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Resumen

Resumen

La digoxina es un glucésido cardiaco extraido de plantas del género Digitalis que se ha empleado para el
tratamiento médico de diversas afecciones cardiacas, este compuesto es de gran relevancia debido a que
es el cardiotdnico mayormente recetado a nivel mundial y la organizacién mundial de la salud lo considera
como un medicamento vital en los sistemas de salud. Su deteccidn y monitoreo es de gran relevancia
debido a que su dosis terapéutica y las concentraciones de importancia toxicolégica son muy cercanas.
Adicionalmente, en afios recientes la digoxina ha sido empleada en pruebas in-vitro para el tratamiento de
otras enfermedades como artritis reumatoide, infecciones virales e incluso cancer de mama y ovario;
debido a lo anterior, es necesario el desarrollo de metodologias analiticas que permitan su cuantificacion
diferentes matrices analiticas.

De forma general se ha descrito el uso de metodologias cromatograficas con deteccién UV y masas ademas
de inmunoensayos para la deteccion de digoxina, sin embargo, existen desventajas como el bajo
coeficiente de extincidon molar que presenta la molécula lo cual no permite obtener pardmetros analiticos
adecuados en las metodologias. En lo que respecta a HPLC-MS e inmunoensayos los analisis tienden a ser
costosos ademads de requerir de personal altamente entrenado.

Una alternativa a las metodologias mencionadas es la derivatizacidn, la cual se basa en la adicidn de un
grupo cromoforo al analito de interés que permita su deteccion, para ello se propone en el presente trabajo
el uso de acidos bordnicos. Se ha descrito que este tipo de compuestos permiten la formacién de complejos
boronato-diol a pH basico, lo cual permite obtener un compuesto con carga y propiedades
espectroscopicas que permita su analisis por electroforesis capilar de zona.

Adicionalmente, se propone la deteccién indirecta que se basa en el aumento o disminucién de la sefial
analitica de un compuesto cromdéforo por el analito de interés, para ello se emplean nanoparticulas
ternarias de AgInS,/ZnS. En la bibliografia se ha descrito que las nanoparticulas fluorescentes pueden
interactuar con diferentes moléculas induciendo un cambio en sus propiedades espectroscépicas.

El presente trabajo se divide en dos partes, en la primera parte se propone el desarrollo de metodologias
electroforéticas empleando acidos bordnicos (acido 2-naftilbordnico y acido o-tolilbordnico) como agentes
de derivatizacion, basado en la formacién de complejos boronato-diol. Para ello se plantean diferentes
estrategias de analisis, 1) derivatizacion precapilar y 2) derivatizacidn en capilar empleando una técnica de
preconcentracién. En este capitulo se evalldan pardmetros relacionados a la separacién electroforética
como pH, estrategia de separacion, estdndar interno, voltaje de preconcentracion, tiempo de
preconcentracién, volumen de inyeccién de muestra y volumen de inyeccion de derivatizante. La
incorporacion de acidos bordnicos en sistemas de derivatizacion en capilar no ha sido descrita previamente
en la literatura. Las metodologias desarrolladas son aplicadas al analisis de muestras farmacéuticas
(tabletas) encontrandose parametros analiticos adecuados para este tipo de matrices. La metodologia que
obtuvo los mejores parametros analiticos (InCapD-LVSS-CZE-2-NBA) fue empleada para el analisis de
muestras bioldgicas obteniendo porcentajes de recuperacién en el intervalo de 96.2 a 103.0 %.

La segunda parte comprende el desarrollo de una estrategia espectrofluorimétrica empleando
nanoparticulas ternarias para la determinacién de digoxina. Las etapas para el desarrollo comprenden la
sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de AgInS,/ZnS, posteriormente se lleva a cabo la evaluacion
espectroscopica de las nanoparticulas en sistemas con diferentes moléculas modelo lo cual permite



Resumen

evaluar los tipos de interacciones nanoparticula-analito. Posteriormente se lleva a cabo la funcionalizacién
de nanoparticulas de AgInS,/ZnS empleando el 4cido 4-aminofenilborénico, lo cual permite la interaccion
nanoparticula con digoxina modificando la senal de fluorescencia en los espectros de emisién. La
metodologia espectrofluorimétrica es validad mediante las reglas de la IUPAC y es aplicada en el analisis
de muestras farmacéuticas.
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DESARROLLO DE METODOLOGIAS ANALITICAS EMPLEANDO ELECTROFORESIS CAPILAR O
NANOPARTICULAS DE AgInS2 PARA LA CUANTIFICACION DE DIGOXINA

