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Resumen

Disefo in silico y sintesis de nanoestructuras con potencial antiviral contra
SARS-CoV-2

La actual pandemia causada por virus SARS-CoV-2 ha ocasionado una
emergencia de salud publica siendo las personas mas susceptibles aquéllas con
factores de riesgo como la hipertension, obesidad, diabetes o con antecedentes de
enfermedad cardiovascular, asi como los mayores a 60 afios. El uso de farmacos
existentes para combatir este nuevo virus son una alternativa viable. La cloroquina
(CQ) es uno de ellos, aunque es una sustancia antimalarica y ha sido empleada
para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, puede ser una alternativa para
tratar el SARS-CoV.2, sin embargo, se sabe que requiere una administracién en

bajas dosis para evitar efectos colaterales.

En esta tesis se desarrolla el disefio quimico computacional y sintesis de un
sistema nanoestructurado biocompatible a base de quitosano (QT), vy
nanoparticulas de titanato de hidrogeno (NT). El compésito poroso es utilizado
para generar una perspectiva de dosificacion del farmaco comercial cloroquina con

objetivo de mejorar su administracion en pacientes.

La primera etapa consiste en el modelado de un sistema molecular de partida QT-
CQ, seguido del sistema QT-NT/CQ. Se emplean métodos de mecanica cuantica,
concretamente se utiliza la teoria de funcionales de la densidad (DFT) con la cual,
se evalla la interaccion molecular con el compdsito. La evaluacién del sistema
como vehiculo se realiza sobre la proteasa principal del virus SARS-CoV-2 (Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2, en inglés), empleando docking molecular,
para conocer las principales interacciones compdsito-ligando. La interpretacion
tedrica del compdsito formado y de la interaccion de este como agente inhibidor
del CoV2 resulté factible, procediendo a realizar la sintesis del compdsito. Se
realizo la sintesis hidrotermal, la caracterizacion y la evaluacion del QT-NT/CQ en

dos medios basicos con NaOH e hidracina (N2H4). La obtencién de nanoparticulas



mesoporosas con fase cristalina de titanato de hidrégeno al utilizar NaOH (QT-
NTNa) y acido titanico con NzHs (QT-NTHz) presentando morfologias de

nanotubos y de tipo nanocuboides, respectivamente.

La interaccion entre QT y NT se observdé mediante espectroscopia de IR por
transformada de Fourier (FT-IR), la banda de vibracién elastica de C=N en 1363
cm™' es formada entre grupos de aminas de quitosano y aldehido anclados a NT.
Los resultados in-silico sugieren que QT tiene mayor beneficio como primer
contacto con el blanco, debido a que promueve una mejor inhibicion del SARS-
CoV-2-MP, siendo interacciones electrostaticas factores clave en este proceso.
La microscopia de barrido (SEM) muestra capas de QT sobre los NT y los

cuboides que podria ser benéfico para el contacto antes de dosificar la CQ.

En las pruebas de adsorciéon la respuesta de los compdsitos como adsorbentes
esta en funcion del area superficial de la muestra y la proporcién de QT. Por lo que
corroborando con los resultados in-silico la opcion favorable es el sistema de QT
recubriendo a NT/CQ.

PALABRAS CLAVE. In silico, SARS-CoV2, Cloroquina, Quitosano, TiOx.



Abstract

In silico design and synthesis of nanostructures with antiviral potential
counter to SARS-CoV-2
The current pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus has led to a health
emergency, in which the most vulnerable population are those with risk factors
such as hypertension, obesity, diabetes or with a history of cardiovascular disease,
as well as those over 60 years. The use of existing drugs to combat this new virus
is a viable alternative. Chloroquine (CQ) is one of these drugs. CQ is a well known
drug commonly used to treat malaria and other autoimmune diseases. Recently
has been demonstrated the effectiveness of CQ in the treatment of SARS-CoV-2,

however there are side effects related with an over-dose administration.

In this proyect, we performed the computational-chemical design and synthesis
of a biocompatible nanostructured system, based on chitosan (QT), and hydrogen

titanate nanotubes (NT).

The objective of this proyect is the development of a composito that could be used

as a dosage mechanism to improve the CQ delivery in patients.

In the first stage we made the modeling of a molecular system with QT-CQ,
followed by the QT-NT/CQ system. We evaluated the molecular interaction with the
composite using Quantum mechanical methods, in particular the theory of
functional density (DFT). The evaluation of the system as a vehicle is performed on
the main protease of the SARS-CoV-2 virus (Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2), using molecular docking, to know the main interactions composite-
ligand. The theoretical interpretation of the composite formed and the interaction
with protease CoV2 was viable, proceeding to perform the synthesis of the
composite. The Hydrothermal synthesis, characterization, and evaluation of QT-
NT/CQ were performed in two basic media, with NaOH and hydrazine (N2Ha).
When we used NaOH (QT-NTNa) and titanic acid with N2H4 (QT-NTHz), we



obtained mesoporous nanoparticles with crystalline phase of hydrogen titanate.

Nanotube and nanocuboides morphologies were observed, respectively.

The interaction between QT and NT was observed by IR spectroscopy by Fourier
transform (FT-IR). An elastic vibration band to 1363 cm-1 associated to C = N was
formed, between groups amines of QT and aldehyde group of NT. The in-silico
results suggest that QT has greater benefit as a first contact with the target,
because it promotes better inhibition of SARS-CoV-2MPro, Electrostatic interactions
were key factors in this process. Scanning microscopy (SEM) shows QT layers

over the NT and cuboids that could be beneficial for contact before dosing the CQ.

In adsorption tests, the response of the compdsitos as adsorbents was in function
of the surface area of the sample and the proportion of QT. therefore, corroborating
with the results in-silico, wich showed that the best option is the QT system coated
in NT / CQ.

KEYWORDS. /n silico, SARS-CoV2, Chloroquine, Chitosan, TiO2.



1.INTRODUCCION

El panorama en el ambito de la salud con relacion a enfermedades originadas por
virus es incierto. Afortunadamente, existen investigaciones dedicadas al desarrollo
de tratamientos que inactivan o evitan la replicacion de estos, ademas de
metodologias que mitigan la propagacion. Para los tratamientos se emplean
farmacos que cumplen con caracteristicas fisicas y quimicas que favorecen la
inhibicion del virus. Los materiales utilizados para fabricar estos farmacos deben
subyugar, detener o prevenir enfermedades, por lo tanto, los materiales que
interaccionen con estos virus estan limitados a la composicion quimica, tamano y
forma, debido a las consecuencias que pueda traer al organismo; como efectos

secundarios u otras enfermedades.

Actualmente se desarrollan nuevos materiales, con caracteristicas especificas,
como las redes metal organicas, MOF por sus siglas en inglés (metal organic
framework). Estas redes, son materiales que pueden ser regulados segun la
aplicaciéon. Su disefio depende del centro metalico y el ligando organico
(polimeros) que las componen, los cuales logran aportar caracteristicas
fisicoquimicas acordes al farmaco que se desee transportar, para luego ser
liberado en el organismo. Sus propiedades pueden modularse desde la sintesis al
insertar grupos funcionales que faciliten la incorporacidon de otras moléculas, estas
caracteristicas establecen ventajas que podrian superar a los materiales

existentes [1].

El diéxido de titanio puede ser transformado por tratamiento alcalino en medio
hidrotérmico generando estructuras nanotubulares, sintesis que ya ha sido
ampliamente estudiada [2] [3] [4]. La morfologia 1D generalmente presenta fases
monoclinicas y ortorrdombicas conocidas como titanatos protonados [5]. Estos
nanotubos debido al proceso de sintesis presentan vacancias o defectos
estructurales resultantes del lavado con soluciones acidas para evacuar y

neutralizar el excedente del alcalino empleado en la sintesis [6].



Los titanatos de hidrogeno han sido evaluados como materiales biocidas vy
dosificadores de farmacos [7]. Por ejemplo, Jia y Kerr [8], reportan el perfil de
liberacidon de farmacos utilizando titanatos y un biopolimero en interaccién con dos
tipos de farmacos en diferentes condiciones de pH. En dicho estudio, consiguieron
la liberacion de lidocaina y carprofeno en tampon pH 3.5, 7.4 y 10.5, demostrando
que los titanatos muestran una excelente estabilidad quimica en ambientes
acuosos, mientras que en los experimentos de liberacion in vitro de nanotubos, la
liberacion del farmaco estaba determinada por la hinchazon y degradacion del
polimero utilizado, el cual era dependiente del pH. Por otro lado, Liu et al. [9],
estudiaron la influencia de diferentes métodos de carga de farmacos y el pH en la
liberacidon, con TNT y TNT modificados con Fe. Ellos reportan que, en el sistema
de administracion del farmaco, el alendronato (farmaco sensible al pH), se
coordina a la superficie de los TNT, demostrando que el tiempo de liberacion de la
droga podria prolongarse a mas de 15 dias mediante el uso del sistema de
coordinacion Fe-TNT como portador y ademas el farmaco podria cargarse en los

nanotubos por secado al vacio y métodos hidrotermales.

El quitosano como material organico, ya ha sido ampliamente utilizado por su
caracter mucoadhesivo, permeabilidad y liberacion controlada de farmacos. Las
propiedades no téxicas, biocompatibles y biodegradables lo convierten en un buen
candidato para disefar nuevos materiales para la administracion de farmacos [3].
Por ejemplo, Wen et al. [10] reportaron que la combinacion de trimetil-quitosano y
un péptido, se puede utilizar para tratar el cancer de seno por administracion oral,
demostrando que el conjugado realiza un mejor efecto terapéutico antitumoral en
comparacion con la solucién farmacolégica libre debido a la afinidad selectiva de

este péptido con las células intestinales.

Los materiales antes mencionados, tienen propiedades y efectos diferentes a
materiales similares en tamanos convencionales. No obstante, poseen la
desventaja de plantear riesgos desconocidos para la salud del hombre y de otras

especies.



Por esta razon se plantea realizar estudios previos in silico, como una medida de
analisis que nos ayude a conocer tedricamente si es posible aplicarlos o
descartarlos en el area de ciencias de la salud. Se propone desarrollar un vehiculo
administrador de CQ con estos materiales, para su aplicacion como antivirales
contra SARS-CoV-2, implementando el disefio de un sistema capaz de administrar
la droga. De modo multidisciplinario, se propone implementar disefio in silico y
experimental para formular materiales que puedan aplicarse para el control de la

“‘enfermedad por coronavirus 2019”, COVID-19.

1.1 Justificacion

El uso de materiales nanoestructurados con aplicaciones biomédicas se encuentra
en pleno auge y desarrollo. Tal es el caso de los nanomateriales, que, debido a su
tamafo pueden ser empleados a través de un mecanismo de difusion en
organismos vivos, favoreciendo el control de diversas enfermedades. Para el caso
especifico del virus SARS-CoV-2, existe poco conocimiento respecto a los
tratamientos antivirales que puedan controlar dicha enfermedad, por ello este virus
es objetivo de diversas investigaciones debido a su alta mortalidad global en

pacientes con comorbilidades.

Los efectos adversos en el uso de farmacos, implementados de primera instancia
para contrarrestar la COVID-19 fueron ignorados, como lo es el caso de los

efectos causados por el farmaco CQ.



