia de los dendrímeros en agua 

junto con el espectro de una solución saturada de la droga en agua pura. Se puede ver que 

los dos dendrímeros aumentan la solubilidad de Fenazina, sin embargo, contrario a lo 

esperado, PAMAM-AT (G=3) aumenta más la solubilidad de la droga que PPI (G=4) para 

una misma concentración de dendrímero (1x10-4 M). 
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Figura 50. Espectros de absorción UV-vis de Fenazina en solución acuosa de dendrímero 

PAMAM-AT (G =3) (a) y PPI (G =4) (b). 

(Concentración de dendrímero = I x104 M). Se muestra también el espectro de una 

solución saturada de Fenazina en agua pura (c). 

Como se comentó antes, ambos dendrímeros presentan el mismo número de grupos 

amina primaria en su superficie. Los valores de pKa para estos grupos amina son 9.75 para 
pp r206 

I y alrededor de 8.5-9.9 para PAMAM42,45,187; además, el valor de pH de las 

soluciones de dendrímero-droga son menores a estos valores de pKa, por lo que el número 

de grupos amino terminales catiónicos es el mismo en los dos tipos de dendrímeros.207 Por 

lo tanto, las diferentes capacidades de solubilización de Fenazina de los dendrímeros 

PAMAM y PPI no se pueden atribuir a una diferencia en el número de cargas superficiales. 

Respecto al interior de las macromoléculas, PPI (G=4) tiene un interior mucho más 

lipofílico que PAMAM-AT (G=3), lo que sugiere que el dendrímero PPI debería ser capaz 

de encapsular más moléculas de droga que PAMAM,207 sin embargo, esto es opuesto a los 

resultados encontrados. Las unidades de ramificación de los dendrímeros PPI son mucho 

más cortas que las de los dendrímeros PAMAM (4 versus 7 enlaces), por lo que PPI (G=4) 

es mucho más pequeño que PAMAM-AT (G=3) (PMppi = 3513 Da frente a PMPAMAM = 

6909 Da, diámetro PPI = 2.3 nm208 frente a diámetro PAMAM = 3.0 nm11). Por lo tanto, en 
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el dendrímero PPI, la densidad de grupos superficiales es mayor. Esto da lugar a un mayor 

impedimento estérico en la unión de moléculas de Fenazina, con lo cual disminuye la 

cantidad de fármaco unido a la superficie del dendrímero respecto del dendrímero 

PAMAM. Teniendo en cuenta esto último y que en este tipo de sistemas droga-dendrímero 

las interacciones jónicas superficiales contribuyen mucho más al aumento de la solubilidad 

del fármaco que la encapsulación en las nanocavidades mediante interacciones lipofílicas y 

enlaces puente hidrógeno,194 se puede explicar porqué el dendrímero PAMAM-AT (G=3) 

aumenta más la solubilidad de Fenazina que PPI (G=4). Resultados similares fueron 

encontrados por Shao y colaboradores207 al comparar la capacidad de PAMAM-AT (G=3) 

y PPI (G=4) para encapsular el fármaco aniónico fenilbutazona. 

6.1.2.2e Análisis de la estabilidad de los complejos Fenazina-dendrímero 

Con el objetivo de evaluar la estabilidad de la asociación entre Fenazina y los 

dendrímeros utilizados, las soluciones de los complejos droga-dendrímero se mantuvieron 

a temperatura ambiente y se analizaron periódicamente por espectroscopia UV-vis. En la 

Figura 51 se muestra la estabilidad de Fenazina en ausencia y presencia de los dendrímeros 

en agua con el tiempo. 
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Figura 51. Estabilidad de Fenazina en ausencia y presencia de los dendrímeros en agua 

durante dos meses. 

(Concentración de dendrímero = 1.0x10-4 M) 
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Se puede ver que no hubo variaciones significativas en el porcentaje remanente de 

Fenazina en solución en función del tiempo, ya sea que la droga se encuentre en agua pura 

o en solución acuosa de los dendrímeros PAMAM-AT (G=1), PAMAM-AT (G=3) o PPI 

(G=4), indicando que las asociaciones droga-dendrímero son estables con el tiempo. 

Además, se controló la posible aparición de precipitado, turbidez, cristalización y 

cambio de color, pero no se observaron cambios. Esto es muy importante si se considera 

que el estudio de dichos sistemas tiene por objetivo la preparación de formulaciones para 

su futura aplicación farmacológica. 

6.1.2.2f Análisis de la biocompatibilidad y actividad biológica de los complejos 
Fenazina-dendrímero 

Teniendo en cuenta que los sistemas Fenazina-dendrímero se investigan para su 

potencial aplicación en el desarrollo de formulaciones de uso clínico, es importante que, 

una vez llevados a cabo los estudios fisicoquímicos, se analice la biocompatibilidad de 

dichos sistemas. Por lo tanto, en el marco de esta tesis doctoral, se inició el análisis de la 

biocompatibilidad de los complejos Fenazina-dendrímero a través de ensayos de 

citotoxicidad. 

Se determinaron los efectos citotóxicos de Fenazina, de los dendrímeros PAMAM-

AT (G=1), PAMAM-AT (G=3) y PPI (G=4) y de sus correspondientes complejos con 

Fenazina, en células normales MDCK (derivada de riñón canino) y en células tumorales 

MCF-7 (adenocarcinoma de mama) y Hep G2 (hepatocarcinoma), mediante ensayos MTT, 

de acuerdo a como se detalla en la sección 5.11. En la Figura 52 se muestran los 

porcentajes de viabilidad celular obtenidos en cada caso. 

Al analizar la viabilidad de las células normales MDCK (Figura 52 a), se puede ver 

que, en general, tanto la droga sola, como los dendrímeros y complejos Fenazina-

dendrímero no presentan efecto citotóxico (o el mismo es muy bajo). Sin embargo, en el 

caso de las células MDCK tratadas con PPI (G=4), el porcentaje de viabilidad fue sólo del 

46.4%, mucho menor que el observado para las células tratadas con los dendrímeros 

PAMAM-AT. Para dendrímeros catiónicos, como los PAMAM-AT y PPI, se conoce que 

la carga superficial es el factor predominante en la citotoxicidad del polímero.67 Tanto 

PAMAM-AT (G=3) como PPI (G=4) tienen 32 grupos amina primaria en la superficie, por 

lo que se esperaría que ambos dendrímeros presenten una citotoxicidad similar. Sin 

embargo, el dendrímero PPI (G=4) tiene un interior más lipofílico que PAMAM-AT, 
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siendo capaz de encapsular la región lipofílica de los fosfolípidos que forman la membrana 

celular.207 De esta manera, el dendrímero PPI (G=4) tienen una mayor capacidad de 

perturbación de la estabilidad de la membrana celular que el dendrímero PAMAM-AT 

(G=3), y muestra una citotoxicidad mayor.20°
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Figura 52. Viabilidad de células a) MDCK, b) MCF-7 y c) Hep G2 incubadas con 

Fenazina, PAMAM-AT (G=1), PAMAM-AT (G=3), PPI (G=4) y sus correspondientes 

complejos con Fenazina luego de 24 h de incubación. 

A) Control, B) 2x10-5 M Fenazina, C) 0.5x10-5 M PAMAM-AT (G=3), D) 1.25x10-5 M 

PAMAM-AT (G=3), E) 1.5x10-5 M PAMAM-AT (G=3), F) 1.25x10-5 M PAMAM-AT 

(G=1), G) 1x10-5 M PPI (G=4), II) 0.5x10-5 M PAMAM-AT (G=3) +1.8x104 M Fenazina, 

1) 1.25x10-5 M PAMAM-AT (G=3) + 3.8x104 M Fenazina, J) 1.5x10-5 M PAMAM-AT 

(G=3) + 5x104 M Fenazina, K) 1.25x10-5 M PAMAM-AT (G=1) +1.27x104 M Fenazina, 

L) 1x10 5 M PPI (G=4) + 1.6x104 M Fenazina. Desviación estándar (n=3) 

En relación a la línea celular MDCK, es de notar que en algunas de las condiciones 

ensayadas se evidencian valores de viabilidad superiores al control. Estos resultados 

podrían sugerir un efecto proliferativo de los compuestos ensayados sobre las células. 
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Hallazgos similares, relacionados a un efecto proliferativo, han sido reportados por otros 

autores.172,209,210 

A diferencia de lo observado en las células normales MDCK, en las células 

tumorales MCF-7 y Hep G2 (Figura 52 b y c), Fenazina y casi todos los dendrímeros y 

complejos Fenazina-dendrímero presentaron efecto citotóxico, en mayor o menor grado. 

Además, en las células tumorales Hep G2, el incremento de la concentración de 

dendrímero PAMAM-AT (G=3) afecta la viabilidad celular de modo dosis-dependiente. 