1. Glucésidos cardiacos

Los glucdsidos cardiacos son un grupo de metabolitos secundarios producidos por algunas plantas,
en las que se encuentran Convalliamajalis (convalatoxina), Digitalis purpurea (digitoxina),
Digitalislanata (digoxina), Neriumoleander (oleandrina), Thevetiapuruviana (oleandrina) vy
Acokantheraschimperi (ouabaina) [1,2]. Los glucdsidos cardiacos han sido empleados en la medicina
para el tratamiento de multiples afecciones cardiacas como insuficiencia cardiaca y fibrilacion
auricular, entre otras. La estructura quimica de los glucésidos cardiacos consiste en un nucleo de
ciclopentanoperhidrofenantreno o grupo esteroideo, un carbohidrato en la posicidon C-3 y un anillo
de lactona insaturada de 5 (furanona) o 6 atomos (piranona) en la posicion C-17 y por la cual se
clasifican como cardendélidos o bufadiendlidos respectivamente (Fig. 1) [3].

carbohidrato -
(@)

Cardendlidos Bufadiendlidos
R = OH digoxina
R = H digitoxina

Figura 1. Estructura quimica de los glucésidos cardiacos.

Entre los glucésidos cardiacos empleados en medicina destacan la convalatoxina, bufalina,
digitoxina, oleandrina, ouabaina, lanatdsido Cy la digoxina, que es la prescrita mayoritariamente a
nivel mundial y se diferencia de la digitoxina. al presentar un grupo hidroxilo en la posicién C-12
(Tabla 1) [4].
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Tabla 1. Glucésidos cardiacos mas populares empleados en medicina

Glucésido cardiaco Carbohidrato Lactona Referencia
Convalatoxina L-Ramnosa 2(5H)-furanona [5]
Bufalina No presenta Piranona [6]
Digitoxina Tridigitoxosa 2(5H)-furanona [7]
Oleandrina o- L- 2(5H)-furanona [8]
Oleandropiranosa
Ouabaina L-Ramnosa 2(5H)-furanona [9]
Lanatosido C - 2(5H)-furanona [10]
Digoxina Tridigitoxosa 2(5H)-furanona [11]

El mecanismo de accion de estos compuestos organicos se basa en la inhibicién de la enzima Na*/K*-
ATPasa miocardial, la cual es una bomba electrogénica que transporta iones potasio al interior e
iones sodio al exterior de la membrana celular [12]. Los glucdsidos cardiacos se unen a los receptores
de la enzima de forma reversible, lo cual inhibe el intercambio de iones, esto permite que la
concentracion de [Na*] y subsecuentemente la concentracidn de [Ca?*] incremente al interior de las
células. Este incremento de calcio intracelular produce un efecto inotrdpico positivo es decir se
incrementa la contractilidad muscular del corazon [13].

En afios recientes se han evaluado otros efectos terapéuticos de estos compuestos diferentes a los
relacionados a las afecciones cardiacas. Principalmente se ha descrito que estos compuestos son
excelentes senoliticos (farmacos que inducen la muerte celular de forma selectiva), y podrian tener
cierta capacidad anticarcinogénica, en la que se destaca el amplio estudio de la digoxina [14].

1.1 Digoxina

La digoxina (Fig. 2) es un glucdsido cardiaco derivado de Digitalis lanata, que en la posicidon C-17 del
nucleo esteroide contiene la lactona 2(5H)-furanona y en la posicidon C-3 presenta el carbohidrato
tridigitoxosa, el cual presenta un sistema 1,2-cis-diol [15].

CHj OH
HO,, HO o

W

HO o) " HqC o

Figura 2. Digoxina
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La molécula presenta un valor de log P de 1.26, tiene una baja solubilidad en agua, es poco soluble
en metanol y soluble en DMSO. En la Tabla 2 se describen otras propiedades fisicoquimicas de este
compuesto [16].

Tabla 2. Resumen de propiedades fisicas de la digoxina

Propiedad Descripcion

Férmula molecular Ca1Hg4014

Peso molecular 780.9 g mol™
Descripcion fisica Polvo blanco cristalino
Punto de fusién 249.0 °C

Solubilidad en agua 64.8 mg L?

Densidad 1.36gcm

La Organizacién Mundial de la Salud la ha catalogado a la digoxina como un medicamento esencial
dentro del sistema de salud [17]. Recientemente, esta molécula ha sido empleada en tratamientos
experimentales para el tratamiento de diferentes enfermedades como artritis reumatoide,
infecciones virales e incluso cancer de mama y ovario [18].

En términos de farmacocinética de la digoxina, presenta una biodisponibilidad oral del 70% la cual
es absorbida por el tracto intestinal, adicionalmente se estima que el 25% de la digoxina se compleja
con la seroalbumina. La fase de distribucion del medicamento se completa de 6 a 8 horas de
administracién, y la concentracion de digoxina en plasma terapéutica es de 0.5 a 2 ng mL™. La
digoxina se excreta principalmente por los rifilones (30 — 50%) y presenta una semi-vida de
eliminacion de 1.5 a 2 dias [11]. La farmacodindmica de la digoxina es la descrita previamente para
los glucdsidos cardiacos los cuales se unen de forma reversible al receptor de la Na*, K*-ATPasa
inhibiendo el intercambio de iones Na* y Ca?* al exterior de la membrana celular promoviendo un
efecto inotrépico [19].