El farmaco antimalarico CQ, se ha utilizado como tratamiento de enfermedades
autoinmunes y fue avalado como tratamiento inicial para controlar la COVID-19.
No obstante, el pasado 15 de junio del 2020 dejé de ser usado como tratamiento
para pacientes con SARS-CoV-2, al ser revocada la autorizacién concedida el 28
de marzo del 2020 por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA., por sus siglas en inglés) a causa de las evidencias con

relacion al bajo beneficio y grandes riesgos por dosificaciéon [11].

La Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS),
autorizd su uso solo en pacientes ambulatorios [12] y la Organizacion Mundial de
Salud (WHO., por sus siglas en inglés) sugiere no usarlo [13], en vista de que no
es clara su eficacia. Estas organizaciones coinciden en que, el principal riesgo es
el aumento de arritmias cardiacas debido a la dosificacion, contrarrestando con

esto las ventajas que pueda tener su uso.

Con base a lo anterior, en este trabajo de investigacion se plantea desarrollar el
disefio in silico, sintesis y caracterizacién de un sistema nanoestructurado a base
de QT y NT, para su uso como vehiculo administrador de CQ. Se espera que de
manera controlada puedan, en funcidon de sus caracteristicas, neutralizar la
COVID-19, asi como su replicacién. Ademas, se analizara la afinidad in silico
vinculante de los activos farmacéuticos que bloquean el proceso de infeccion
mediante la inhibicion de la proteasa principal del virus conocida como SARS-
CoV-2-MPRO [14], con la finalidad de proponer un vehiculo transportador que tenga

la capacidad de dosificar e inhibir de manera controlada.



1.2 Hipoétesis

Las aproximaciones computacionales ayudaran a comprender (i) las interacciones
resultantes de la sintesis hidrotérmica de un nuevo compasito a partir de quitosano
de bajo peso molecular y didéxido de titanio, en dos medios alcalinos vy (ii) la
interaccidon(es) de la CQ con los compdsitos resultantes y su potencial para el
control de la COVID-19. El analisis de las interacciones de los sistemas estudiados
con la proteasa principal del SARS-CoV-2, permitird generar una pespectiva para

la dosificacion de dicho farmaco en el tratamiento de la COVID-19.

1.3 Objetivo
1.3.1 Objetivo general

Conocer el comportamiento fisico y quimico del farmaco cloroquina en interaccién
con el compodsito quitosano-nanoparticulas. Posteriormente evaluar las
interacciones de dicho nanosistema con la proteasa principal del SARS-CoV-2
implementando estudios in silico, para finalmente sintetizar los nanosistemas

planteados.

1.3.2 Objetivos especificos

e Modelar las moléculas de CQ, QT y NT mediante diseno in silico.

e Caracterizar de manera computacional CQ, QT y NT.

e Modelar y optimizar el sistema QT-NT

¢ Interpretar las interacciones quimicas entre QT y CQ

e Evaluar la afinidad de QT>CQ con la proteina SARS-CoV-2-MPRO,

e Evaluar la efectividad de QT-NT>CQ como inhibidor de la proteina SARS-
CoV-2-MPRO



Sintetizar por método hidrotermal asistido por microondas los materiales de
referencia NT, QT y compdsitos QT-NT en dos medios alcalinos NaOH y
N2H4, establecer la sintesis en cantidad de quitosano presente en el

composito 2:1y 1:2 de QT.

Caracterizar con FITR, DRX, SEM y BET para interpretar las propiedades

fisicoquimicas de los materiales obtenidos.



2. CAPITULO 1: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Las infecciones causadas por virus se han expandido debido a la capacidad de
adaptacion que estos posen. En su busqueda de nuevos huéspedes para
sobrevivir, logran infectar tanto a aves, mamiferos hasta humanos, elevando la
tasa de mortalidad de los organismos afectados. Al desconocer su mecanismo de
accion es necesario analizar constantemente los efectos que logran causar al

organismo.

Los hallazgos clinicos por la COVID-19 muestran respuestas inflamatorias
exuberantes durante la infeccion, ademas de una inflamacién pulmonar
incontrolada. Los responsables de esta inflamacién son la replicacion viral rapida
causando un dano celular, la regulacion negativa y eliminacion de ACE2 (conocido
como la enzima convertidor de angiotensina 2, sus siglas en inglés) inducida por el

virus y autodefensa dependiente de anticuerpos (ADE) [15].

El implementar tratamientos para controlar la COVID-19 es de vital importancia,
sin embargo, no es facil llegar a la solucion optima. Ademas, se debe prevenir
danos colaterales al organismo en el proceso. Por ejemplo, en el caso de los
tratamientos como el uso de farmacos Ivermectina [16], Remdesivir, Chloroquine,
Lopinavir, Niclosamide, Proscillaridin, Penfluridol, Toremifene, Hexachlorophene,
Salinomycin, Ciclesonide, Osimertinib, Gilteritinib, lvacaftor, Dronedarone,
Fluphenazine, Chlorpromazine, Simeprevir y Narlaprevir, entre otros [17] [18], a
pesar de tener efectividad en inhibir al virus o su replicacion, su uso ha implicado
efectos secundarios, como son: descontrol en presion arterial, coagulacion,
limitacion de compatibilidad de estos farmacos con los tratamientos ya utilizados
en personas con comorbilidades adicionales, y otros efectos al organismo,
teniendo que utilizar medicacién secundaria para controlarlos. Es por ello, por lo
que su uso como tratamiento, es valorado e incluso revocado por las instituciones

reguladoras de farmacos.



El virus SARS-CoV-2, es miembro de la familia B-coronavirus que también
incluyen al SARS-CoV-1 y MERS-CoV-2 (Sindrome Respiratorio de Oriente
Medio) [15]. La forma estructural (ver figura 2.1) de este virus consiste en una
nucleocapside (que protege al material genético viral) y en una envoltura externa.
El genoma viral esta asociado con la proteina de la nucleocapside (N), la cual,
posee un grupo fosfato insertado dentro de la bicapa de fosfolipidos de la
envoltura externa. En la envoltura externa, se encuentran proteinas estructurales
denominadas: proteina Spike (S), proteina de membrana (M) y proteina de
envoltura (E), ademas, de proteinas accesorias, tales como; la proteina
hemaglutinina estereasa (HE) [19] [20]. La accién de infeccion al organismo
comienza con una interaccion entre la glicoproteina de pico viral (proteina S
componente principal del ARN viral) y el receptor celular ACE2. Se encuentra en la
superficie de las células ubicadas en el tracto respiratorio bajo, corazoén, rifidn,

estdmago, vejiga, esofago e intestino [19].

<«—== Spike(S)

_+ Membrana (M)
,~ Envoltura(E)

Hemaglutinina Esterasa (HE)

Figura 2.1 Estructura ejemplificada adaptada de [19] [20].



Los investigadores Chuang Liu et al. [20], reportan la arquitectura viral del SARS-
CoV-2 (figura 2.2) la cualfue examinada por microscopia electronica de
transmision (tanto tincion negativa como crio-EM) en donde muestran que las
particulas viron (unidad estructural de los virus) tienen forma semiesférica y
moderadamente pleomoérficas (presenta diversas formas y variacion), tienen picos
en forma de ufa de alrededor de 7 nm y la longitud de la espiga entera es de

alrededor de 23 nm.

Figura 2.2 Imagen TEM de SARS-CoV-2 [20].



Las proteinas S, de SARS-CoV y SARS-COV-2 son filogenéticamente similares
con una identidad de secuencia de aproximadamente 77%, ambas se acoplan a
ACE2 quien regula los sistemas cardiovascular e inmunoldgico. Los estudios
reportan que el RBD (Receptor-Binding Domain) de las dos variantes del SARS

comparten una afinidad de unién similar hacia la ACE2 [21].

En general las investigaciones se han enfocado en estudiar los farmacos que no
son especificos para la infeccion, pero que pudieran ser candidatos para
contrarrestar los efectos causados por la enfermedad debido a su previo estudio
con virus similares, sin embargo, es urgente la busqueda de farmacos especificos
para la infeccion, o en su caso mejorar la efectividad del principio activo del
farmaco con la ayuda de sus excipientes, que son los que proveeran el

mecanismo de accion final contra el virus.

Mediante métodos computacionales (in silico), se han identificado activos que
bloquean el proceso de accién de las proteinas que conforman al virus, con el uso
de moléculas analogas en su forma de péptidos antimicrobianos (AMPs) [22], o
como activo farmacéutico de tratamientos ya utilizados con la finalidad de su
reposicionamiento como inhibidores de la proteasa principal del virus

(nucleocapside), también conocida como endopeptidasa 3C-Like (3CL) [23].



2.2 Uso de cloroquina como tratamiento para la COVID-19

La cloroquina, una droga antipaludica usada en tratamientos de enfermedades
autoinmune, se ha utilizado como droga antiviral con potencial de amplio espectro,
debido a que bloquea la infeccion del virus aumentando el pH endosomal
requerido para la fusiéon del virus-célula evitando su replicacion [24]. Sus
excipientes son el almidon de maiz (sin gluten), talco, estearato de magnesio,
hipromelosa, macrogol 4.000, diéxido de titanio (E 171). Un comprimido contiene

250 mg de difosfato de cloroquina equivalentes a 155 mg de cloroquina base [25].

En la figura 2.3, se expone la forma estructural de sus presentaciones difosfato o
sulfato de CQ. La ficha técnica del farmaco senala que la mayor parte de las
reacciones adversas que se observan tras la administraciéon de cloroquina son
dependientes de la dosis y se producen sobre todo a concentraciones plasmaticas

superiores a 250 ug/l [25].
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Figura 2.3 Forma estructural de a) cloroquina base, b) Fosfato de cloroquina y c) Sulfato de cloroquina.



En los estudios in vivo de Martin J Vincent et al. revelan que la droga interfiere con
la glicoproteina glicosidica de receptores celulares de SARS-CoV previniendo la
propagacion del CoV en el cultivo celular. Ellos observaron la inhibicién favorable
de la propagacion del virus cuando las células fueron tratadas con cloroquina,
ademas sugieren que la cloroquina tiene la capacidad de disminuir la respuesta

inmune, aumentando sinérgicamente su efecto antiviral in vivo [26].

Al inicio de la pandemia provocada por la COVID-19, uno de los principales
tratamientos usados en Estados Unidos fue el uso de cloroquina y remdesivir
debido a demostraciones previas de su efectividad en inhibir el SARS-CoV-2 in
vitro [27].

A pesar de presentar ventaja en inhibir al virus, el uso de cloroquina fue revocado
por la FDA, quien emiti6 un Comunicado de Seguridad de Medicamentos (DSC,
por sus siglas en inglés) advirtiendo contra el uso de cloroquina para la COVID-19
fuera del entorno hospitalario o un ensayo clinico debido al riesgo de arritmias. El
DSC describié informes de eventos cardiacos graves, incluida la prolongacion del
intervalo QT (medida del tiempo entre el comienzo de la onda Q y el final de la
onda T en el electrocardiograma), en pacientes que recibieron cloroquina, a
menudo en combinacién con azitromicina y otros medicamentos que prolongan el
intervalo QT [28].

2.3 Analisis de farmacos con diseno in silico



La pandemia causada por la COVID-19 foment6é la reutilizacion de los
medicamentos existentes aprobados por la FDA como primera opcion para su
tratamiento. Anteriormente se menciond que el agente viral comparte similitud de
nucledtidos de la familia SARS-CoV. Por lo que, se espera estructuralmente que
muchos de estos objetivos virales existentes sean similares al SARS-CoV-2 y que
probablemente sean inhibidos por los mismos compuestos. Las lineas de
investigacion tedricas se han dado a la tarea de realizar simulaciones de
interaccidon con el principio activo de farmacos conocidos y las proteinas
estructurales del SARS-CoV-2.