Esto está de acuerdo con estudios in vitro e in vivo llevados a cabo por otros autores, 

quienes demostraron que los dendrímeros catiónicos, tales como los dendrímeros 

PAMAM-AT, pueden presentar cierta toxicidad, la cual depende de la concentración del 

dendrímero (a mayor concentración de dendrímero mayor citotoxicidad).68-7°

Por otro lado, se observa que cuando el dendrímero PAMAM-AT (G=3) se asocia a 

las moléculas de droga, la viabilidad de las células Hep G2 es mayor que para el 

dendrímero sólo. De esta manera, la asociación de fármacos aniónicos, como Fenazina, a 

dendrímeros con grupos terminales catiónicos, a través de interacciones iónicas, es una 

buena estrategia no sólo para aumentar la solubilidad de la droga en agua, sino también 

para reducir significativamente los efectos citotóxicos del vehículo policatiónico por 

enmascaramiento de la carga superficial.53.2" 

Al igual que para las células normales MDCK, en las células tumorales el 

dendrímero PPI (G=4) reduce significativamente la viabilidad celular (viabilidad 

observada: 13.49 % para Hep G2 y 43.25 % para MCF-7). Sin embargo, cuando la 

molécula de polímero se asocia a las moléculas de droga la viabilidad celular aumenta 

significativamente (viabilidad observada: 78.64 % para Hep G2 y 73.84 %, para MCF-7), 

debido al enmascaramiento de la carga superficia1.53'211

Algo importante de notar es que, al comparar los dos tipos de células tumorales, se 

puede ver que las células MCF-7 son más sensibles a los complejos Fenazina-dendrímero 

que las Hep G2. Por lo que este resultado permite inferir que, en principio, los complejos 

Fenazina-dendrímero serían más efectivos en el tratamiento de un adenocarcinoma de 

mama que un hepatocarcinoma. 

Si bien es necesario profundizar en los estudios de citotoxicidad y de capacidad 

antitumoral de los complejos Fenazina-dendrímero, estos resultados muestran algunas 

tendencias importantes. Por un lado, que la mayoría de los complejos Fenazina-PAMAM 

ensayados no son citotóxicos en las células normales MDCK pero sí en las células 

tumorales Hep G2 y MCF-7. Además, existe mayor susceptibilidad celular por parte de las 
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células MCF-7 a los complejos Fenazina-dendrímero, por lo que la evaluación de los 

efectos citotóxicos sobre líneas celulares tumorales de orígenes distintos mejora el espectro 

de posibles blancos a aplicar una eventual terapia basada en estos complejos Fenazina-

dendrímero. 

De acuerdo a los resultados obtenidos del estudio de la asociación de Fenazina con 

los dendrímeros PAMAM y PPI, los dendrímeros PAMAM-AT y el dendrímero PPI son 

los que presentan mayor capacidad para asociarse a Fenazina e incrementar su solubilidad 

acuosa. Los grupos amino de la superficie dendrimérica son esenciales en el proceso de 

solubilización, ya que la asociación Fenazina/PAMAM-AT y Fenazina/PPI se debe a 

interacciones jónicas entre los grupos amino terminales del dendrímero y el grupo fenólico 

de la droga. Además, las soluciones de los complejos Fenazina-dendrímero resultaron 

estables en el tiempo. Por otro lado, los estudios de biocompatibilidad demostraron que los 

complejos droga dendrímero no son citotóxicos en células normales MDCK pero sí en las 

células tumorales ensayadas. A su vez, se demostró que la asociación de Fenazina a la 

superficie dendrimérica no sólo permite aumentar la solubilidad de la droga, sino también 

disminuir la citotoxicidad del vehículo. Por lo tanto, los dendrímeros PAMAM-AT (G=1) 

y (G=3) y PPI (G=4) serían adecuados para su potencial aplicación como nanovehículos de 

Fenazina. 

6.1.3 Incremento de la solubilidad de un carbamato antihelmíntico y antitumoral 
mediante el uso de un dendrímero no comercial 

El compuesto metí! (5-[propiltio]-1H-bencimidazol-2-il) carbamato (CBZ) (Figura 

20), es un agente antihelmíntico y un potencial agente antitumora1. 115" 6 Sin embargo, un 

problema importante asociado con la formulación y la eficacia de este compuesto es su 

escasa solubilidad acuosa."' La asociación de esta droga a un vehículo soluble en agua 

podría optimizar su aplicación. Por lo tanto, se propuso la asociación de CBZ a un 

dendrímero no comercial, el dendrímero D (Figura 16), con el objetivo de aumentar su 

solubilidad en agua y lograr un incremento en su biodisponibilidad y eficacia. 

A continuación se presentan los resultados obtenidos del estudio de la asociación 

del carbamato CBZ con el dendrímero D en solución acuosa. 

6.1.3.1 Solubilización de CBZ en el dendrímero D 
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La capacidad del dendrímero D para aumentar la solubilidad de CBZ en medio 

acuoso fue estudiada mediante métodos espectroscópicos. En la Figura 53 se muestran los 

espectros de absorción UY-visible de CBZ en presencia de diferentes concentraciones del 

dendrímero D. También se incluye el espectro de absorción de una solución acuosa 

saturada de CBZ, que corresponde a la solubilidad de la droga en agua (S„=2.4x10-6M).117 

Las soluciones de CBZ en dendrímero se prepararon de acuerdo al método descripto en la 

sección 5.12, colocando una cantidad de CBZ que excede su límite de solubilidad acuosa, 

y variando la concentración de dendrímero entre 5.0x10-6 y 1.0x10-4 M. 

Como puede verse en la Figura 53, en presencia del dendrímero D la absorbancia 

del carbamato aumenta respecto de cuando se encuentra en agua pura. Además, la 

absorbancia de CBZ es mayor a medida que se incrementa la concentración de dendrímero. 

Estos aumentos de la absorbancia de CBZ ocurren como consecuencia del incremento de 

su solubilidad, lo cual se podría atribuir a su asociación con el dendrímero. Para una 

concentración de dendrímero igual a 1x104 M se observa un incremento de 20 veces la 

solubilidad de la droga. 
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Figura 53. Espectros de absorción UV-visible de CBZ en agua (a) y en soluciones acuosas 

de dendrímero D. 

Concentración dendrímero: 5.0x10-6 M (b); 1.0x10-5 M (c); 5.0x10-5 M (d) y 1.0x10-4 M (e). 
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Estudios previos realizados con moléculas prueba y el dendrímero D indican que, 

en solución acuosa, el dendrímero genera microentornos de baja polaridad donde las 

moléculas lipofílicas pueden alojarse.212 Esto permite proponer que el incremento de 

solubilidad de CBZ en presencia del dendrímero D se debería a la incorporación de las 

moléculas de droga en los microentornos de baja polaridad del dendrírnero. Esta hipótesis 

también está de acuerdo al análisis de los espectros de absorción de CBZ en diferentes 

solventes (Figura 54). 
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Figura 54. Espectros de absorción UV-vis normalizados de CBZ en solventes de diferente 

polaridad. 

(propanol (POH), dimetilformamida (DMF), dimetilsulfóxido (DMSO), tetrahidrofurano 

(THF), acetonitrilo (Ac) y benceno (Bz))* 

La Figura 54 muestra los espectros UV-vis de CBZ en solventes de diferente 

polaridad. Se puede ver que la disminución de la polaridad del solvente provoca un 

corrimiento al azul de la banda de CBZ analizada. Por lo tanto, el corrimiento a menor 

longitud de onda de la banda de absorción de la droga en presencia de dendrímero, 

respecto de cuando se encuentra en agua pura (Figura 53), indica una disminución en la 

polaridad del microentorno alrededor de la molécula de CBZ. Estos resultados permiten 

Parámetro 7E* de solvente: 0.48 para POH, 0.58 para THF, 0.59 para Bz, 0.75 para Ac, 
0.88 para DMF y 1 para DMS0.128
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suponer que el incremento de la solubilidad de CBZ podría deberse a su asociación con los 

microentornos lipofílicos definidos dentro de la estructura del dendrímero. La asociación 

de la droga a las ramificaciones del sistema dendrimérico hace que la molécula se localice 

en un entorno menos polar que el que existe en el seno de la solución acuosa; esto 

explicaría por qué la banda de CBZ se corre al azul en presencia de dendrímero, tal como 

lo hace al pasar de solventes polares a no polares. 

Para una concentración de dendrímero D igual a 1 x104 M la concentración de CBZ 

obtenida es 4.2x103 M. Teniendo en cuenta lo anterior, y la solubilidad de CBZ en agua 

pura (2.4x10-6 M), el número de dendrímeros por molécula de CBZ es igual a dos. Por lo 

tanto, se puede representar de manera esquemática la asociación CBZ-dendrímero D en 

solución acuosa tal como se muestra en la Figura 55. 

Figura 55. Representación esquemática de la asociación CBZ-dendrímero D en solución 

acuosa. 

Además de las interacciones lipofílicas en los microentornos del dendrímero, 

también es posible la existencia de interacciones específicas droga-dendrímero, como 

enlaces puente hidrógeno, que faciliten la asociación. Tanto la droga como el dendrímero 

poseen grupos dadores y aceptores de enlace puente hidrógeno,77321 por lo tanto, la 

formación de enlaces puente hidrógeno entre las moléculas de CBZ y el dendrímero D 

podría contribuir a facilitar la asociación en este sistema huésped-dendrímero y sería un 

mecanismo que podría contribuir al incremento de la solubilidad de la droga estudiada. 

Los compuestos que presentan escasa solubilidad acuosa, como CBZ, tienden a 

auto-asociarse o formar agregados cuyo tamaño es ampliamente superior al de la droga 

pura. Este hecho es de suma importancia cuando la droga estudiada presenta actividad 

biológica debido a que su farmacodinamia y su farmacocinética podrían verse 

drásticamente alteradas si se las compara con la droga libre.21 3 Para monitorear la presencia 
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de agregados, la droga pura en su límite de solubilidad y el complejo droga-dendrímero se 

estudiaron mediante DLS. Los resultados mostraron la ausencia de partículas o agregados 

dispersores de luz cuando la droga se encuentra asociada con el dendrímero. Por otra parte, 

la solución de CBZ en agua pura muestra la presencia de agregados de tamaño promedio 

de 300 nm y un índice de polidispersión de 0.46. Esto indica que CBZ se encuentra auto-

asociado cuando se satura la solución acuosa, aún luego de ser sometida a ultrasonido y 

filtrado. En presencia de dendrímero, en cambio, se elimina la agregación y se observa un 

incremento de la solubilidad de CBZ en agua debido a la asociación droga-dendrímero. 