Los analisis se basan en realizar estudios de acoplamiento con farmacos
aprobados por la FDA contra la COVID-19, como cloroquina, remdesivir,
hidroxicloroquina, arbidol, entre otros. La rapida propagacién del virus SARS-CoV-
2 ha generado que la comunidad cientifica tenga que hacerle frente. Por lo cual,
es necesario comprender su epidemiologia, estructura molecular, ademas de la
comprension de los mecanismos de sus dianas protéicas farmacologicas, para la
identificacion de agentes terapéuticos eficaces y el desarrollo de vacunas para

prevenir la propagacion del virus [29].

En la siguiente tabla 2.1, se muestran el listado de algunos farmacos actualmente

analizados;

Tabla 2.1 Listado de farmacos autorizados previamente por FDA

Farmaco Eficiencia Proteina (PBD) Referencia
(Kcal/mol)
Derivados de tetrazol-1,2,3- -5.4 CoV-2-MPre [30]
triazoles 1,5-disustituidos
Hidroxicloroquina -5.5 3C-like [29]
Cloroquina -4.5 3C-like
Andlogos CQ H-372 y H-368 -6.0 3C-like

Cloroquina -6.6; -6.4;-3.4 6LZG, 6NUR, y 6M71 [31]



Remdesivir
Arbidol
Ivermectin
Remdesivir
Cloroquina

Acetylsalicylic acid

45;-4.3 6LZG y 6NUR
-7.9;-6.3 6LZG y 6NUR
-9.5;-10.0 SARS-CoV-2 MP®,
-8.1;-9.0 SARS-CoV 3CLP®
-6.0;-6.5

-5.9;-6.1

[32]



El disefio de farmacos asistidos por computadora ha sido una estrategia y un
enfoque eficaces para descubrir, desarrollar, analizar, acelerar y economizar el

disefio y el desarrollo de farmacos y moléculas bioldgicamente activas.

2.4 Materiales para liberacion de farmacos

En relacion con la problematica expuesta se propone el estudio de la interaccion
del principio activo del farmaco con un material biocompatible que funja como un

vehiculo transportador.

El mecanismo por el cual se da la liberacion del farmaco es influenciado por la
composicidn, estructura, degradabilidad, el medio en el cual se da la liberacién
(pH, enzimas, fuerza ibnica, temperatura) y el tipo de farmaco (hidrofobicidad,

estabilidad e interaccion con la matriz) [33].

Las nanoestructuras prometen ser capaces de evitar al sistema inmune y de pasar
barreras como la hematoencefalica, asi como la pared del tracto gastrointestinal
que el cuerpo utiliza para evitar la penetracion de sustancias desconocidas. Los
compuestos farmacéuticos reformulados como nanoparticulas también podrian ser
biolégicamente mas activos, debido a su gran area superficial que podria

aumentar su biodisponibilidad [34].

2.4.1 Quitosano

Para mejorar la naturaleza quimica y propiedades fisicoquimicas de los polimeros,
existen métodos de sintesis que ademas permiten la transformaciéon de estos,
durante o después su elaboracién, proporcionando un rango de posibilidades para
ser usados como nanotransportadores [35].



El polimero quitosano es conocido ampliamente por presentar baja toxicidad, no
ser alérgeno, tener cierta biocompatibilidad y biodegradabilidad, siendo candidato
para aplicaciones en la industria farmacéutica y alimenticia [36]. Es un derivado de
la quitina (polisacarido muy abundante en la naturaleza, principalmente en
crustaceos, insectos y hongos), la cual es sometida a un proceso de des

acetilacién termoquimica en un medio alcalino.

Las condiciones de temperatura, presion, concentracion y tiempo establecen el
peso molecular del polimero y su grado de des acetilacion [37] [38]. El contenido
de nitrégeno en quitosano puro es aproximadamente del 6,89%. El grupo amino
libre en la estructura del quitosano le proporciona un comportamiento
marcadamente basico, ademas le confiere ciertas caracteristicas fisicoquimicas de

gran interés industrial [37]. La figura 2.4, muestra la estructura molecular de este

polimero.
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Figura 2.4 Forma estructural de quitosano.



Este polimero se ha utilizado ampliamente en la industria farmacéutica en
sistemas de administracion de farmacos en diferentes presentaciones. El uso
principal del quitosano es como excipiente en la formulacion de tabletas para
medicamentos orales. Debido a su alto peso molecular retrasa la liberacion del
ingrediente activo, prolongando la duracion de la actividad del farmaco, mejorando
asi, la eficacia terapéutica. Algunas investigaciones patentaron su mecanismo de
accioén, asi como su estudio morfolégico en Nanofibras [39], nanoparticulas [40] o
microesferas sin uso de disolvente [41], en las que la principal funcion es contener
en su interior principios activos que son liberados de forma retardada al entorno

exterior.

Es fundamental evaluar el mecanismo de accion del quitosano en la formulacion
de farmacos, su principal funcion como vehiculo dosificador puede tener
implicaciones sobre su biocompatibilidad por lo que es importante abordar y tratar
de manera diferente la biocompatibilidad del quitosano ya sea como molécula o

como vehiculo.

Como molécula con carga positiva, el quitosano interacciona eficientemente con
las membranas celulares, que estan cargadas negativamente debido a los
intercambios idnicos entre el medio intracelular y extracelular, por ello las células
suelen absorber nanoparticulas de quitosano [36] [39]. Al formular quitosano como
un vehiculo dosificador este se combina con un farmaco, en donde el nimero de
grupos amino cargados positivamente que quedan disponibles disminuye
comparativamente [42]. Controlar el numero de grupos amino es primordial,
debido a que su disponibilidad puede afectar su capacidad de interactuar con las
membranas celulares y el ambiente circundante, disminuyendo potencialmente su

adsorcion y desencadenando posibles eventos de toxicidad [43].



2.4.2 TiO2 en aplicaciones farmacéuticas

El uso de TiO2 nanoestructurado tiene aplicaciones potenciales debido a sus
caracteristicas nanométricas. Diversos estudios reportan baja toxicidad, buena
biocompatibilidad, propiedades intrinsecas segun las técnicas de fabricacion [44].
Las lineas de investigaciéon enfocados en quimioterapias han demostrado que la
administracion selectiva de farmacos en agentes quimiotoxicos cargados con
nanoestructuras basadas en TiO2 podria aumentar la eficiencia terapéutica de los

agentes en el tratamiento del cancer [4].

Se ha demostrado que los titanatos son una via prometedora para la
administracién local controlada de farmacos, sin embargo, la liberacion con NT
puros es muy rapida. Por lo tanto, se han empleado polimeros sensibles al pH
para superar el problema de la liberacion demasiado rapida de farmacos de NT.
En el caso de la administracion de farmacos sensibles a la temperatura, se han
usado nanoparticulas de TiO2, explorando polimeros y farmacos sensibles a la

temperatura para mejorar sus propiedades al decorarlos con NT [44].

El TiO2 tiene una atencidon considerable en sistemas eficientes de administracion
de farmacos, y las nanoparticulas de TiO2 se han fabricado en varias formas como
fibras, esferas, capsulas y formas porosas. Por lo tanto, el farmaco se puede
combinar en la superficie o contenido en una matriz de TiO2 modificado con
hidrogeno, en su forma de titanato, realizando una actividad de liberacién
controlada sostenida. Ademas, cuando el sistema de administracion de farmacos
se modifica con moléculas especificas para dirigirlo a las células objetivo, se
puede lograr una mayor eficiencia. Su uso promete obtener una tasa de liberacion
casi constante durante un largo periodo del tiempo, mejorando la eficiencia de la
entrega al tener control de la dosis, ya sea por determinado tiempo o periodos
prolongados (dias, semanas o meses) para reducir la exposicién a farmacos y

reduccion significativa de la toxicidad [45].



Para incrementar la eficiencia energética requerida para la interaccion con la
proteasa se plantea el uso de NT, para utilizarse como matriz de nanotubos
anodizados electroquimicamente, facilitando su interaccion con el entorno
bioldgico [38]. Las nanoestructuras porosas de NT ofrecen esta propiedad debido
a su alta superficie funcional y actividad fotocatalitica. Su principal caracteristica
es su gran area superficial, el extremo abierto, la estructura tubular y de pared en

capas [46].

Los NT suelen ser utilizados para el recubrimiento superficial de implantes, debido
a que tienen estabilidad contra la desintegracion y la hinchazoén. Algunas
investigaciones plantean su uso en un sistema de administracion inteligente para
controlar la liberacion de farmacos, al utilizar el radical hidroxilo (OH) expuesto,

que se genera en la superficie del titanatos [47].

El titanato en capas tiene similitud estructural con el didéxido de titanio, ambas
compuestas de unidades octaédricas conectadas, comparten esquinas y bordes.
La disposicidén espacial de los bloques de construccion de unidades octaédricas
proporciona caracteristicas atractivas al titanato, como gran capacidad de
intercambio idnico, alta area superficial, superficie hidroxilada y capas flexibles.
Sus polimorfos son estructuras lineales y flexibles 1D (tubos, cables o correas),

laminas 2D y estructuras 3D jerarquicas [4].

1.3.3 Compdsitos Quitosano-Titanatos

Actualmente se han implementado matrices organicas-inorganicas con el fin de
aprovechar la reactividad quimica especifica entre ambos, ademas de la
flexibilidad de los materiales poliméricos con una buena estabilidad mecanica y

térmica de los materiales inorganicos.



En estudios de Liu et Al. [46], eligieron el quitosano como matriz polimérica por su
propiedad formadora de pelicula, asi como por los grupos reactivo amino e
hidroxilo, que pueden facilitar la sorcidn preferencial y la diferenciacion de
moléculas de agua a través de las membranas. Ellos sugieren que al incorporar
nanotubos de titanato por su naturaleza polar de alta hidrofilicidad ademas de su
estructura tubular puede dotar a la membrana de quitosano caracteristicas

estructurales mas favorables y rendimiento de separacion.

En la investigacion de Sallem et al., realizaron injertos de nanotubos de titanato y
quitosano, utilizando enlaces electrostaticos (un paso) y covalentes (método paso
a paso). Ellos muestran que la liberacion de materia organica para el quitosano
ligado covalentemente ocurre a una temperatura mas alta en comparacién con la
electroestaticamente, con esta informacion, corroboran la uniéon quimica de la
molécula en la superficie de NT en interacciones comparables a electrostaticas
[48].

Otros estudios revelan que la adicion de TiO2 incrementa la capacidad de
adsorcion del polimero [49]. Por lo que ademas sugiere su uso para otras
aplicaciones como descontaminacion de aguas residuales por su propiedad

fotocatalitica [50].

2.5 Conceptos basicos

2.5.1 Diseno in silico

El disefo in silico se basa en la implementacion de métodos computacionales para
realizar simulaciones de estructuras moleculares que faciliten el analisis de
procesos quimicos y/o fisicos, utilizando algoritmos de simulacion y prediccion
computacional, para su aplicacién como modelos experimentales. Se le ha dado el
nombre in silico haciendo alusion a la estructura interna de la computadora que

esta hecho en un 90% de materiales de silice [51].



La descripcion de este método comprende el comportamiento de las particulas
mas pequefas que contiene la materia como son atomos, protones, electrones;
pasando de lo clasico a lo cuantico con el fin de explicar los fendbmenos que se
presentan. Se clasifican segun sea su uso (ver figura 2.5), implicaciones de la
fisica ya sean clasicas o cuanticas, tiempo y costo, ademas su rango de aplicacion
que va desde el numero de atomos que pueden considerar para realizar los

calculos.
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Figura 2.5 Métodos computacionales.
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La ventaja de aplicaciéon depende del recurso en potencia de la computadora que
se utilice, exactitud o precision, asi como el tipo de moléculas o atomos que se
estudie (organicas o inorganicas). Por ejemplo, para estudiar moléculas organicas,
su aplicaciéon esta limitada por el potencial del calculo seleccionado ademas
existen métodos mas avanzados y complicados de usar, para el caso de los
errores sistematicos existen especies quimicas que no son compatibles como los

metales y a veces se requiere de datos experimentales [52].

Existe una interfaz que ayuda llevar a cabo la interaccion entre usuario y
ordenador como el UFF (Universal Forcefield), este es un campo de fuerza que
interpreta la tabla periddica y se utiliza para calcular energias de un solo punto [53]
para realizar optimizaciones de geometria principalmente aplicadas a la mecanica

clasica.

2.5.1.1 Método mecanico clasico

Se basa principalmente en calculos de mecanica clasica aplicados a la estructura
molecular. No puede ser considerada como una aproximaciéon exacta a la
estructura quimica de una molécula, considera al oscilador, armonico o inarménico
para describir enlaces moleculares, aplicandolo en la distancia de enlaces y al
angulo de enlace. Contempla interacciones electrostaticas o de dipolo entre las

cargas puntales de los atomos que forman el enlace [54].

2.5.1.2 Acoplamiento molecular (“docking” en inglés)

Existen distintos receptores intracelulares conocidos por su importancia en mediar
las respuestas toxicoldgicas. La toxicidad de los compuestos quimicos se presenta
al tener afinidad de unién hacia uno de estos receptores biolégicos en especifico.
Esta union resulta en una disfuncion de procesos como biosintesis, transduccion

de senales, transporte y metabolismo.



Estos estudios ayudan a determinar computacionalmente la conformaciéon éptima
y la orientacion preferida por una molécula al unirse a uno de esos receptores y
generar un complejo estable en el que la energia libre del sistema completo se ve
minimizada. Este proceso tiene lugar al hacer interactuar los componentes
principales conocidos como ligando (molécula pequefa que interactua con un
blanco molecular), blanco (molécula de gran tamafo) y pose (conformacion

estructural de una molécula (ligando), después de interactuar con el blanco).

El acoplamiento consiste en disefiar in silico, las estructuras de los ligando
potenciales, seguido a ello, se realiza un muestreo conformacional para
predeterminar conformaciones posibles de cada ligando. Los ligando deben

centrarse en la cavidad conocida como “pocket”.

La unién a su receptor y diferentes movimientos de translaciéon y rotacion, son
evaluados energéticamente, un “score” es asignado para cada una de ellas (ver
figura 2.6), todo lo anterior con el fin de poder evaluar todas las posibilidades en

funcién de las interacciones establecidas y su energia [29].
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Figura 2.6 Representacion esquematica de docking molecular.




2.5.1.3 Métodos mecanico cuantico

Se basan en la implementacién de calculos usando como base la solucion de la
ecuacion de Shrodinger, calculando el valor energético de una molécula a partir de
su estructura electronica. Estos meétodos visualizan las moléculas como un
conjunto de atomos que se mantienen unidos por enlaces y expresa la energia
molecular en términos de constantes de fuerzas de flexién y tension de enlace

[55]. Segun los calculos realizados se clasifican en métodos:

e ab initio (“desde el principio”): resuelven de modo aproximado la ecuacion,
para obtener la energia y funcidén de onda electronica del sistema de
interés, se denominan “desde el principio” porque sélo utilizan informacién

de las constantes fisicas fundamentales.

e Semi-empiricos: emplean parametros cuyos valores se ajustan para

concordar con los datos experimentales de calculos ab initio.

e Meétodo de la teoria de funcionales de la densidad (DFT): calcula la
densidad de probabilidad electronica molecular y la energia electrénica

molecular a partir de ella.

2.5.2 Teoria de funcionales de la densidad (DFT)

Las funciones que impliquen menos variables que la funcién de onda y que se
puedan utilizar para calcular la energia y otras propiedades dan lugar a diferentes
teoremas. Para realizar el calculo es sustancial considerar la funcion de onda
electronica de una molécula de n-electrones. En donde se consideran 3
coordenadas espaciales (X, y, z) y la coordenada correspondiente al espin. El
operador hamiltoniano solamente contiene términos espaciales de uno y dos
electrones, por ello se crean estos teoremas que parten de la densidad electrénica

del estado fundamental de la molécula [56].



2.6 Sintesis hidrotermal asistido por microondas

El método hidrotérmico se considera un enfoque sintético adecuado, ya que tiene
varias ventajas, como: la temperatura de cristalizacion adecuada, menor dafo al
medio ambiente, controlar las condiciones de reaccion, bajo consumo de energia y
bajo costo. Se ha observado que la morfologia puede ser influenciada por el
precursor base utilizado en el proceso hidrotermal y los solventes. La metodologia
consiste en someter a los precursores a temperatura y presion utilizando agua (o
un disolvente en el método solvotermal), para sobresaturar el material y crear
condiciones que controlen la morfologia. Los parametros que se controlan son

temperatura, solvente, pH [6].

La asistencia con microondas (MWA-H), reduce los tiempos de reaccion debido a
que utiliza mayor velocidad de reaccion debido a las ondas electromagnéticas de
alta frecuencia que tienen la capacidad de concentrar energia, disminuyendo el
costo energético. Las moléculas dipolares tratan de orientarse o estar en fase con
el campo electromagnético. Sin embargo, su movimiento es restringido por las

fuerzas de resistencia generando calor [57] [58].

En esta sintesis se busca la modificacion del material precursor, el cual debe ser
mesoporoso con morfologia tubular o tipo esfera, se espera obtener fases
cristalinas homogéneas y que el quitosano recubra o se disperse
homogéneamente en las nanoparticulas resultantes al tratar hidro-térmicamente el
TiO2.Al terminar la sintesis se evacuan los restos de los precursores y solventes

con lavados, secado, filtrado.



3. CAPITULO 2: DISENO, SINTESIS Y
CARACTERIZACION.

La metodologia se divide en dos etapas (ver figura 3.1), las cuales se llevaron a

cabo simultaneamente.

Metodologia

SARS-CoV-2 in silico

Farmacos

Experimental

TNTs

4 B,
TEORICA \.}
\] EXPERIMENTAL o
:rf.

Figura 3.1 Representacion esquematica de docking molecular.



3.1 Metodologia in silico

Para el desarrollo del disefio in silico, en la tabla 3.1, se presenta la lista de
software utilizados como recursos para implementar este proyecto. Los procesos
que se realizaron se estructuran en la figura 3.2. Los materiales planteados QT,
CQ y NT se consideraran como muestras en su calidad inicial. Los estudios de

aproximacion nos determinaran si es posible la conformacion de moléculas como

composito.
Tabla 3.1 Lista de herramientas computacionales.
Software / Aplicacién R*
Avogadro version 1.2.0 [59]
Gauss View version 6.0.16 [60]
Molegro Virtual Docker 5.0 [61]
Gaussian 09 [62]
Spartan 08 version 1.2.0 [63]
Chimera 1.13 [64]
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Figura 3.2 Metodologia para diseio in silico
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Los procesos realizados fueron:

1. Modelado: Se modelaron las moléculas de los materiales planteados QT,
CQ, y NT.

2. Optimizacién: Se optimizaron las moléculas para conocer su conformacion
y estructura mas estable posible (el software considera angulos y distancia
de enlace posibles tomando como parametro de evaluacidn la minima

energia).

3. Aproximacioén: Se colocaron las moléculas del compdsito planteado en un
archivo con coordenadas cartesianas (. xyz) para que el software optimizara
y realizara la prediccion de la union (se analizé su energia y enlaces de

unién).

4. Interaccion con la proteasa: Se hicieron correcciones de pH y solvente con
software Chimera, posteriormente se realiza el acoplamiento de las
moléculas en un sistema aislado (consideradas como ligandos) en donde
inicialmente entraran las moléculas por separado dejandolas como
cofactores de la proteasa, después se realizara el acoplamiento del sistema

(proteasa-cofactor) con las moléculas por separado.

El analisis implica conocer el comportamiento de inhibicidon segun sea el orden de

acomodo con la proteina.

En la tabla 3.2, se presenta el muestreo que se desarrolld, para el disefo y

analisis computacional.

Para el andlisis con la proteasa, se descargd del banco de datos la dina con el
codigo PDB 6LU7 [65], correspondiente a SARS-CoV-2-MPRO,



Tabla 3.2 Muestreo computacional

Diseno in silico

MOLECULA
caQ
QT
NT
QT-NT

QT-CQ-NT

PROTEASA

6LU7

PROCESO RESULTADOS
Modelar y .
Interpretar resultados de frecuencias (IR), UV-
Optimizar Vis y orbitales moleculares.
En docking molecular se requiere interpretar
Optimizar y resultados obtenidos con el uso del software.
Aproximar
Docking molecular
COFACTOR LIGANDO
CQ
NO QT
NT
cQ NT&QT
QT NT&CQ

NT CQ &QT




3.1.1 Optimizacién

Se optimizaron las estructuras a nivel de DFT [64] [66], utilizando el software
Gaussian (G09) [62], a través del funcional hibrido de aproximacién de gradiente
generalizado planteado por Truhlar et al. (M06-2x) [67]con una base de Pople con
funciones de polarizacion y difusas (6-31+g (d, p)) [68]. Las frecuencias de todas
las moléculas optimizadas se calcularon para verificar que fueran un minimo en la

superficie de energia (PES, por su acronimo en inglés) y predecir los espectros IR.

3.1.2 Docking molecular

Las coordenadas cartesianas de la proteasa objetivo SARS-CoV-2-MP°, se
obtuvieron del banco de datos de proteinas (codigo PDB: 6lu7) [65]. Cabe
destacar que dicha estructura fue una de las primeras cristalizadas de la proteasa
principal del virus SARS-CoV-2. Finalmente, se utiliz6 Chimera para afadir cargas,

eliminar disolventes y corregir residuos de la estructura a analizar.

3.1.3 Chimera

Se asiganaron poblaciones a los atomos de las moléculas con el software

chimera, siguiendo los siguientes pasos:

1. Exportar molécula previamente optimizada, al software en formato con
extension (. mol2).
2. Anadir cargas del menu Tools, seleccionar residuos estandar AMBERff99bscO.

3. Guardar molécula cargada en formato mol2

3.1.4 Pasos del docking

1. Abrir PBD en el software molegro, exportar ligando (molécula previamente

cargada)



Seleccionar la opcion preparacion del menu de opciones previo a la
exportacién, modificar asignar cargas de siempre a nunca.

Para la preparacion antes del Docking, es necesario realizar la deteccion de
cavidades en Preparacion>Deteccion de cavidades.

Se realiza el Docking molecular en la opcion Docking Wizard

Se selecciona ligando>Elegir cavidad y asignar parametros al score (Se
selecciond la cavidad 4 con volumen de 183.296), debido a que presenta
aminoacidos con mayor diversidad.

Al darle en continuar se modifica la opcién (energy thershold) la cual debe
iniciar en 0.