6.1.3.2 Análisis de la estabilidad del complejo CBZ-dendrímero D con el tiempo y la 
temperatura 

Con el objetivo de evaluar la estabilidad de la asociación CBZ-dendrímero con el 

tiempo, las soluciones de droga y el polímero se mantuvieron a temperatura ambiente y se 

analizaron periódicamente, durante dos meses, controlando la posible aparición de 

precipitado, turbidez, cristalización, cambio de color y liberación de la droga. Las muestras 

resultaron estables y no se observaron cambios de color, turbidez, ni precipitado. Tampoco 

se registraron cambios en los espectros de absorción UV-vis. Por lo tanto, la asociación 

CBZ-dendrímero D es estable en el tiempo, lo cual es importante para su aplicación en la 

preparación de formulaciones clínicas. 

Por otro lado, para completar el análisis de la estabilidad del complejo CBZ-

dendrímero D, y considerando que el estudio de dicho sistema tiene por objetivo su futura 

aplicación en sistemas vivos, se realizó el estudio del efecto de la temperatura en dicha 

asociación. Para ello se determinó el espectro de absorción de la solución acuosa de CBZ-

dendrímero D a diferentes temperaturas. Como se muestra en la Figura 56, la absorbancia a 

298 nm de CBZ en solución acuosa del dendrímero D no presenta variaciones 

significativas con el aumento de la temperatura, indicando que la asociación droga-

dendrímero es estable con la temperatura en el rango estudiado. 
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Figura 56. Absorbancia de CBZ a 298 nm en función de la temperatura, en solución 

acuosa de dendrí mero. 

(Concentración dendrímero D = 1.0x10-4 M) 

6.1.3.3 Influencia del complejo CBZ-dendrímero D sobre glóbulos rojos: Ensayo de 
Hemólisis 

El ensayo de hemólisis es un método simple y ampliamente utilizado para estudiar 

la interacción de un compuesto con la membrana celular. El término hemólisis se refiere al 

fenómeno de ruptura o lisis de la membrana del eritrocito o glóbulo rojo que provoca la 

liberación de la hemoglobina. La relativa simplicidad estructural y funcional del glóbulo 

rojo y la presencia de una bicapa lipídica semejante al resto de las células del organismo, 

permiten inferir que un daño en su membrana se correlacionaría con una alta probabilidad 

de que otras células más complejas, puedan responder de igual forma o con mayor 

intensidad que los glóbulos rojos. Debido a esto, esta célula constituye un buen modelo 

para estudiar la actividad de diversas sustancias sobre membranas biológicas.214

Estudios previos mostraron que el dendrímero D, en ausencia de CBZ, no presenta 

actividad hemolítica.99 Sin embargo, también es importante analizar la influencia del 

complejo CBZ-dendrímero D sobre los glóbulos rojos. Para ello se llevaron a cabo ensayos 

de hemólisis, de acuerdo a como se detalla en la sección 5.15. La hemoglobina liberada fue 

determinada por espectroscopia UV-visible. En la Figura 57 se muestran los espectros de 

absorción correspondientes a las soluciones control (0% y 100% de hemólisis). Además, en 

el gráfico insertado de la Figura 57 se detallan los porcentajes de hemólisis obtenidos para 

las diferentes soluciones ensayadas. Los espectros obtenidos para todas las soluciones 

preparadas a partir del sobrenadante de los tubos de incubación de eritrocitos en solución 

Nahir Dib - Tesis Doctoral en Ciencias Químicas 111 



6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

del complejo droga-dendrímero resultaron similares, independientemente del período de 

incubación, y además se superponen a los obtenidos para los controles negativos (0% de 

hemólisis). Estos resultados indican que el complejo CBZ-dendrímero D no es hemolítico, 

ya que no rompe la membrana de los glóbulos rojos y por lo tanto la liberación de 

hemoglobina no es posible, aún para una relación de concentración 

[dendrímero D] / [CBZ] = 1.0x104 / 4.8x10-5 y con tiempo prolongado de incubación 

(24hs). 
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Figura 57. Espectros de absorción de hemoglobina liberada en el ensayo de hemólisis para 

la solución control positivo (100% de hemólisis) (rojo), y la solución control negativo (0% 

de hemólisis) (negro). 

En la Figura insertada se muestra el porcentaje de hemólisis a un tiempo de incubación de 

1 h (barras negras) y 24 hs (barras rayadas), para glóbulos rojos tratados con: 1) PBS; 2) 

CBZ en PBS; 3) 1.0x103 M dendrímero D + 1.4x10-5 M CBZ; 4) 5.0x10-5 M dendrímero D 

+ 2.4x10-5 M CBZ; 5) 1.0x10-4 M dendrímero D + 4.2x103 M CBZ; 6) agua destilada. 

Los resultados obtenidos del estudio de la asociación de CBZ con el dendrímero D, 

permiten concluir que este sistema dendrimérico tiene la capacidad de aumentar la 

solubilidad de la droga. Este aumento de solubilidad se daría como consecuencia de 

interacciones lipofílicas de CBZ con el interior del dendrímero y, además, es posible que 

existan enlaces puente hidrógeno que estabilicen la asociación. Además, el complejo 

resultó estable con el tiempo y la temperatura, lo cual es importante para su futura 

aplicación en la preparación de formulaciones clínicas. Por otro lado, los estudios 
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preliminares para ensayar la citotoxicidad del complejo CBZ-dendrímero D mostraron que 

el sistema no presenta propiedades hemolíticas, indicando que el complejo no interacciona 

con la membrana de los glóbulos rojos. En base a todo esto, el dendrímero D sería un 

vehículo apropiado para la administración de CBZ ya que tiene el potencial para superar 

los obstáculos asociados a la administración del fármaco como su baja solubilidad, y, 

además, no presenta propiedades hemolíticas.212

6.2 Películas de moléculas dendriméricas como potenciales sistemas dç 
administración de dro2as mediada por superficie 

Las propiedades fisicoquímicas y características estructurales de dendrímeros y 

dendrones los convierte en buenos candidatos para el desarrollo de sistemas de 

administración de fármacos tanto en solución como mediado por superficie. En el primer 

caso, la macromolécula actúa como un vehículo de la droga en solución, permitiendo una 

liberación controlada de la misma.76'77 En el segundo caso, se forman películas del 

polímero dendrimérico sobre superficies, y en dichas películas se incluyen las moléculas 

de fármaco que luego se liberan de manera controlada.78-81 Por lo tanto, además de los 

estudios de dendrímeros como vehículos de drogas en solución, se generaron y 

caracterizaron películas de moléculas dendriméricas para su potencial aplicación como 

sistemas de administración de drogas mediada por superficie. 

Para generar las películas dendriméricas se utilizaron las técnicas de Langmuir y 

Langmuir-Blodgett.86-88 Un requisito para poder formar monocapas mediante estas técnicas 

es que la molécula posea cierto carácter anfifílico.145-147 De acuerdo a esto, los dendrímeros 

PAMAM, PPI y el dendrímero D utilizados en los estudios en solución, no son adecuados 

para los estudios mediante las técnicas de Langmuir y Langmuir-Blodgett. Por lo tanto, se 

utilizaron dendrones del tipo Newkome, los cuales presentan una estructura más anfifilica 

(Figura 17). 

6.2.1 Generación y caracterización de películas de dendrones del tipo Newkome y 
películas mixtas dendrón-CBZ 

A continuación se informan los estudios experimentales y computacionales 

realizados con el propósito de formar y caracterizar películas de dendrones del tipo 

Newkome y estudiar su asociación a compuestos activos. El objetivo de este estudio es 

comprender el mecanismo de ensamblaje molecular de estructuras dendriméricas en la 
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interfase aire-agua, lo cual es relevante para optimizar el desarrollo de películas con 

potencial aplicación en la encapsulación y liberación controlada de agentes activos. 

Inicialmente se realizó el estudio de los dendrones BBN, BBA y BTA (Figura 17) 

en la interfase aire-agua mediante la técnica de Langmuir. Además se abordó la 

transferencia de las películas a sustratos sólidos mediante la técnica de Langmuir-Blodgett 

y se realizó su caracterización mediante AFM. Luego se realizó el estudio de monocapas 

mixtas, sobre la superficie acuosa, de los dendrones con un compuesto activo, (Metil (5-

[propiltio]-1H-bencimidazol-2-il) carbamato, CBZ, (Figura 20). Además, se obtuvo la 

película de Lang,inuir-Blodgett del dendrón BBN con CBZ y se caracterizó mediante AFM. 

Finalmente, se evaluó la biocompatibilidad de las superficies modificadas con película de 

dendrón. 

6.2.1.1 Formación de monocapas de Langmuir de los dendrones y obtención de las 
isotermas (t-A) 

Mediante la técnica de Langmuir se generaron monocapas de los dendrones 

estudiados, sobre la interfase aire-agua, partiendo de soluciones de las moléculas 

dendriméricas en cloroformo, según se detalla en la sección 5.16. Estas estructuras 

dendriméricas presentan diversos grupos terminales, ramificaciones y punto focal (Figura 

17). El dendrón BBN posee un grupo nitrobenceno como punto focal mientras que los 

dendrones BBA y BTA presentan un grupo anilina. Además, BBN y BBA tienen como 

grupos terminales unidades de terbutilo y BTA unidades de metilester. La utilización de 

dendrones con diferentes características estructurales permite evaluar la incidencia de los 

diversos grupos estructurales en la generación de monocapas y su interacción con el agente 

terapéutico. Esto permitirá seleccionar el mejor dendrón para el desarrollo de películas con 

potencial aplicación en la administración de drogas mediada por superficie. 

La Figura 58 muestra las isotermas (n-A) de los tres dendrones. La compresión de 

las monocapas produce un aumento de la presión superficial que indica la presencia de los 

dendrones en la interfase aire-agua.82 Además, al examinar las isotermas (ir-A) es evidente 

que el punto focal de los dendrones tiene un efecto significativo en la forma de la isoterma. 

El dendrón BBN muestra, a bajas presiones, una región correspondiente a las fases Gas y 

LE, seguida de una pequeña meseta a — 6.5 mN/m, debido a la coexistencia de las fases LE 

y LC en la monocapa.215 Luego de la meseta, a mayor presión, la isoterma presenta una 

región que corresponde a la fase condensada. A diferencia de este dendrón que posee un 
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grupo focal nitrobenceno, las isotermas de los dendrones BBA y BTA, con un grupo 

anilina como punto focal, no presentan ninguna meseta; la compresión de las monocapas 

produce un aumento continuo de la presión superficial, similar al comportamiento clásico 

obtenido para otros sistemas dendriméricos anfifílicos.83

50 100 150 200 250 300 350 

Area molecular (A2/molécula) 

Figura 58. Isotermas (n-A) de los dendrones BBN (rojo), BBA (negro) y BTA (azul), en la 

interfase aire-agua, a 25°C. 

A partir de las isotermas (n-A), se estimó el área límite (A0) de los dendrones, 

mediante la extrapolación de la región de mayor pendiente (correspondiente a la fase 

condensada) a presión superficial cero; éste valor corresponde al área ocupada por una 

molécula en una situación de máximo empaquetamiento.92'216 Los valores obtenidos para 

cada dendrón fueron: 161 A 2 para BBN, 150 A2 para BBA y 126 A2 para BTA. Por otra 

parte, se llevó a cabo el modelado de los sistemas dendriméricos utilizando el método 

semiempírico AM1142 y a partir de estos cálculos se obtuvieron descriptores que 

permitieron calcular el área molecular ocupada por los dendrones. La comparación de estos 

parámetros con el área por molécula obtenida experimentalmente desde las isotermas 

(ir -A) permite alcanzar una mejor comprensión de la organización adoptada en la interfase 

por los constituyentes de la monocapa. Los valores de área molecular de cada dendrón, 

calculados por el método semiempírico AMI fueron: 178 1812 para BBN, 193 A 2 para BBA 

y 136 /81.2 para BTA, los cuales son un poco mayores a las áreas experimentales. Estas 

diferencias entre el área teórica y experimental podrían deberse a que en los cálculos 

teóricos se considera una molécula aislada en el vacío, con una configuración totalmente 
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extendida, mientras que el área límite obtenida de la isoterma corresponde al área ocupada 

por una molécula en la monocapa, en una situación de máximo empaquetamiento. En esta 

situación de máximo empaquetamiento, es muy probable que exista cierta interpenetración 

entre las ramificaciones dendriméricas. Esto podría explicar la diferencia entre los valores 

teóricos y experimentales. 

Finalmente, a partir de las isotermas se obtuvieron los valores de it para cada 

dendrón, es decir, el valor máximo de presión superficial al cual la monocapa puede ser 

comprimida sin una expulsión detectable de moléculas desde la monocapa de Langmuir.145

Este es un parámetro importante que está relacionado con la estabilidad de la monocapa. 

Las presiones de colapso de cada dendrón fueron: 20 mN/m para BBN, 25.5 mN/m para 

BBA y 27 mN/m para BTA. Estos valores de it indican que las moléculas en suspensión 

en la interfase son estables.2I7

6.2.1.2 Análisis de las isotermas (ir-A) de los dendrones estudiados 

Entre los dendrones BBN y BBA la única diferencia estructural reside en el punto 

focal (grupos nitrobenceno y anilina, respectivamente). Por lo tanto, las marcadas 

diferencias en el comportamiento de las moléculas dendriméricas en la interfase aíre-agua 

(Figura 58) se pueden atribuir a las diferentes propiedades fisicoquímicas de los grupos 

nitrobenceno y anilina. 

Debido a la presencia del grupo nitrobenceno, a bajas presiones (regiones Gas y 

LE), los dendrones BBN serían capaces de formar dominios en la interface aire-agua, en 

los cuales, los grupos nitrobenceno de diferentes moléculas interactúan fuertemente entre 

Si.218219 Al aumentar la presión, las moléculas de BBN adoptarían una disposición más 

ordenada y compacta, con el grupo polar nitro en la subfase y los grupos no polares hacia 

la fase aire. De esta manera, la transición entre el estado expandido, donde se forman los 

dominios, y el estado condensado, donde las moléculas adoptan una disposición más 

ordenada y compacta, se observa en la isoterma (Tc-A) como una meseta. Resultados 

similares fueron encontrados por Lee y co1.83, quienes estudiaron el ensamblaje molecular 

de estructuras dendriméricas anfifílicas en la interfase aire-agua. 

Para BBA y BTA la interacción entre el grupo anilina y la subfase acuosa, a través 

de la formación de enlaces puente hidrógeno, está muy favorecida en comparación con el 

grupo nitrobenceno (parámetros de solvente a y f3 de Kamlet-Taft: 0.26 y 0.50 para anilina, 

y 0.05 y 0.30 para nitrobenceno). A su vez, los dendrones con punto focal anilina tienen 
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menos posibilidad de formar dominios a bajas presiones en la interface aire-agua que BBN. 

Por lo tanto, a bajas presiones las moléculas de BBA y BTA estarían dispersas en las 

superficie acuosa ocupando toda el área disponible, con el punto focal anilina en la subfase 

formando enlace puente hidrógeno con el agua, y las ramificaciones en el aire, cerca del 

agua; luego, al aumentar la presión superficial las moléculas comienzan a acercarse, 

adoptando una configuración más compacta, con las ramificaciones apuntando hacia la 

fase aire. De esta manera, los dendrones BBA y BTA muestran un incremento continuo de 

la presión superficial sin presentar una meseta que sugiera una transición de fase del tipo 

observada para el dendrón BBN. 

Los dendrones que tienen grupo focal anilina presentan una presión de colapso 

mayor que el dendrón con grupo nitrobenceno (Figura 58). Esta diferencia en la ice de las 

monocapas puede explicarse también en base al grupo focal del dendrón y las interacciones 

en las que interviene. En el caso de los dendrones con grupo anilina, la formación de 

enlaces puente hidrógeno con la subfase acuosa le confiere mayor estabilidad a la 

monocapa, pudiendo ser sometida a mayores presiones sin que se produzca el colapso. Por 

el contrario, la monocapa de BBN resiste menores presiones superficiales debido a que el 

anclaje de las moléculas a la subfase acuosa, a través del grupo nitrobenceno, es más débil; 

en este caso la formación de puente hidrógeno con el agua no está tan favorecida como con 

el grupo anilina que posee hidrógenos disponibles para formar este tipo de enlace. 

6.2.1.3 Análisis de la reversibilidad y estabilidad de las monocapas de los dendrones 
en la interfase aire-agua 

Una vez que se logró la formación de las monocapas de Langmuir de los dendrones 

y se estudiaron sus isotermas, se continuó con el estudio de la reversibilidad y estabilidad 

de las monocapas mediante ciclos de compresión-expansión sucesivos y mediciones 

isobáricas de la deformación de las películas. La metodología y condiciones 

experimentales con las que se llevaron a cabo estos estudios se describen en la sección 

5.17. La estabilidad de las monocapas en la interfase aire-agua es una propiedad muy 

importante que debe estudiarse ya que si se desean transferir sobre sustratos sólidos, la 

estabilidad de la película de Langmuir es uno de los principales requisitos para conseguir 

buenos porcentajes de transferencia y obtener películas organizadas y con alta calidad 

estructural sobre el sustrato sólido.82 Además, el estudio de la estabilidad y reversibilidad 
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de las monocapas proporciona información adicional acerca de las interacciones entre las 

moléculas de dendrones. 

En la Figura 59 se pueden observar los ciclos de compresión y expansión sucesivos 

para los diferentes dendrones al comprimir la monocapa hasta presiones bajas 

(correspondientes a la fase expandida) y hasta presiones cercanas a la presión de colapso 

(correspondientes a la fase condensada). En general, todas las monocapas presentan un 

comportamiento reversible a presiones superficiales bajas, debido a que en esta región las 

interacciones entre las moléculas son muy débiles y la capacidad de compresión es alta. 220 

En el caso del dendrón BBA se observa cierta histéresis en el primer ciclo de compresión-

expansión (Figura 59 d), sin embargo, en el primer ciclo es normal observar histéresis, 

incluso en monocapas estables. Esto se atribuye a una diferencia en los procesos de 

agregación y relajación, debido al no retomo de los agregados formados durante la 

compresión a su estado original luego de la descompresión. Por otro lado, el dendrón BBN 

muestra cierta histéresis entre las isotermas de compresión y expansión a baja presión, no 

sólo en el primer ciclo, sino también en el segundo y tercero. Este efecto ha sido observado 

también por Kampf y co1.93 y se atribuye a que la relajación al estado inicial está más 

impedida cinéticamente. A pesar de esto, la monocapa es muy reversible a bajas presiones. 