En la siguiente ventana se asignan el numero de poses que queremos
conocer, dependiendo del tiempo de calculo, para esta investigacién se
analizaron 3 poses y se eligio la mejor en eficiencia de ligando.

En la opcion siguiente se selecciona la carpeta en donde se guardaran los
archivos después del calculo, es importante que esta carpeta sea uUnica y
exclusivamente para el Docking especifico.

En la siguiente figura 3.3, se muestran la imagen del software y las
opciones seleccionadas, por pasos. No se modificaran las ventanas que no

se incluyan.
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Figura 3.3 Docking molecular procedimiento para correr calculo.



3.2 Sintesis hidrotermal asistido por microondas

La sintesis experimental se llevé acabo con el método Hidrotermal/Microondas, ya
establecido por el grupo de investigacion del Laboratorio de Nuevos Materiales
Nanoestructurados y Catalisis Heterogénea (LANOCAT) y ampliamente
desarrollado por otros investigadores. En la figura 3.4, se expone la metodologia

para la sintesis utilizando NaOH y N2H4, como disolventes.

Metodologia Disedio
Experimentil
P25
o - Quitosano \ 2 |
2 \ Hidroterma
Sintesis —— ar {/ ol \‘.H asistido por
\ \ ) —  microondas
[ \ QINT ! P25 (anexo
[ ia,l Qu J,*' procedimiento)
[ \ . uitosano
\ QTNTCO
||| arnNTca NzH,
[
- FTR
.-'---.-'
Experimental — Caracterizacion — gg—_ UN-Afis
by
:\ DRX
II \\
\ x."'\ BET
'| \
| v SEM
|
|
' Evaluacién Pruebas de absorcion

de CQ

Figura 3.4 Metodologia para disefio experimental.

La tabla 3.3, representa el muestreo que se desarrolld para la sintesis y
caracterizacion de los materiales. El cual se establecidé a partir de considerar la
cantidad de QT con relacion a la cantidad de NT presente 2:1 o 1:2 (QTNT o
NTQT) en la muestra, ademas del tipo de solvente que se utilizé NaOH (Na) o
hidracina (Hz). Para el desarrollo de la sintesis experimental se muestran los

reactivos utilizados en la tabla 3.4.



Tabla 3.3 Muestreo experimental

SINTESIS R(QT)
NT 1:1
QT 1:1

QTNT 2:1
NTQT 1:2
Muestra
QT-NTNa
NT-QTNa
QT-NTHz
NT-QTHz

SOLVENTE
N>H,4- NaOH
N>H,4- NaOH
N>H,4- NaOH
N>H,4- NaOH

PROCESO
-Sintesis hidrotermal asistido por
microondas.

-Interpretar resultados con FTIR,
UV-Vis, SEM, DRX 'y BET.

Evaluacion

Estudios de liberacion de CQ

*NT=P25, QT=Quitosano, CQ=Cloroquina, Hz=Hidracina y NaOH=Na.

3.4 Lista de materiales para sintesis hidrotermal.

Materiales

Reactivo

P25 Degussa (Titanium (V) oxide)

Quitosano (bajo peso molecular)

Hidréxido de sodio (Escamas)

Hidracina

Agua desionizada

Chloroquine diphosphate salt

Marca
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

J.T. Baker
Sigma-Aldrich

IPICYT

Sigma-Aldrich



El método consiste en colocar una suspension de solvente/precursor en un reactor
de microondas, la cual sera sometida a condiciones de presion y temperatura. La

figura 3.5, representa el procedimiento que se desarrollé6 para la sintesis de los

materiales.
Agua desionizada
Solvente
(100 mL)
Agitar
Sonica i 1I:Igmil'|
Smin | Suspender
Precursor
Tiempo:5 horas " 1
¥ Agitacién: 600 rpm L
. .. Radiacién: 196 W (2450 £ 30 MHz)
Hidrolsis Reactor en Temperatura: 160°C
microondas -
Condensaciin
La‘ Hdﬂ Agua destilada y HCI
- 3 lavadas
36 horas ] X
To°C Secado = Pulverizado

Figura 3.5 Sintesis hidrotermal asistido por microondas.



3.2.1 Procedimiento

1. En 100 mL de solucién basica a 10 M de NaOH en agitacion magnética a
500 rpm. Se agrega el precursor, en una relaciéon en peso de QT 1:1 0 2:1.

2. Se deja diluir en agitacion magnética por 10 minutos. Para asegurar la
dilucion, la solucién se somete a 5 minutos de bafo ultrasonico.

3. En un vaso de teflon de 150mL se agrega la suspension, se tapa y sella,
con los componentes del reactor de microondas.

4. Se coloca el recipiente en microondas.

5. Las condiciones de sintesis son: 150°C, 600rpm, 195W por 5 horas.

6. Después de la sintesis se procede a neutralizar la soluciéon a un pH 7, en
donde se lavan los residuos de solvente y precursores que no intervinieron
en la reaccion, mediante la adicion de HCI 1M.

7. Se realizan 3 lavados con agua destilada.

8. El secado se programa para un tiempo de 36 horas a 70°C.

9. Se pulveriza el material obtenido, sin hacer presién puntal, para evitar

rotura en la estructura.

3.2.2 Caracterizacion

Una de las etapas mas importantes en el desarrollo de nuevos materiales es la
caracterizacion de sus propiedades fisicas y quimicas. Por ello, a continuacién, se
describen brevemente las diferentes técnicas de caracterizacion utilizadas en la

presente tesis.
3.2.2.1 Espectroscopia Infrarroja (IR)
La espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) tiene su aplicacion

mas inmediata en el andlisis cualitativo y cuantitativo de los grupos funcionales

presentes en el material.



La FTIR se fundamenta en que las moléculas tienen la posibilidad de rotar y vibrar
a distintas frecuencias (modos vibracionales) cuando éstas son estimuladas con
una fuente de energia, y dependen de las moléculas vecinas para establecer el
modo en que se estimulan. Una molécula puede absorber la energia de fotones en
el intervalo energético del infrarrojo, en el caso en que exista una diferencia en el
momento dipolar de la molécula mientras ocurre un movimiento rotacional vy

cuando la frecuencia asociada con la radiacidn aumente con el movimiento.

El manual del equipo FTIR, en su modo ATR (Attenuated Total Reflectance),
presenta una profundidad de deteccion de 1- 2 um. Una de las ventajas de ATR es
que permite el analisis de muestras soélidas y liquidas practicamente sin tener que

realizar un tratamiento previo de las mismas.

La técnica se realizoé en el espectréometro IR-Tracer-100 Shimadzu con punta de
diamante. Las condiciones de analisis son en un rango de 400-2000 y 2000-4000

cm', No. Escaneos 50 y una resolucion de barrido en 4 cm'.

3.2.2.2 Difraccion de rayos X (XRD)

La difraccidén de rayos X (XRD) proporciona informacion sobre estructuras, fases,
orientaciones de cristal (textura) preferidas y otros parametros estructurales, como
el tamafo de grano promedio, la cristalinidad, la deformacion y los defectos de los
cristales. Los picos de difraccion de rayos X se producen por la interferencia
constructiva de un haz monocromatico de rayos X dispersos en angulos
especificos de cada conjunto de planos de celosia en una muestra. Las
intensidades maximas estan determinadas por la distribucion de los atomos dentro
de la red. En consecuencia, el patrén de difraccion de rayos X es la huella digital

de los arreglos atdomicos peridédicos en un material dado.

El analisis se realizé con equipo RIGAKU- SmartLab, en un rango en 26 de 5 a 90.

La radiacion de la lampara de cobre es de A=1.5448.



3.2.2.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Una de las principales ventajas al utilizar esta técnica es determinar la morfologia
de la muestra. Segun sea el caracter conductor de las muestras a analizar, éstas
deberan ser recubiertas con un material conductor, o no, para aumentar la
cantidad de electrones que lleguen a cualquiera de los detectores y con ello

mejorar la imagen obtenida.

El analisis morfolégico se llevé acabo con el Microscopio Electronico de Barrido
Dual Beam (FIB/SEM) FEIl-Helios Nanolab 600, en alto vacio y Microscopio
Electronico de Barrido Ambiental ESEM FEI-QUANTA 200 a bajo vacio con

detectores de electrones secundarios (SE): y retrodispersados (BSE).

3.2.2.4 Espectrometria de energia dispersiva de Rayos X (EDS)

Analisis quimico puntual, en donde se localizan los elementos que se encuentran
en la superficie del material, mediante una energia dispersiva de Rayos X (EDS):
en esta técnica se detecta cualitativa y semi-cuantitativamente, los elementos

quimicos presentes en la superficie de la muestra.

3.2.2.5 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-Vis se basa en el analisis de la cantidad de radiacion
electromagnética (en el rango de longitudes de onda del espectro ultravioleta y
visible) que puede absorber o transmitir una muestra en funcién de la cantidad de
sustancia presente. Involucra la adsorcidn de radiacion ultravioleta-visible por una
molécula, causando la promocién de un electron de un estado basal a un estado
excitado, liberandose el exceso de energia en forma de calor, la longitud de onda

comprende entre 190 y 800 nm.



Se utilizo el equipo UV-VIS-NIR Agilent Cary 5000, en un rango de 200-400 para
las pruebas de adsorcion. Se realiza una linea base con la solucién buffer en

donde se suspende el farmaco.
3.2.2.6 Medicion de Porosidad y Area de Superficie (Método BET)

Para la determinacidon de areas superficiales y distribucién de tamafos de poros
de sodlidos, se utilizé el método BET. Las isotermas obtenidas es una
representacion del volumen de nitrégeno fisisorbido en el sdlido respecto a la
presion relativa de nitrogeno. Los sélidos se pueden clasificar en funcion del tipo

de isotermas que presenten.

Se determind el area superficial y el volumen de poro en equipo de fisisorciéon
Quantachrome modelo NOVA. El tiempo de desgasificacién para todas las
muestras fue de 18 horas a 150°C. Se analizaron 30 puntos en un rango de .005-
.99 en adsorcion y .99 a.005 en desorcion.

En la tabla 3.3, se presentan los equipos utilizados para la caracterizacion.

Tabla 3.3 Equipos utilizados

Nombre Modelo Marca Aplicacién
SEM QUANTA 250&Helios Nanolab 600 FEI Caracterizacion morfoldgica
SEM HELIOS 600 NANOLAB FIB DUAL BEAM Caracterizacién morfoldgica
DRX RIGAKU SmartLab Evaluacion de huella dactilar
FTIR IR-Tracer-100 Shimadzu Identificar materiales
BET NOVA ‘ Quantachrome Area superficial y porosidad
UV-VIS-NIR

UV-Vis Cary 5000 _ Absorbancia y transmitancia
Agilent



3.3 Pruebas de adsorcion

Para el analisis de adsorcién de CQ, se realizé una solucién madre con tampdn de
fosfato de potasio (PBS) con pH 7.4 a 250 ppm de CQ. La solucion de bufer de
fosfato(B), se utiliz6 como blanco, para correr las mediciones espectrofotomeétricas
de CQ con tampon (B-CQ).

Se realiza una curva de calibracion por diluciones, para ello se diluyé en relacion
1:1 de B-CQ y B, para 2mL.Este proceso se realizé 10 veces. Se obtuvo la curva

que se muestra en la figura 3.6.
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Figura 3.6 Curva de calibracién de la adsorbancia a 255 nm de la concentracion de cloroquina.