A presiones superficiales más altas, antes del punto de colapso, la histéresis es más 

apreciable tanto para el dendrón BBN, como para el BBA y BTA (Figura 59 a, c y e). Esto 

puede deberse a que, cuando se alcanzan presiones superficiales altas, las interacciones 

intermoleculares entre los dendrones son más fuertes y se forman agregados de las 

moléculas de dendrón en la interface aire-agua, los cuales quedan como tales al expandir la 

monocapa, es decir, las moléculas no vuelven al estado original 

Además, a presiones superficiales altas se observa un desplazamiento del segundo 

ciclo a menores áreas respecto del primer ciclo de compresión-expansión. Esto puede 

deberse a la pérdida de material durante la compresión debido a la disolución de algunas 

moléculas en la subfase, a la adhesión de moléculas al sistema Wilhelmy o la presencia de 

una multicapa residual en el film luego de la expansión.82 Sin embargo, para la tercera 

isoterma de compresión este efecto prácticamente es despreciable, lo cual indica que a altas 

presiones las monocapas son reversibles luego del primer ciclo. 
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Figura 59. Ciclos de compresión-expansión de las monocapas de los dendrones BBN (a y 

b), BBA (c y d) y BTA (e y f), a alta presión (izquierda) y a baja presión (derecha), a 25°C. 

En rojo se muestra el primer ciclo, en negro el segundo y en azul el tercer ciclo. 

Para analizar la estabilidad de las monocapas en la interface aire-agua, se realizaron 

mediciones isobáricas a dos presiones superficiales, 5 mN/m y 15 mN/m. Los 

experimentos se llevaron a cabo supervisando la deformación resultante (A/A,) con el 

tiempo a una presión constante (no), de acuerdo a como se describe en la sección 5.17. La 
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Figura 60 muestra los gráficos obtenidos de (A/A,) vs el tiempo para las monocapas de los 

tres dendrones. 
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Figura 60. Gráficos de (A/Ai) vs el tiempo para las monocapas en la interfase aire-agua de 

(a) BBN, (b) BBA y (c) BTA, a 5 mN/m (negro) y 15 mN/m (rojo), a 25°C. 

A baja presión, la disminución en el área ocupada por las monocapas de los tres 

dendrones no supera el 10% luego de una hora. A presiones superficiales mayores, 

correspondientes a la fase condensada, la estabilidad de la monocapa de BTA se reduce, 

mientras que las monocapas de BBN y BBA exhiben un comportamiento similar al 

observado a baja presión. Sin embargo, es importante notar que aún a 15 mN/m, la 

deformación resultante en la monocapa de BTA es menor al 15% luego de una hora. 

Estos estudios indican que el balance hidrofilico/lipofílico de las moléculas 

dendriméricas estudiadas permite obtener una disposición estable y reproducible en la 

interface aire-agua. Por lo tanto, sería factible realizar la transferencia de las monocapas 

sobre sustratos sólidos mediante la técnica de Langmuir-Blodgett. 

6.2.1.4 Estudio del efecto de la temperatura en las isotermas (n-A) 

Con el objetivo de alcanzar una mejor comprensión de la organización de las 

moléculas en la interface aire-agua, se determinaron las isotermas (7t-A) de las monocapas 

de los dendrones a diferentes temperaturas. En la Figura 61 se muestran las isotermas 

obtenidas. En todos los casos, se puede observar que el incremento de la temperatura 

produce una disminución de la presión de colapso, y por lo tanto, una disminución de la 

estabilidad de la monocapa. Existe una barrera de energía que las moléculas de la 

monocapa deben superar para dejar la superficie acuosa y formar una multicapa. La 

existencia de esta barrera energética implica que la presión de colapso debe disminuir 

cuando se aumenta la temperatura,93 y de hecho se observa este comportamiento. 

Nahir Dib - Tesis Doctoral en Ciencias Químicas 120 



6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

0 50 100 150 200 250 300 350 

Area molecular (A2/molecula) 

(b) 3

— 5°C 
— 25°C 

25-1 

20. 

E 15-

10 

5 

E 

50 1$50 150 200 250 

Area molecular (A2tmolecula) 

300 

30-

25 

20 

15 

10 

5 

O 
o 

— 5°C 
25*C 

100 150 200 250 300 350 

Area molecular (ilirnolecula) 

Figura 61. Isotermas (71-A) de las monocapas de los dendrones (a) BBN, (b) BBA y (c) 

BTA, a diferentes temperaturas (rojo: 5°C, negro: 25°C y azul: 50°C). 
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Generalmente, para aquellos compuestos que presentan una transición de fase 

caracterizada por la existencia de una región de presión constante en las isotermas de 

compresión, se encuentra que la forma de la isoterma está afectada por cambios en la 

temperatura. Se sabe que una disminución en la temperatura de la subfase beneficia la 

coexistencia de fases, que se evidencia como un incremento en la longitud de la meseta.149

Además, a menores temperaturas se observa la meseta a presiones más bajas. Todas estas 

características se observan para las isotermas de BBN en la Figura 61 (a), donde se 

muestran las isotermas para este dendrón a 5, 25 y 50°C. A 5 y 25°C las isotermas de BBN 

presentan una meseta, la cual es más extensa y aparece a menores presiones superficiales a 

5°C. En cambio, a 50°C la meseta desaparece, indicando que a esta temperatura la energía 

cinética de las moléculas es lo suficientemente alta como para evitar la formación de 

dominios y, por consiguiente, no se observa ninguna meseta debido a la transición de fase. 

Por otro lado, en el caso de los dendrones BBA y BTA, al aumentar la temperatura de 5 a 

25°C, la forma de la isoterma permanece prácticamente igual, de acuerdo con la falta de 

formación de dominios propuesta para estos dendrones. 

6.2.1.5 Generación y caracterización de películas de Langmuir-Blodgett de los 
dend rones 

Una vez que se caracterizaron las monocapas de los dendrones en la interface aire-

agua, se procedió a realizar la transferencia de las películas sobre mica, mediante la técnica 

de LB. La posibilidad de formar películas de moléculas dendriméricas sobre sustratos 

sólidos abre un abanico de posibilidades para la construcción de estructuras 

supramoleculares con varias aplicaciones.83,89,221.222 

La morfología de las monocapas de Langmuir de materiales orgánicos anfifilicos 

generalmente se preserva durante la transferencia si ésta se realiza en óptimas 

condiciones.223 Por lo tanto, la transferencia de las monocapas a un sustrato sólido y su 

caracterización mediante técnicas como AFM permite una caracterización detallada de la 

morfología y homogeneidad de las películas, obteniéndose una mejor comprensión de la 

organización de las moléculas en la monocapa de Langmuir. 

En la sección 5.19 se detallan las condiciones y metodología llevadas a cabo para 

transferir las películas. La presión a la cual se realizaron las transferencias fue 10 tnN/m, 

ya que esta presión corresponde a la fase condensada. De esta manera, la presión 

superficial sería lo suficientemente alta para lograr una cohesión lateral de la monocapa, y 
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lograr una buena transferencia, pero no demasiada alta como para provocar la aparición de 

defectos como la formación de multicapas o solubilización de moléculas en la subfase. 

Para el dendrón BBN también se realizó la transferencia a una presión antes de la 

transición de fase (4 mN/m) para su comparación. 

Las relaciones de transferencia (t) obtenidas en las deposiciones de las monocapas 

de los dendrones fueron: 1.1 para BBN, 1.3 para BTA y 1.4 para BBA. Para la primera 

capa transferida, r a veces es mayor a uno, a causa de las heterogeneidades microscópicas 

de la superficie del sustrato. 149 Sin embargo, un valor fuera del rango de 0.8 a 1.2 sugiere 

pobre homogeneidad de la película transferida. Por lo tanto, estas relaciones de 

transferencia indicarían que la película de Langmuir-Blodgett del dendrón BBN es muy 

homogénea y que se logra un buen recubrimiento de la superficie, mientras que en el caso 

de los dendrones BBA y BTA, se obtendrían películas poco homogéneas. 

Es importante remarcar que, teniendo en cuenta los estudios de estabilidad, las 

transferencias se realizaron luego de esperar 40 minutos desde que se formó la monocapa 

para permitir que se estabilizara el sistema. En estos casos las relaciones de transferencia 

obtenidas fueron iguales a 1.1-1.4, como se comentó anteriormente. Sin embargo, en otra 

serie de experiencias previas, se realizaron las deposiciones inmediatamente luego de 

formar la monocapa, sin esperar 40 minutos, y se obtuvieron relaciones de transferencia 

significativamente mayores, de entre 2 a 2.4. Esto permitió concluir que el tiempo de 

espera para que se estabilice la monocapa es un factor muy importante para obtener buenos 

resultados en las deposiciones. 

Las películas de LB de los dendrones fueron caracterizadas a través de AFM. Esto 

permite conocer la homogeneidad de las películas, la existencia y magnitud de defectos 

superficiales, y el grado de recubrimiento de la superficie. 

En la Figura 62 se muestran las imágenes AFM de topografía y de fase de 

monocapas de BBN y BBA depositadas sobre mica. En el caso del dendrón BBN, las 

imágenes de topografía muestran claramente un patrón de tiras. Este arreglo se obtiene 

cuando la transferencia se realiza tanto a 4 mN/m (Figura 62 a), como a 10 mN/m (Figura 

62 c). Además, el mismo patrón de tiras se puede ver en las imágenes de fase. Las 

diferencias de fase observadas se pueden explicar en términos de variación de energía 

disipada y/o composición.224 Un análisis de las alturas y rugosidad de la superficie de las 

imágenes de topografía sugieren que las regiones más altas corresponden a la película de 

dendrón BBN, mientras que las tiras de menor altura corresponden al sustrato de mica. 

Duan y co1.95 propusieron, para estructuras moleculares similares, que la presencia de un 
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arreglo de tiras en la película de LB sugiere un empaquetamiento muy ordenado de las 

moléculas en la interfase, donde interacciones del tipo n-a y enlaces puente hidrógeno son 

las responsables. En el caso de la monocapa de dendrón BBN, estos dos tipos de 

interacciones pueden tener lugar entre grupos nitrobenceno de puntos focales de moléculas 

de dendrón vecinas. Estas interacciones intennoleculares darían lugar al desarrollo de la 

monocapa preferentemente en un eje dado, generando filas de dendrones, de manera que 

cuando se analiza mediante AFM se observa una película anisotrópica, con un arreglo de 

tiras. Por lo tanto, la monocapa de BBN se transfiere sobre mica cubriendo un alto 

porcentaje de la superficie y la película de dendrón depositada presenta un patrón de tiras, 

que indica un empaquetamiento muy ordenado. 
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Figura 62. Imágenes AFM de topografía (arriba) y fase (abajo) de monocapas de 

Langmuir-Blodgett sobre mica: (a y b) BBN transferida a 4 mN/m. (c y d) BBN transferida 

a 10 mN/m. (e y f) BBA transferida a 10 mN/m. 

Para el dendrón BBA, las imágenes AFM de las películas fueron muy diferentes a 

las obtenidas para el dendrón BBN (Figura 62 e y f). En el caso de la película de BBA, en 

la imagen de topografía se observan tres zonas claras redondeadas sobre el fondo oscuro; 

además el fondo presenta pequeños puntos claros. La comparación de las imágenes de 

topografía y fase indican que las zonas claras redondeadas y los puntos claros son 

dendrones sobre la mica, con una altura similar a la calculada para el dendrón BBA 

mediante el método AM1 . Estos resultados son consistentes con la falta de interacciones 
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específicas fuertes entre moléculas de dendrón BBA. A diferencia del dendrón BBN, BBA 

posee un grupo anilina como punto focal y no presenta una orientación preferencial de una 

molécula respecto a otra en la monocapa. En consecuencia, al analizar los depósitos 

mediante AFM se observan islas densas redondeadas de material sobre el sustrato, sin 

presentar un crecimiento en una dirección preferencial, como en el caso de BBN. Este 

hecho refuerza la hipótesis sobre el papel desempeñado por el grupo nitrobenceno en la 

disposición molecular adoptada por los dendrones BBN en la monocapa. 

Es importante aclarar que las imágenes AFM de las monocapas depositadas son 

representativas de toda la muestra ya que todos los depósitos se realizaron varias veces y se 

analizaron tomando imágenes de varias zonas de la muestra, observándose en todos los 

casos lo mismo. 

En el caso del dendrón BTA, no se lograron obtener transferencias aceptables. Al 

analizar las imágenes AFM se encontró que no se obtuvo una película sobre el sustrato:, ni 

siquiera se logró el recubrimiento de algunas zonas como se observó en el caso de BBA. 

Sin embargo, se produjo una reducción efectiva del área de la monocapa de Langmuir 

cuando se realizó la transferencia, lo que indicaría la solubilización de las moléculas de 

dendrón en la subfase. Claramente, esto es debido a la presencia de grupos éter en las 

ramificaciones del dendrón, y a la ausencia de grupos terminales terbutilo, lo cual hace que 

el dendrón BTA tenga un balance hidrofílico/lipofílico más pobre en comparación con los 

otros dos dendrones. 

De acuerdo a estos resultados se puede concluir que tanto las interacciones 

dendrón-dendrón como las interacciones dendrón-subfase juegan un papel crucial en la 

formación de las películas de LB, determinando la organización de las monocapas. Sólo 

con el dendrón BBN se logró un buen recubrimiento de la superficie, obteniéndose un 

ordenamiento regular, por lo que, en principio, este dendrón sería el mejor candidato para 

el estudio de sistemas de administración de fármacos mediada por superficie. 

6.2.1.6 Generación de monocapas mixtas dendrón-CBZ en la interfase aire-agua y 
determinación de las isotermas (7r-A) 

Luego de la generación y caracterización de películas de Langmuir de los 

dendrones, su transferencia a sustratos sólidos y caracterización mediante AFM, se 

procedió a realizar el estudio de monocapas mixtas de los dendrones con un compuesto 

activo, CBZ. Esto se hizo con el fin de evaluar la potencial aplicación de las monocapas de 
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los dendrones estudiados en la administración de fármacos mediada por superficie. En 

estos dispositivos el dendrón podría actuar como un andamio capaz de interactuar con 

fármacos incapaces de formar por sí solos monocapas estables, y permitiendo su liberación 

controlada. 

Las monocapas complejas de los dendrones con CBZ en la interfase aire-agua se 

formaron de acuerdo a como se describe en la sección 5.21, mediante el método de 

coesparcimiento. Es importante aclarar que antes de esto se estudió la droga sola en la 

interfase aire-agua, en ausencia de dendrón, para determinar si el compuesto terapéutico 

era capaz de formar una monocapa por sí solo. Se encontró que CBZ no forma monocapas 

de Langmuir sobre la superficie acuosa en ausencia de dendrón. 

En la Figura 63 se pueden observar las isotermas obtenidas para las monocapas de 

dendrón-CBZ, junto con las isotermas correspondientes a las monocapas de dendrón puro 

para su comparación. Las isotermas están expresadas por molécula de dendrón, por lo 

tanto, cualquier expansión de la isoterma dendrón-CBZ con respecto a la isoterma de 

dendrón puro evidencia la presencia de las moléculas de CBZ en la interfase, junto con las 

moléculas de dendrón.225 Efectivamente, en las figuras se observa un desplazamiento de las 

isotermas de las películas mixtas hacia áreas más grandes, sin cambiar prácticamente la 

forma de la curva ni el valor de la presión de colapso. 

En la Tabla 4 se muestran los valores de área límite (Ao) de cada dendrón 

determinados para el sistema mixto y los obtenidos en la sección 6.2.1.1 al analizar las 

monocapas de dendrón sólo. 

Tabla 4. Áreas límites (A0) obtenidas de las isotermas de las monocapas de dendrón puro y 

las monocapas mixtas de dendrón-CBZ, a 25°C. 

Dendrón 

BBN BBA BTA 

150 126 Ao monocapa pura (A2) 161 

Ao monocapa mixta (A2) 184 170 151.6 

Los valores de área límite de los dendrones en presencia de CBZ son superiores a 

los obtenidos en las isotermas de dendrones puros. Estos resultados indican que en 

presencia de CBZ los dendrones conservan su capacidad de formar monocapas y que las 
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moléculas de droga se ubicarían en la interfase aire-agua junto con las moléculas de 

dendrón formando la película. 
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Figura 63. Isotermas (n-A) de las monocapas de los dendrones (negro) y de las monocapas 

mixtas dendrón-CBZ (rojo), a 25 °C. 

((a) BBN, (b) BBA y (c) BTA). 
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Teniendo en cuenta las áreas moleculares obtenidas de las monocapas puras y 

mixtas, y la relación [CBZ]/[dendrón] de las soluciones con la que se formaron las 

películas complejas, se calculó el área por molécula de CBZ en cada caso, suponiendo que 

todas las moléculas de droga se ubican en la interfase. Los valores obtenidos fueron: 5 Á2

para el sistema BBN-CBZ, 4.7 A2 para BBA-CBZ y 5.5 A2 para el sistema BTA-CBZ. El 

área por molécula de CBZ prácticamente es la misma en todos los casos, alrededor de 5 A2, 

lo que permite inferir que, en todas las películas de dendrón, el compuesto activo se 

incorpora en una misma proporción, provocando un mismo incremento del área ocupada 

por la monocapa. Además, los valores de área por molécula de CBZ obtenidos están de 

acuerdo al área estimada por el método AM1 para una molécula de CBZ (4-7 Á2, según la 

proyección de la molécula en el plano que se considere). 

6.2.1.7 Análisis de la reversibilidad y estabilidad de las monocapas mixtas de 
dendrón-CBZ 

Con el fin de evaluar la reversibilidad y estabilidad de las monocapas mixtas en la 

superficie acuosa se realizaron estudios de compresión-expansión y mediciones de 

estabilidad en condiciones isobáricas. La metodología y condiciones experimentales de 

estos experimentos se describen en la sección 5.22. Estos estudios se llevan a cabo para 

analizar si la presencia de la droga tiene algún efecto en la reversibilidad y estabilidad de 

las monocapas y determinar las condiciones más adecuadas para la preparación de las 

películas de LB. 