Para la adsorcién de CQ, el compdsito se disuelve en la solucién PBS de CQ a
150 ppm a una concentracion de 2mg/L. Dicha solucién se agita en vortex durante

5min y se deja reposar 48 horas.

Después de 48 horas la solucion se coloca bajo bafio ultrasonico durante 30 min y
se toma una alicuota de 4mL, la cual se centrifuga a 12,000rpm durante 5 min, se
realizan 3 lavados con PBS para eliminar la CQ superficial y se suspenden en

PBS para analisis de liberacion.

Después de la adsorcion se centrifuga y el primer sobrenadante, se analiza por
UV-Vis a una longitud de onda de 255 nm para determinar la concentracién de CQ
adsorbida en comparacion con la curva de calibracion. Por otra parte, el compdésito
recuperado se suspende en PBS-EtOH1:1,30 minutos después se centrifugan a
12000 rpm durante 5 min y el sobrenadante se analiza en las mismas condiciones.

Se hace muestreo cada 30 min por 2 horas.



CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 In silico

4.1.2 Optimizacion y energia libre de Gibbs

Las moléculas optimizadas resultaron ser minimos en la superficie de energia
potencial (PES, por su acronimo en inglés), lo cual se corrobora con la ausencia
de frecuencias imaginarias. Ademas, se evalué la energia libre de Gibbs de
adsorcion del sistema CQ-QT utilizando la ecuacién (2), y el valor obtenido fue de
-93,57 kcal/mol, lo cual demuestra que puede formarse dicho compédsito, mediante
un proceso exergonico. Finalmente, las moléculas optimizadas se representan en
la Figura 4.1y 4.2.

AAGrx = (AGca-at) -(AGart + AGca) (2)

Figura 4.1 Moléculas optimizadas QT, CQ, CQ-QT.
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Figura 4.2 Moléculas optimizadas de NT.

4.1.3 Orbitales moleculares

Con las estructuras optimizadas, el orbital molecular ocupado de mas energia
(HOMO) y orbital molecular no ocupado de mas baja energia (LUMO) fueron
analizados y representados en la Figura 4.3; se confirma la superposicion entre el

orbital molecular del CQ y QT, corroborando la adsorcién del farmaco.

a) QT
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HEDAEDY

b) CQ wwo ¢) CQ-QT
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Figura 4.3 Orbitales moleculares QT, CQ, CQ-QT.



4.1.4 Espectros FTIR experimentales y tedéricos

Los datos IR pueden corroborar los enlaces formados. La Figura 4.4 muestra los
espectros FTIR experimentales y tedricos (Figura 4.4 A) y las vibraciones
especificas de CQ y su compésito formado. La Figura 4.4 B muestra los espectros
IR de 400 a 2000 cm-', donde se exhiben bandas de los principales grupos
funcionales de QT y CQ, ademas de las bandas formadas cuando QT interactua
con CQ.
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Figura 4.4 espectros IR para QT, CQ y QT-CQ compuesto. A) Espectros FTIR Teoérico -Experimental, B)
Espectros IR tedricos QT, CQ y QT-CQ.

Se aprecian bandas que representan las vibraciones de interaccion entre QT vy
CQ, en 2724.86, 3392,39, y 833,50 cm™'. Estas vibraciones corresponden a la
interaccion entre el hidroxilo expuesto de QT y el radical amino de CQ, formando
la interaccion OH-NH2. Las diferencias entre los espectros tedrico-experimental se
manifiestan debido a que, los andlisis experimentales se hacen en solucion
acuosa, habiendo electrolitos y otros compuestos secundarios, caso contrario en
el modelo tedrico donde la interaccion se plantea sin ningun otro componente. El
cambio en las bandas de transmitancia es un efecto colateral de las soluciones

acuosas.



Para comprender el efecto del agua en el compuesto QT-CQ, en la figura 4.5 se
observan espectros de las muestras inmersas en agua en un rango de analisis de
2500 a 4000 cm-'. Con este analisis se explica la diferencia entre la banda
generada debido a la vibracién de las moléculas de agua y la banda debido a la

interaccion entre QT y CQ.
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Figura 4.5 espectros experimentales FTIR en agua para QT-CQ (después de 24 horas de la adsorcion)



En la figura 4.6, se muestran las vibraciones teodrica, correspondientes a los
atomos que interactuan en una molécula de NT, QT y NT-QT. Estas senales se

utilizan para la interpretacion de los resultados experimentales.
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Figura 4.6 Espectro experimentales NT,QT y QT-NT.

4.1.5 Ensayo de acoplamiento molecular

Las estructuras optimizadas de las moléculas estudiadas (QT, CQ, NT, asi como
sus compuestos) son considerados como ligandos para realizar un ensayo de
acoplamiento molecular in silico con la proteasa principal del SARS-CoV-2, como
tentativo tratamiento para la COVID-19. Los ligandos y los cofactores se trataron
como se especifica en la seccion de métodos computacionales para la evaluacion
de las formas de administrar CQ en la diana molecular. En primer lugar, QT se
acoplé a la SARS-CoV-2-MP™©, seguido por el acoplamiento de CQ en este

sistema; en otras palabras, una vez que QT se acopla al objetivo, se considera



como un cofactor de la proteina, ver Figura 4.7. La segunda forma fue invertir el
proceso de la siguiente manera: primero, CQ se acoplé a la diana, luego se
considera como un cofactor de la proteina, y finalmente, QT se acopla al sistema

CQ-proteina.

Este proceso se hizo para conocer las posibles combinaciones de las 3 moléculas
estudiadas, por lo que, con el método explicado anteriormente se realizan las
combinaciones correspondientes, ademas se ha afiadido a la comparacion QT,
CQ, y NT libres. La Tabla 4.1, muestra los resultados de todas las conformaciones

posibles.

Figura 4.7 Acoplamiento molecular de CQ y en SARS-CoV-2"rre, considerando QT como cofactor (color

azul), y ligando NT(color amarillo).

Analizando las energias que promueven el compuesto QT-CQ basada en la LE
(Eficiencia de ligando) demuestran que CQ es el ligando con eficiencia mas alta (-
5,994 kcal/mol) en comparacion de la interaccion QT-CQ (-5,826 kcal/mol).
Cuando se estudia solo la interaccién de NT con la proteasa se puede apreciar
que su eficiencia (-6.096 kcal/mol) es aun mayor que de CQ, por lo que incrementa
sus propiedades como cofactor. Notese que incrementa la eficiencia de la

interaccion cuando ingresa primero como cofactor de CQ o QT, para CQ



incrementa su eficiencia en (-0.921 kcal/mol) y para QT (-0.040 kcal/mol). A pesar
de presentar influencia en el incremento de la eficiencia de CQ (-6.915 kcal/mol) y
QT (-4.057 kcal/mol), cuando se completa el sistema NTCQ-QT o NTQT-CQ, la
eficiencia (-3.367 y -3.932 kcal/mol) disminuye drasticamente casi en un 50%,

tomando en cuenta la LE de NT por si solo.

Se observan mejores beneficios cuando en la combinacion, QT entra primero
como cofactor y CQ o NT como ligandos. En el caso de CQ, modifica su eficiencia
en un porcentaje relativamente bajo y en NT la incrementa en -2.155 kcal/mol. La
influencia de NT como vector de union entre QT y CQ, se aprecia al incrementar la

eficiencia del farmaco en -1.118 kcal/mol.

Tabla 4.1 Ligando-diana energias para las moléculas estudiadas en kcal/mol

LIGANDO VDW Electro Energy H Bond LE
cQ -33.387 -0.318 -127.048 -2.747 -5.994
QT -20.673 1.743 -141.1477  -17.712  -4.017
NT -0.971 -5.672 -73.158 -10.572  -6.096

cofactor NT
cQ 75.370 0.252 -152.138 0.000 -6.915
cofactor NT
QT 74.872 -0.208 -137.971 -11.971 -4.057
cofactor NT-CQ
QT 88.178 0.000 -114.500  -15.544  -3.367
cofactor NT-QT
cQ 34.083 -1.502 -133.69 -5.372 -3.932
cofactor QT
NT -1.009 -0.122 -99.016 -11.916  -8.251
cofactor QT
cQ -4.025 -0.399 -114.535 -1.208 -5.826
cofactor QT-NT
cQ 60.717 -0.160 -156.461 -2.500 -7.111

cofactor QT-CQ



NT -0.589 0.000 -69.760 -8.867 -5.813

cofactor CQ

QT 180.210 -0.172 -60.460 -11.266  -2.356
cofactor CQ-QT
NT -0.608 -3.978 -77.050 -9.223 -6.420
cofactor CQ
NT -0.591 -1.366 -59.479 -11.621 -4.956
cofactor CQ-NT
QT 78.149 0.973 -116.718  -15.196  -3.432

*E es el ligando-objetivo de la energia de interaccion total, H-bond representa las interacciones del puente de hidrégeno,
Electro se refiere a las interacciones electrostaticas, VdW describe las interacciones de Van der Waals y LE es la energia

de interaccion por atomo (LE = E/f# atomos pesados, cuando los atomos pesados son cualquier atomo excepto hidrégeno).

La influencia de las interacciones electrostaticas y de puente de hidrégeno se
pueden apreciar en la figura 4.8. Se muestra las interacciones (figura 4.8a) propias
de CQ con la proteasa, asi mismo se exhibe la interaccion de QT y NT como
cofactores de la proteasa (figura 4.8 b) formando la combinacion correspondiente
al conformado QT-NT>CQ con una eficiencia del ligando de -7.111 kcal/mol. Las
interacciones electrostaticas y de puente de hidrégeno, se incrementan al
interaccionar CQ y NT (figura 4.8 c) con la proteasa, logrando una eficiencia de -

8.251 kcal/mol. Esta conformacién es incluso mejor que la interaccion con CQ.
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4.2 Experimental

4.2.1 Difraccion de rayos X (DRX)

Las fases cristalinas de los materiales sintetizados fueron evaluadas por DRX. Los
resultados obtenidos se grafican como un difractograma en el que se consideran
las fases cristalinas existentes. La intensidad de los diferentes planos se grafica en
funcién del angulo 26 mediante un proceso de normalizacion de [0 ,1] para

comparar con tarjetas cristalograficas.

En las figuras 4.9 y 4.10, se muestran patrones de difraccién para los materiales
sintetizados con NaOH y N2H4. Se indexaron con las tarjetas cristalograficas

correspondientes a fases rutilo [69], H2TiO4 [70], H2TiO7 [71] y quitosano [72].

En la difraccion (figura 4.9 a), se muestran las sefiales de la muestra 2:1 de QT-
NTNa. Se observa la difraccion correspondiente a la fase semi- amorfa de QT y en
los picos en 2 8 (9.92, 28.19, 35.02 y 38.61), correspondientes a la fase cristalina
de NT (figura 4.9 b). Esta estructura ya fue obtenida por Guanxiao Liu et al. [46],
quienes reportaron sefiales en 2 6 (9.75, 24.44, 28.03 ,48.52 ,34.34 y 38.95), que
corresponden a la fase cristalina ortorrombica de titanato con forma de nanotubo.