Los resultados de los experimentos que producen ciclos sucesivos de compresión-

expansión se muestran en la Figura 64. Los gráficos de la izquierda muestran los ciclos 

obtenidos al comprimir las monocapas hasta presiones cercanas a la presión de colapso, 

mientras que en los gráficos de la derecha se presentan los ciclos obtenidos al comprimir 

hasta presiones bajas. Las isotermas son muy reversibles a presiones bajas y no se observa 

histéresis. En el caso del dendrón BBN, las isotermas de la monocapa del compuesto puro 

presentaban cierta histéresis a baja presión (Figura 59 b), sin embargo, en presencia de 

CBZ los ciclos a presiones bajas no muestran histéresis. Por otro lado, a presiones altas, 

cercanas a la presión de colapso, las monocapas mixtas muestran menor reversibilidad que 

a bajas presiones, presentando un comportamiento similar al de las monocapas de los 

dendrones puros. 
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Figura 64. Ciclos de compresión-expansión de las monocapas mixtas BBN-CBZ (a y d), 

BBA-CBZ (b y e) y BTA-CBZ (c y f), a alta (izquierda) y baja (derecha) presión, a 25°C. 

En rojo se muestra el primer ciclo, en negro el segundo y en azul el tercero. 

Para determinar la estabilidad de las monocapas de CBZ-dendrón se supervisó la 

deformación resultante (A/Ai) con el tiempo a una presión constante (no), de acuerdo a 

como se describe en la sección 5.22. La Figura 65 muestra los gráficos de (A/Ai) vs tiempo 

para las monocapas mixtas junto con los gráficos correspondientes a los dendrones puros, a 

la misma presión, para su comparación. En comparación con las monocapas de dendrón 
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sólo, la estabilidad de las películas de BBA y BTA disminuye en presencia de la droga, sin 

embargo, las monocapas siguen siendo muy estables, observándose poca pérdida en el área 

luego de una hora. En el caso del dendrón BBN, la estabilidad de la monocapa no se ve 

afectada por la presencia de CBZ. 

Estos estudios indican que la presencia de la droga no tiene un efecto significativo 

en la reversibilidad y estabilidad de las monocapas de los dendrones. Sobre la base de estos 

resultados se puede concluir que será conveniente generar las películas mixtas de LB en 

condiciones similares a las usadas al realizar las transferencias de las películas de dendrón 

sólo. 
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Figura 65. Gráficos de (A/A,) vs el tiempo de las monocapas de los dendrones puros 

(negro) y con CBZ (rojo), a 15 mN/m, a 25 °C. 

(a) BBN y BBN-CBZ, (b) BBA y BBA-CBZ y (e) BTA y BTA-CBZ. 

6.2.1.8 Transferencia de la monocapa mixta BBN-CBZ sobre mica y caracterización 
mediante AFM 

Se llevaron a cabo las transferencias de las monocapas de Langmuir de los 

dendrones con CBZ de acuerdo a como se detalla en la sección 5.23. Sólo se obtuvieron 

radios de transferencia aceptables (1.0 ± 0.2) y reproducibles para la monocapa de BBN-

CBZ. Esto indica una vez más la importancia de la presencia de un grupo nitrobenceno 

como punto focal del dendron en la formación de las películas de LB, tal como se observó 

anteriormente en la formación de las películas de LB de los dendrones puros. 

En la Figura 66 se muestran las imágenes AFM de topografía y fase de una 

monocapa mixta de BBN-CBZ sobre mica transferida a 10 mN/m. Se puede observar el 

mismo patrón de tiras que el obtenido para una monocapa de BBN sobre mica (Figura 62 

a-d), lo que sugiere que la presencia de la droga no altera el empaquetamiento de las 

moléculas de dendrón en la monocapa. Además, se puede observar que la monocapa cubre 
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un alto porcentaje de la superficie del sustrato, lo cual está de acuerdo con la relación de 

transferencia obtenida en la formación de la película de LB (1.0 ± 0.2). 
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Figura 66. Imágenes AFM de topografía (a) y fase (b) de una monocapa de Langmuir-

Blodgett de BBN-CBZ depositada sobre mica a 10 mN/m 

Estos resultados demuestran que, en el caso del dendrón BBN, es posible la 

generación de películas compuestas de fármaco-dendrímero homogéneas y ordenadas 

sobre un sustrato sólido, donde el compuesto activo se incorpora como huésped en la 

película dendrimérica. Por lo tanto, esto permite proponer a las películas de LB de BBN-

CBZ como un modelo interesante en el estudio de la administración de drogas mediado por 

superficie. Con este fin, se evaluó la biocompatibilidad de la película de LB de dendrón a 

través un ensayo in vitro de cultivo celular sobre la película. 

6.2.1.9 Análisis de la biocompatibilidad de las películas de LB de dendrón BBN. 

Antes de la aplicación in vivo de las películas de dendrón como sistemas de 

administración de drogas mediado por superficie, se deben realizar numerosos ensayos de 

biocompatibilidad y bioseguridad. Por lo tanto, con el objetivo de realizar una prueba 

preliminar de la biocompatibilidad de las películas de dendrón BBN, se ensayó si dichas 

películas permiten la unión y crecimiento normal de células NIH 3T3. Para esto, las células 

se sembraron sobre una placa de cultivo (control), sobre mica y sobre la película de 

dendrón, de acuerdo a la metodología experimental detallada en la sección 5.25. 

Los resultados obtenidos indicaron que las células se unen normalmente tanto a la 

superficie de mica como a la película de dendrón, demostrando que la presencia de los 
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dendrones BBN no interfieren en el proceso de adhesión celular. Además, las células 

unidas mostraron la morfología típica de fibroblastos cuando se observaron con un 

aumento de 400X bajo el microscopio de campo brillate (Figura 67 a). Por otro lado, la 

morfología de las organelas ácidas, teñidas con el colorante fluorescente naranja de 

acridina, fue similar a la observada en las células control (Figura 67 c). Al analizar las 

muestras en el microscopio, se observaron células mitóticas (mica: 6%, película de 

dendrón: 4.8%; Figura 67 b) y el cubrimiento progresivo en el tiempo con células. Esto 

indica que las células no sólo se adhieren a la mica y la película de dendrón, sino que 

también sufren mitosis. La tinción nuclear (Hoechst) revela una morfología nuclear 

normal, con cromatina laxa y mitosis (Figura 67 b). Durante el cultivo celular no se 

evidenció contaminación microbiana ni fúngica, lo que indica que estos materiales pueden 

ser adecuadamente preparados para soportar el cultivo de células in vitro. 

Por lo tanto, de acuerdo a estos resultados preliminares de biocompatibilidad, la 

película de dendrón BBN es biocompatible, lo cual es muy importante para su potencial 

aplicación como sistema de administración de droga mediado por superficie. 
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Figura 67. Células NIH 3T3 luego de 24 h de cultivo sobre la superficie de mica 

(izquierda) o película de LB de dendrón BBN (derecha). 

(a) Imágenes de contraste de fase (magnificación x200). Las flechas indican células con 

morfología típica de fibroblasto. (b) Imágenes de fluorescencia (magnificación x200) de 

células teñidas con Hoechst. Las flechas indican células en proceso de división mitótica. 

(c) Imágenes de fluorescencia (magnificación x200) de células teñidas con el colorante 

fluorescente naranja de acridina. Las flechas indican células con morfología típica de 

fibroblastos y tinción normal de organelas ácidas. La contaminación bacteriana y/o 

micótica no es evidente. 
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De esta manera, se obtuvieron monocapas estables y reproducibles de los dendrones 

de tipo Newkorne en la interfase aire-agua, las cuales se lograron transferir a un sustrato 

sólido mediante la técnica de LB. Las películas transferidas se caracterizaron por AFM, 

encontrando que sólo el dendrón BBN permite obtener buenos porcentajes de 

recubrimiento de la superficie. La película depositada de este dendrón presenta un patrón 

de tiras, que indica un empaquetamiento muy ordenado de las moléculas. Esta 

organización se atribuye a la presencia de grupos nitrobenceno en el punto focal del 

dendrón; las interacciones intermoleculares entre los grupos focales nitrobenceno inducen 

el desarrollo de monocapas con una orientación preferencial en un eje dado, generando 

películas anisotrópicas. Cuando se incorpora el compuesto activo CBZ en la monocapa de 

dendrón BBN la película sigue siendo estable y reproducible. Además, al transferirla sobre 

un sustrato sólido mediante la técnica de LB y caracterizarla mediante AFM presenta el 

mismo patrón de tiras que la película de dendrón sólo. Finalmente, se evaluó la 

biocompatibilidad de la película de LB de BBN mediante el análisis de la unión y 

crecimiento celular sobre la misma, encontrándose que no posee efectos citotóxicos. Por lo 

tanto, en base a los resultados obtenidos, las películas de dendrón BBN resultan sistemas 

prometedores para futuros desarrollos en el área de la administración de drogas mediada 

por superficie y otras aplicaciones biológicas. I74
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En el estudio de dendrímeros como vehículos de drogas en solución, en primer 

lugar se realizó el estudio de la asociación de un derivado N-óxido de 1,2,4 triazina 

(Triazina) y dendrímeros de generación completa PAMAM-AT y de generación intermedia 

PAMAM-CT. Los resultados obtenidos indicaron que los dendrímeros con grupos arnino 

terminales y grupos carboxilato terminales inducen la degradación del compuesto activo, a 

pesar de la regulación del pH de la solución. Los estudios realizados permitieron establecer 

que la degradación de Triazina estaría relacionada con una interacción de la droga con los 

microentornos periféricos que presenta la estructura dendrimérica, los cuales serían 

capaces de promover la hidrólisis básica de la droga. Por lo tanto, los dendrímeros amino 

terminales y carboxilato terminales no son adecuados para su aplicación como 

nanovehículos para la administración controlada de Triazina. Sin embargo, el dendrímero 

PAMAM-OHT (G = 3), con grupos neutros en su superficie, mostró asociación con el 

compuesto activo, sin provocar cambios estructurales en el mismo. Los resultados 

encontrados revelan que las propiedades lipofilicas de las cavidades interiores del 

dendrímero dominarían la asociación. Además, se observó que las interacciones droga-

dendrímero son lo suficientemente fuertes como para producir una asociación estable en 

solución acuosa, permitiendo que la solución de Triazina-PAMAM-OHT resulte estable 

con el tiempo y la temperatura. A su vez, los estudios de liberación in vitro mostraron que 

la asociación de Triazina al dendrímero PAMAM-OHT da lugar a una liberación más lenta 

de la droga que cuando se encuentra sola en agua. Por lo tanto, de acuerdo a los resultados 

obtenidos, de los sistemas dendriméricos ensayados, el dendrímero PAMAM-OHT es el 

único que tiene la capacidad para actuar como potencial vehículo molecular de Triazina ya 

que no produce la hidrólisis de la droga. Con el objetivo de que en un futuro este sistema 

droga-dendrímero se pueda aplicar en sistemas biológicos, será necesario continuar con 

estudios biológicos in vitro e in vivo para analizar su biocompatibilidad. 

Por otro lado, se evaluó la capacidad de los dendrímeros PAMAM-AT (G = 1), 

PAMAM-AT (G = 3), PAMAM-OHT (G = 3) y PPI (G=4) para asociarse con Fenazina, 

con el propósito de seleccionar el dendrímero más adecuado para incrementar la 

solubilidad acuosa de la droga y actuar como potencial vehículo en solución. Los 
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resultados obtenidos indicaron que los dendrímeros PAMAM-AT tienen la capacidad de 

incrementar la solubilidad acuosa de Fenazina, dando lugar a soluciones estables en el 

tiempo. El incremento de solubilidad se da como consecuencia de la presencia de 

interacciones iónicas entre los grupos amino terminales de los dendrímeros PAMAM-AT y 

el grupo fenólico de la droga. En cambio, Fenazina no se asocia al dendrímero PAMAM-

OHT (G = 3); en este caso, el incremento de solubilidad de la droga sólo se debe al 

aumento del pH de la solución en presencia del dendrímero y no a la asociación de 

Fenazina con el polímero. También se estudió la asociación de Fenazina al dendrímero PPI 

(G=4) como una estrategia para obtener un incremento de solubilidad mayor que con los 

dendrímeros PAMAM-AT. Sin embargo, se encontró que el dendrímero PAMAM-AT 

(G=3) aumenta más la solubilidad de la droga que PPI (G=4) para una misma 

concentración de dendrímero; esto se debe a que para PPI (G=4) existe un mayor 

impedimento estérico en la unión de moléculas de Fenazina a través de interacciones 

electrostáticas con los grupos terminales. Las soluciones del complejo Fenazina-PPI (G=4) 

también resultaron estables con el tiempo. Además, se analizó la biocompatibilidad y 

actividad biológica de los complejos Fenazina-dendrímero a través de ensayos de 

citotoxicidad; se encontró que los complejos no son citotóxicos en células normales pero sí 

en las células tumorales ensayadas. A su vez, se demostró que la asociación de la droga a 

los dendrímeros permite disminuir la citotoxicidad de las macromoléculas. Por lo tanto, de 

los polímeros dendriméricos ensayados, los dendrímeros PAMAM-AT y PPI son vehículos 

moleculares apropiados para Fenazina; la asociación de la droga a estos dendrímeros 

permite aumentar su solubilidad acuosa y además disminuye la citotoxicidad del vehículo. 

La asociación de Fenazina a los dendrímeros PAMAM-AT y PPI a través de interacciones 

jónicas entre los grupos amino terminales de los dendrímeros y el grupo fenolato de la 

droga es un factor muy importante que convierte a estos complejos droga-dendrímero en 

sistemas prometedores para el diseño de sistemas de liberación controlada sensibles al pH. 

Por lo tanto, este es un aspecto importante para continuar con el estudio de estos sistemas. 

Luego se continuó con el estudio de la asociación del carbamato CBZ a un 

dendrímero no comercial, el dendrímero D, con el objetivo de aumentar su solubilidad en 

agua y lograr un incremento en su biodisponibilidad y eficacia. Los resultados obtenidos 

indicaron que el sistema dendrimérico estudiado tiene la capacidad de aumentar la 

solubilidad de la droga en agua. Este incremento de solubilidad se daría como 

consecuencia de la incorporación de las moléculas de droga en los microentornos de baja 

polaridad del dendrímero. Además, se encontró que CBZ se encuentra auto-asociado en 
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solución acuosa, pero en presencia de dendrímero se elimina la agregación debido a la 

asociación droga-dendrímero. El análisis de estabilidad del complejo CBZ-dendrímero D 

mostró que es estable con el tiempo y la temperatura, lo cual es importante para su futura 

aplicación en la preparación de formulaciones clínicas. Por otro lado, los estudios para 

ensayar la citotoxicidad del complejo CBZ-dendrímero D, mostraron que el sistema no 

presenta propiedades hemolíticas. De acuerdo a los resultados obtenidos, el dendrímero D 

sería un vehículo apropiado para la administración de CBZ ya que tiene el potencial para 

superar los obstáculos asociados a la administración del fármaco como su baja solubilidad, 

y, además, no presenta propiedades hemolíticas. 

Además de los estudios de polímeros dendriméricos como vehículos de drogas en 

solución, se generaron y caracterizaron películas de tres dendrones del tipo Newkome para 

su potencial aplicación como sistemas de administración de drogas mediada por superficie. 

El estudio se inició con la formación y caracterización de las monocapas de Langmuir de 

los tres dendrones sobre la interfase aire-agua. La utilización de estos dendrones con 

diferentes características estructurales permitió evaluar la incidencia de los diversos grupos 

estructurales en la generación de las monocapas. Se encontró que las propiedades 

fisicoquímicas del grupo focal tienen un rol muy importante en el comportamiento de los 

dendrones en la interfase aire-agua. A diferencia de los dendrones BBA y BTA, el dendrón 

BBN forma dominios a bajas presiones superficiales, debido a interacciones entre los 

grupos nitrobenceno de diferentes moléculas. Además, todas las monocapas de los 

dendrones resultaron estables a bajas y altas presiones, lo que indica que el balance 

hidrofilico/lipofílico de las moléculas dendriméricas estudiadas permite obtener una 

disposición estable y reproducible en la interface aire-agua. 

De acuerdo a los experimentos de generación y caracterización de películas de 

Langmuir-Blodgett de los dendrones se puede concluir que sólo con el dendrón BBN se 

logró un buen recubrimiento de la superficie. Además, la caracterización mediante AFM 

mostró que las películas de dendrón BBN depositadas presentan un patrón de tiras, lo cual 

indica un empaquetamiento muy ordenado de las moléculas. 

Se estudió la formación de monocapas mixtas de los dendrones con el compuesto 

activo CBZ. En presencia de CBZ los dendrones conservan su capacidad de formar 

monocapas y las moléculas de droga se ubicarían en la interfase aire-agua junto con las 

moléculas de dendrones. Además, la presencia de compuesto activo no tiene un efecto 

significativo en la reversibilidad y estabilidad de las monocapas de los dendrones. 
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Luego se investigó la transferencia de las películas de Langmuir mixtas droga-

dendrón mediante la técnica de Langmuir-Blodgett, lográndose una transferencia exitosa 

sólo de la monocapa de BBN-CBZ. En este caso, al igual que para la monocapa de 

Langmuir-Blodgett del dendrón puro BBN, se observó un ordenamiento del tipo tiras al 

analizarla mediante AFM. 

Los resultados encontrados demostraron la importancia del grupo focal 

nitrobenceno del dendrón BBN en la formación de las películas de Langmuir-Blodgett y el 

papel crucial que juegan tanto las interacciones dendrón-dendrón como las interacciones 

dendrón-subfase en la formación de las películas de Langmuir y Langmuir-Blodgett, 

determinando la organización de las monocapas. 

Finalmente se evaluó la biocompatibilidad de la película de Langmuir-Blodgett del 

dendrón BBN a través de un ensayo de cultivo celular sobre la misma. De acuerdo a los 

resultados obtenidos se pudo concluir que la película de dendrón BBN no presenta efectos 

citotóxicos, lo cual es muy importante para su potencial aplicación corno sistema de 

administración de droga mediado por superficie. 

Por lo tanto, los estudios de los dendrones de tipo Newkorne permiten concluir que 

el dendrón BBN es el más adecuado para el desarrollo de películas con potencial 

aplicación en la administración de fármacos mediada por superficie ya que forma películas 

de Langmuir estables y reproducibles y permite obtener películas de Langmuir-Bloggett 

con buenos porcentajes de recubrimiento de la superficie. Además, es posible la generación 

de películas compuestas de fármaco-dendrón BBN homogéneas y ordenadas sobre un 

sustrato sólido, donde el compuesto activo se incorpora como huésped en la película 

dendrimérica. A su vez, los estudios de biocompatibilidad indicaron que la película de 

BBN es biocompatible. Todo esto permite proponer a las películas de dendrón BBN como 

un modelo interesante para continuar con el estudio de la administración de drogas 

mediado por superficie. De esta manera, en un futuro se debería abordar el estudio de otros 

aspectos, como la liberación de la droga desde la película. 

Finalmente, los estudios realizados en este trabajo de tesis doctoral representan una 

base importante para continuar con el estudio de dendrímeros como vehículos de drogas en 

solución y el diseño de películas dendriméricas con potencial aplicación en el desarrollo de 

sistemas de administración de drogas mediado por superficie. 
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