En el compdsito NT-QTNa (figura 4.9 c) se observa una disminucion en el plano
(110) y un aumento en el plano (020), esto sugiere un crecimiento preferencial en

esa direccién del plano.
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Para QT (figura 4.9 y 4.10 d), las sefales correspondientes a 10.0 y 20.1 en 26,
corresponden a la difraccion de los planos (020) y (110). Estas senales en 26 ya
han sido reportadas [71] [73]. Para conocer el grado de des-acetilacion a partir de
quitina, el grupo J.G. Monter-Miranda et al. [74], estudia las difracciones de quitina
comercial y quitosano, en donde concluyen que, para diferenciar el tipo de
material, ademas de la reduccion de la intensidad de estas sefales se muestra la
ausencia de las sefiales en 20 (13°, 23°, 26.3° y 38.7°) correspondientes a la
estructura de quitina. Los patrones correspondientes a 260 = 9.1°, 19.3° y 23°
forman una estructura ortorrombica con los planos (020), (110) y (101), en similitud

con NT.
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Figura 4.9 DRX de materiales sintetizados con NaOH. a) Compésito QT-NTNa, b) NTNa, ¢c) Compésito
NT-QTNay d) QTNa

69



Los materiales sintetizados con hidracina presentan una difraccion consistente con

las tarjetas cristalograficas indexadas. En el compdsito QT-NTHz (figura 4.10a) al

igual que NTHz (figura 4.10b) se expresa la difraccion de acido titanico H2TiOs y la

fase rutilo, ademas se exhibe la presencia de la fase semi amorfa de quitosano.

En el compdsito NT-QTHz (figura 4.10c) se observa que, la intensidad de los

planos correspondientes a (020) y (100) es menor.
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Figura 4.10 DRX de materiales sintetizados con Nz2Hs. a) Compésito QT-NTHz, b) NTHz, c) Compésito
NT-QTHz y d) QTHz

Con el analisis anterior se determina que el solvente NaOH produce nanotubos,

con fase principal de titanato, se aprecia la estructura semi- amorfa de QT en la
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posicion de los planos correspondientes a la estructura ortorrombica de NT. Para

hidracina se tiene principalmente titania con fase notoria de rutilo.

4.2.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La caracterizacion con SEM permite estudiar la morfologia de los materiales
obtenidos. Todos los materiales se sintetizaron en las mismas condiciones de
temperatura y presion en microondas. La variante es el uso de solvente con pH
basico de NaOH o N2Ha.

La morfologia de la sintesis de QT se puede apreciar en la figura 4.11. Se
muestran imagenes SEM en magnificacion de 10 000x en una escala de 5 ym
para CQNa (figura 4.11 a) y CQHz (figura 4.11 b) correspondientes a la sintesis
con NaOH y N2H4, respectivamente. Los analisis EDS, nos revelan informacion
semi cuantitativa de las muestras, en la sintesis con hidracina se observa un
porcentaje en peso de C:62.77, N:10.93 y 0:26.30, mientras que, en la sintesis
con NaOH C:56.26, N:10.99 y 0:32.74.

Figura 4.11 Imagenes SEM, a) QTNa y b) QTHz.
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La particula de QTNa que se observa en la figura tiene forma de aglomerado con
morfologia no definida. En QTHz, se observa una superficie densa. En una escala
a 200 um (figura 4.12), se observa que el material con hidracina tiene una forma

laminar.

Figura 4.12 Imagenes SEM de QTHz.

En la figura 4.13 se muestran imagenes SEM a 250 000x en una escala de 200
nm para NT, con NaOH (figura 4.13 a) y N2Hs (figura 4.13 b). Se observa que,
cuando se sintetiza con solvente NaOH, se obtiene una morfologia de tipo tubular,
mientras que con hidracina la morfologia cambia a particulas facetadas con forma
de cuboides. En los analisis EDS, se obtiene una composicion de C:3.01, 0:44.75
y Ti:52.24 en % peso, en contraposicion a NaOH donde C:9.45, 0:49.49 y Ti:41.06

en %peso.
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Figura 4.13 Imagenes SEM, a) NTNa y b) NTHz.

La figura 4.14, se muestran imagenes SEM a 250 000x magnificaciones en una
escala de 200 nm del compésito en relacion 2:1 y 1:2 de QT con hidracina, QT-
NTHz (figura 4.14 a) o NT-QTHz (figura 4.14 b). Se aprecia una morfologia similar
a NT con hidracina, la cantidad de quitosano en relacion 2:1 o 1:2 no exhibe
cambio consistente en la estructura del material. Sin embargo, con analisis EDS,
se observa que, para C, O y Ti se obtienen valores de 51.37, 33.41 y 15.23 % en
peso, respectivamente, correspondientes a QT 2:1, en donde existe mayor
cantidad de carbono. Por otro lado, en relacion 1:2 de QT la composicién es de
2.44,47.33 y 50.23 % en peso. Con esto se corrobora la presencia de quitosano en

menor cantidad para la muestra 1:2.
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Figura 4.14 Imagen SEM de a) QT-NTHz y b) NT-QTHz.

Para tener un panorama general de la morfologia del compésito se presenta la
siguiente imagen SEM (figura 4.15) de 25 000x magnificaciones en una escala de
2 ym. Se aprecian particulas pequefias aglomeradas en forma de capas, este

comportamiento puede deberse al agente basico que se utilizé.

Figura 4.15 Imagen SEM de NTQTHz.
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La figura 4.16, representa imagenes SEM a 250 000x magnificaciones en una
escala de 2 ym del composito en relacion 2:1 de QT-NTNa (figura 4.16 a) y 1:2 de
NT-QTNa (figura 4.16 b). Se aprecia una morfologia similar a NT con NaOH, con
la diferencia de que, cuando la relacion es 2:1 de QT se presentan aglomerados
tubulares con crecimiento tubular y en relacién 1:2 en forma de red. En EDS se
observa un porcentaje de carbono para QT-NTNa de 28.32 y 6.1 % en peso, para
NT-QTNa.

Figura 4.16 Imagen SEM de a) QT-NTNa y b) NT-QTNa.

Morfologias similares a nanotubos de tritanato de hidrégeno y particulas facetadas
cuasi esféricas, fueron reportadas por Rodriguez et al. donde utilizaron como
agente reactivo basico NaOH o Nitrato de plata en solucion acuosa [3]. En otras
investigaciones han estudiado la influencia de diferentes aminas (hidracina) en la
superficie del material, asi como el cambio en sus propiedades estructurales.
Coldn et al. [75], encontraron morfologias similares a las de nuestra investigacion
con hidracina, ellos concluyen que las diferentes cantidades de amina podrian
actuar como una plantilla interesante tras el tratamiento hidrotermal, al obtener
particulas de tamano y forma semi-homogéneos de aproximadamente 18 nm. Asi
mismo la morfologia nano tubular es ampliamente reportada con el método
hidrotermal [5] [3].
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La caracterizacién por SEM utilizando el detector de electrones secundarios nos
muestra que la sintesis en medio alcalino propiciara la morfologia dependiendo del
tipo de solvente que se utilice y el precursor inorganico. Usando hidracina se
forman particulas cuboidales planas, que se aglomeran en forma de capas, esta
coincide con la muestra de referencia con solo NT en hidracina y la muestra de

referencia con solo quitosano en hidracina, pero de particulas de mayor tamano.

Si comparamos con el uso del hidroxido de sodio como medio alcalino, se
obtienen morfologias tubulares. La presencia del polimero no representa cambio
estructural, pero si influye en la forma de aglomerarse. Las imagenes SEM, no
permiten inferir que parte corresponde a QT, y cual, a NT, sin embargo, los
resultados obtenidos DRX nos demuestran la formacién del compdésito en donde

QT comparte planos estructurales con NT debido a forma estructural ortorrombica.
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4.2.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR)

Para la descripcidn de los resultados FTIR, se describen las vibraciones de los
materiales de referencia (QT, NT y QT) y compdsitos formados en comparacion

con resultados tedricos obtenidos.

En el espectro infrarrojo de NT que se muestra en la figura 4.17, se muestran los
FTIR correspondientes a; A) Precursor P25, B) Resultado tedrico, experimentales
a CNPT C) NTNa y D) NTHz, y secos(s) a 90°C por 18 horas E) NTNas y F)
NTHzs.

La transmitancia en los valores de longitud de onda en 3749 cm-', 3367 cm', 2336
cm™', 1734 cm™, 1633 cm™', 1375 cm™,1211 cm', 891 cm™', 688 cm™1 y 470 cm™’,
corresponden a las vibraciones O-H estiramiento simétrico y asimétrico, COz, C=0
por formacion de aldehido por oxidacién a acido, H-O-H en deformacion de
balanceo, Ti-OH2* debido a protonacion de superficie, Ti-O en estiramiento
simétrico, Ti-O-Ti, y O-H balanceo deformacion. La descripcion de estas
vibraciones se realizé6 con un analisis tedrico y de literatura [46] [48] [76]. En
comparacion cuando NT esta seco al utilizar hidracina se observa la desaparicion
de la vibracion correspondiente a OH lo que indica que la concentracion de grupos

hidroxilados de Ti disminuye después de la adsorcién de N [77].
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Figura 4.17 FTIR de transmitancia de NT.

Se observa la formacion de superficies hidroxiladas, a diferencia del precursor, en
donde la sefial correspondiente a la vibracion OH es de menor intensidad. Se
intensifican las sefiales de las vibraciones Ti-O y formacion de grupos C-H cuando
se realiza secado al utiliza hidracina, lo que sugiere una superficie reactiva por
exposicion de hidrégenos, esto corrobora los resultados DRX en donde se
presenta la fase cristalina de un acido titanico H2TiOs. La formacién de la fase

H2TiO7 propiciada por el solvente NaOH, le da mayor estabilidad a NT.
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En el espectro infrarrojo de QT que se muestra en la figura 4.18, se muestran los
FTIR correspondientes a; A) QT comercial, B) Resultado tedrico, experimentales a
CNPT C) QTNa y D) QTHz, y secos(s) a 90°C por 18 horas E) QTNas y F) QTHzs.

Los espectros del quitosano presentaron una sefial intensa a 1554 cm™' de NH2, lo
cual indica la des acetilacion de la quitina al pasar a quitosano. Esto fue
confirmado por la disminucion de la intensidad en la banda ubicada a 1626 cm™’
como consecuencia de una eliminacion de los grupos acetilo (COCHs) en el
polimero, dejando mas grupos amino (-NHz2). Las sefiales en 3434 cm-', 3200 cm-
1,2926 cm™,1648 cm™', 1592 cm™', 1447-1432cm™, 1081 y 1034 cm™" y a 874-450
cm-', corresponden a las vibraciones de O-H, N-H, C-H, Amida |, NH2, N-H, C-O-C
de la estructura piranosa y bandas de la tension de los grupos anoméricos. En
similitud con la sintesis de la muestra de referencia de NT, se observa la aparicion
de la vibracion correspondiente al grupo aldehido y una influencia reactiva al secar

la muestra sintetizada con hidracina.
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Figura 4.18 FTIR de transmitancia QT.

El espectro infrarrojo de QT-NT 1:2 y 2:1 se muestra en la figura 4.19. Donde A)
Resultado tedrico y experimentales B) QT-NTNa, C) NT-QTNa, D) QT-NTHz Y E)
NT-QTHz.

Las bandas en 880 cm™ y 1045 cm™', se asignan a las bandas de vibracion
elasticas Si-OH y Si-O-Si, respectivamente. Las bandas situadas a 1222 cm-
11590 cm™ y 3418 cm™, corresponden a C-N de estiramiento, flexion NH2 y
estiramiento NH2, respectivamente. Con esto se revelan la presencia del grupo
amina primario en la formacion del compésito. Se observa la presencia de grupos
aldehido con vibracion elastica en 1738 cm™' y carbonilo en H-C-O a 1363 cm™. La

deteccion del grupo funcional carbonilo por espectroscopia IR demuestra que hay
80



muchos grupos de aldehidos unidos a la superficie de Ti-O-N. Se detectaron
bandas de vibracion de estiramiento de CH2 a 1421 cm™' y 2870 cm-', indicando la
presencia de la cadena alifatica de la estructura. La interaccién de quitosano en la
superficie de nanotubos se demuestra mediante la banda de vibracién formada
entre grupos de aminas de QT y funciones OH de NT en 3515 cm-' [46] , se

observa la ausencia de grupo aldehidos para muentras sintetizadas con NaOH.

Las vibraciones correspondientes a la estructura piranosa de QT siguen
presentes, pero con menor intensidad. Los picos caracteristicos del quitosano en
la superficie de los nanotubos: se observa con las bandas situadas en 1029 y
1070 cm™ que se asignan al hidroxilo primario C-OH y a la vibracion de
estiramiento C-O-C de la estructura piranosa de QT. La banda a 1152 cm-'
corresponde a la vibracion del enlace del C-O-C, las bandas en 1375 y 1426 cm™"
se asignan a la flexion C, correspondientes a la formacion de puentes de
hidrogeno entre los grupos hidroxilo inorganicos NT y los grupos hidroxilo o amina

organicos del quitosano [5].
Respecto a los resultados tedricos, la influencia de la intensidad y desplazamiento

de las bandas de vibracién es debido a que el analisis in silico, a diferencia del

experimental la interaccion se plantea sin ningun otro componente.
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Figura 4.19 FTIR de transmitancia de compésito QTNTNa& QNTHz

4.2.4 Fisisorcion de N2 (BET)

En este analisis se logra observar que el area superficial del material se ve
influenciado por la presencia de NT en la matriz, por ejemplo, en el caso del
composito QT-NTNa con un area superficial de 47.602 m?/g, corresponde a
aproximadamente la cuarta parte del area superficial cuando se forma el
composito NT-QTNa con area superficial de 178.077 m2/g. Los valores de

volumen, area superficial y tamafio de poro se expresan en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2 Tabla analisis BET

Area superficial Volumen de Tamaiode  Tipo y forma de poro
Muestra R
(m?/g) poro (ccl/g) poro (nm) (IUPAC) [78]

QT-NTNa 2:1 47.602 0.087 4.842 I-H3
NT-QTNa 1:2 178.077 0.252 4.842 [-H3
QT-NTHz 2:1 44.019 0.081 4.077 II-H3
NT-QTHz 1:2 157.451 0.252 2.049 II-H3

QTNa 12.963 0.023 4.842 I-H3

NTNa 168.762 0.370 4.842 I-H3

QTHz 10.902 0.020 4.678 VI-H3

NTHz 45.359 0.093 3.939 I -H3

*R=Relacion 2:1 o0 1:2 de QT.

El tipo de isoterma lll es caracteristicos de los adsorbentes que son mesoporos (2-
50 nm), corresponde a curvas convexas a lo largo del eje de la presion relativa, no
es un tipo de adsorcion muy usual y es altamente dependiente de las
interacciones adsorbato-adsorbente. Los tipos Il corresponde a materiales
macroporosos (0 no porosos), se distingue por presentar curvatura baja a
presiones medias, representan adsorcion sin restricciones entre mono o multicapa.
Mientras que para el tipo VI, corresponde a un fendbmeno de escalonado de
adsorcion en solidos no porosos. La altura de cada paso representa la capacidad
de adsorcidon en cada capa y de la temperatura [78] [79]. Los ciclos de histéresis
tipo H3 se relacionan con soélidos agregados de particulas en forma de placas
paralelas, lo que da lugar a poros en forma de rendijas. En esta forma de la
isoterma, la adsorcion se realiza en las paredes de los poros y es similar a la
forma clasica que se observa en sélidos porosos reales o con estructuras donde

predominan mesoporos [80].
Las isotermas para sintesis con NaOH se presentan en la figura 4.20.QT-NTNa

(figura 4.20 a), NTNa (figura 4.20 b), NT-QTNa (figura 4.20 c) y QTNa (figura 4.20
d).
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Figura4.20 Isotermas correspondientes a la sintesis con NaOH.

Las isotermas para sintesis con hidracina se presentan en la figura 4.21. QT-NTNa
(figura 4.21 a), NTNa (figura 4.21 b), NT-QTNa (figura 4.21 c) y QTNa (figura 4.21

d).
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Figura4.21 Isotermas correspondientes a la sintesis con N2Ha.

Con la caracterizacion previa se describen materiales mesoporosos con
morfologia tubular y estructura cristalina en forma de titanato al utilizar NaOH. La
estructura titanica con hidracina muestra una morfologia de tipo cuboidal, el area
superficial de QT aumenta cuando interacciona con NT. La interaccion de
quitosano en la superficie de nanotubos se demuestra mediante la banda de
vibracion elastica de C=N formada entre grupos de aminas de quitosano y OH de
NT. Los materiales 6ptimos segun el area superficial y morfologia pueden ser los
compuestos formados en relacién 1:2 de QT, los cuales son NT-QTHz y NT-

QTNa, estos se probaran en la liberacion de CQ para el control de la COVID-19.
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4.3 Pruebas de liberacion y adsorciéon

Para estimar la capacidad de adsorcion se sometieron a analisis los compdsitos
obtenidos de CQ-QT. La cantidad adsorbida se determiné a partir de la curva de
calibracion mediante el analisis UV-Visa 255nm.En la tabla 4.3, se presentan las

cantidades adsorbidas después de 48 horas.

Tabla 4.3 Porcentaje de Adsorcién

Muestra ppm Cantidad adsorbida ppm % Ads

QT-NTNa 127.17 28.83 19%
NT-QTNa 116.77 33.23 22%
QT-NTHz 125.81 24.19 16%
NT-QTHz 127.26 22.74 15%

Con relacion a la cantidad adsorbida del farmaco se observa que; el material que
mejor adsorbe es NT-QTNa en donde la proporcion 2:1 favorece a NT con un
22%. Por otra parte, el compdésito QT-NTNa presenta un porcentaje de adsorcion
del 19%. Los compdsitos obtenidos a partir de hidracina presentan un porcentaje
de adsorcion menor, se esperaba que el compdsito NT-QTHz presentara
adsorcion similar a NT-QTNa debido a su &area superficial, sin embargo, su
adsorcidon es menor incluso a la muestra QT-NTHz, lo que sugiere que a pesar de
tener un area superficial mayor al compdésito QT-NTNa, su tamafio de poro de 2.4
nm, influye en su capacidad de adsorcion. El tamafio de poro para QT-NTNa y NT-
QTNa es de 4.8 nm.

La liberacion en PBS, se realiz6 para un tiempo de 2 horas como primera
aproximacion. Con relacion a la cantidad adsorbida, la liberacién de CQ es lenta,
esta cualidad favorece la dosificacion del farmaco. En la figura 4.22, se observa el

porcentaje de liberacién de compdésito 2:1 y 1:2 de CQ.
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Se considera el modelo de Korsmeyer-Pepas [81] [82], para conocer el
comportamiento de liberacion con relacion a la cantidad de farmaco liberado (ft) en
las curvas obtenidas utilizando la ecuacion (1). Este andlisis se realiza para
conocer la constante de liberacion (k), y determinar el exponente (n) que indica el
tipo de mecanismo mediante el cual ocurre en la liberacidén. Para valores de n=0.5
rige el mecanismo de difusion de Fick, en cambio para valores entre .5-1 rige el
mecanismo de liberacion por transferencia de masa. En la siguiente tabla 4.4, se

expresan los valores de cuales se obtuvo este ajuste.
ft=kt" (2)
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Tabla 4.4 Mecanismo de liberacion

Muestra Ft t(min) k Ln(Ft/k) Ln (t) n

QT-NTNa 2.90 150 .06 3.96 5.01 .79
NT-QTNa 12.05 150 2.03 1.78 5.01 .36
QT-NTHz -1.64 150 21 0.00 5.01 .00
NT-QTHz -5.92 150 -2.54 .85 5.01 17

Se observa un mecanismo de liberacion por transferencia de masa para QT-
NTNa, es decir una liberacion sostenida. Mientras que para NT-QTNa presenta un
mecanismo de difusién de Fick en donde la liberacion de las moléculas de CQ es
mediante diferencia de concentraciones [83] [81] [82]. Los compdsitos a partir de
hidracina no presentan comportamiento de liberacion este comportamiento puede
ser a razén del tipo de histéresis que presenta, la cual sugiere una débil atraccion
entre adsorbato y adsorbente. Mientras que para los compositos apartir de NaOH,

es altamente dependiente de las interacciones adsorbato-adsorbente.
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5.CAPITULO4: CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

5.1 Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos y su discusion, se puede concluir lo siguiente:

El disefo in silico nos permitid conocer el tipo de interaccion de las moléculas de
QT, NT, y CQ, que, a parte de la interaccién covalente entre ellas, en su mayoria
se reflejaron en interacciones electrostaticas y de puentes de H; el Docking
molecular nos revela informacion interesante sobre la union de los sistemas libres
y compositos con el blanco seleccionado. Al estudiar cual es la mejor combinacion
de acceso para inhibir el virus, se observé que la combinacion QTNT-CQ es
prometedora con una eficiencia de ligando de -7.11 kcal/mol. Ademas, abre la
brecha para una investigacion de esta conformacién con el analisis de otros
farmacos, debido a que el compdsito por si solo refleja una eficiencia de -8.25
kcal/mol, lo cual puede ser indicio de una liberacion controlada de dicho sistema
nanoestructurado, pudiendo ser una perspectiva para el tratamiento de la COVID-
19.

En la parte experimental se logré la sintesis de compdsitos, donde la fase
cristalina principal fue de titanatos cuando se sintetizo6 con NaOH y de acido
titanico cuando se utilizé hidracina. En concordancia con el método in silico la
caracterizacion favorece a QT-NTNa, en donde la estructura tubular de su
morfologia le confiere propiedades de adsorcion debido a la influencia de NT en su
estructura, permitiéndole formar estructuras tubulares de mayor tamano al
aglomerarse. Esto se confirma con los estudios de DRX, donde se muestran que
ambos materiales favorecen la formacion estructura ortorrémbica al compartir los
planos (020) y (110).
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Los resultados FTIR, revelan la presencia de los grupos OH en los compdésitos, lo
que corrobora la informacion obtenida in silico en la formacion del compdsito
debido a sus grupos funcionales, ademas exhibe mejor estabilidad térmica al

utilizar NaOH como solvente.

A pesar de no poseer una alta area superficial cuando se forman los compdésitos
en relacion 2:1 de CQ, las propiedades mesoporosas y tamafo de poro del
material le confiere caracteristicas de adsorcion-desorcion que favorecen la
dosificacion controlada, por lo que se aprecia una sinergia estructural entre ambos

materiales CQ y NT.

5.2 Perspectivas

Con base en el conocimiento adquirido durante el desarrollo de la tesis, se
plantean las siguientes recomendaciones, con la finalidad de aprovechar los

conocimientos adquiridos respecto a la descripcion del material.

e Realizar un estudio farmacoldgico de estos materiales con otras proteinas
del virus y otros farmacos.

e Implementar pruebas de bioactividad para proliferacion celular y descartar
problemas de toxicidad.

e Realizar pruebas de liberacion en tiempos prolongados.
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