La digoxina presenta un intervalo de concentracidén terapéutico muy reducido, por lo que las
presentaciones farmacéuticas contienen este compuesto en un intervalo de 0.125 a 0.250 mg por
tableta o dosis [20]. Debido a lo anterior, es esencial que se presenten estrategias de deteccion de
esta molécula con éptimos limites de deteccidn y excelente sensibilidad en las diferentes matrices
analiticas debido a que pequefias variaciones en la concentracién pueden causar toxicidad.

1.2 Métodos de determinacion de digoxina

Debido a la importancia biomédica y toxicoldgica de la digoxina, a lo largo de los afios se han
desarrollado diversas metodologias analiticas que permiten su deteccidon y cuantificacion en
matrices farmacéuticas y bioldgicas. Las principales metodologias utilizadas son los inmunoensayos,
espectroscopia UV-Vis, y la cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) [20].

1.2.1 Inmunoensayos
Los inmunoensayos son métodos bioanaliticos altamente selectivos que permiten detectar la
presencia y en algunos casos determinar la concentracidn de analitos, los cuales pueden ser desde
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moléculas pequefias hasta macromoléculas empleando un anticuerpo como agente de
reconocimiento. La base tedrica de los inmunoensayos es lainmunoreaccién entre un antigeno y su
anticuerpo, la cual debe ser acoplada a transductores apropiados (generalmente enzimas) que
permitan producir una sefial analitica. Este tipo de ensayos permite una gran selectividad como
resultado de las reacciones especificas entre anticuerpos y antigenos (Figura 3) [21].

1 Cambio en senal
< analitica

/
oﬂ &s ghireied
Z4N
+ Oﬂ Anticuerpo
modificado
@

Figura 3. Mecanismo general de inmunoensayo.

Sefal analitica

Los ensayos de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA por sus siglas en inglés) son un grupo de
pruebas que se han empleado en el analisis de anticuerpos, antigenos, proteinas y glicoproteinas
principalmente en muestras bioldgicas. Diferentes estrategias de ELISA han sido descritas en la
bibliografia las cuales se han agrupado dependiendo a su mecanismo: directa, sandwich,
competitiva e indirecto, estos métodos han sido aplicados en la deteccidn de diferentes farmacos
como la digoxina [22].

De forma comercial, Beckman Coulter desarrolld6 un inmunoensayo para la determinacidn de
digoxina, dicho andlisis se basa en la competencia entre el analito en la muestra y la enzima glucosa-
6-fosfato deshidrogenada inmovilizada sobre el anticuerpo selectivo a digoxina. La enzima al estar
ligada al anticuerpo no presenta actividad, cuando la concentracién de digoxina en el sistema
incrementa se presenta la reaccidon antigeno-anticuerpo lo cual desplaza a la enzima al medio. La
enzima activa convierte NAD* a NADH, lo cual resulta en el cambio en la absorbancia lo cual se puede
medir espectrofotométricamente. Esta estrategia permite obtener limites de deteccién de hasta el
orden de 1.0 ng mL2. Sin embargo, como la mayoria de los inmunoensayos presenta desventajas
como la reactividad cruzada, es decir, que el anticuerpo empleado en el ensayo reacciona con
metabolitos similares o interferentes lo cual conlleva a errores en la exactitud. En este analisis se
observa que la sefial de digoxina a 1.0 ng mL se sobreestima en un 50% en presencia de deslandsido
(0.8 ng mLY), digitoxina (29.0 ng mL?), digoxigenina (0.4 ng mL?), dihidrodigoxina (12.0 ng mL?) y
digitoxigenina (10.0 ng mL?), entre otros [23].
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Li et al., describen un inmunoensayo basado en anticuerpos fluorescentes selectivos a digoxina. Para
el andlisis, la muestra que contiene digoxina es preincubada con el anticuerpo modificado selectivo
a digoxina induciendo la interacciéon analito-anticuerpo, esto se lleva a cabo en presencia de
estreptavidina modificada, la cual se emplea como sefial de referencia de fluorescencia. En el
desarrollo de la metodologia son empleadas esferas de poliestireno funcionalizadas con
seroalbumina bovina la cual esta unida covalentemente con digoxigenina un compuesto con afinidad
similar a la digoxina. Tras la incubacién, las esferas modificadas (poliestireno-seroalbumina -
digoxigenina) son afiadidas a la solucidn para reaccionar completamente con el antigeno
fluorescente, posteriormente las particulas de poliestireno son eliminadas mediante centrifugacién
guedando en la solucidn solo el anticuerpo fluorescente ligado a digoxina. Por lo que la relacion de
la sefal de fluorescencia del anticuerpo modificado (488 nm) con la sefial de fluorescencia de la
referencia (680 nm) es proporcional a la concentracién de digoxina de la muestra original. La
metodologia es empleada en el andlisis de muestras biolégicas obteniendo un intervalo lineal de
0.6-2.6 nM [24].

1.2.2 Métodos espectroscopicos

Las metodologias espectroscépicas de deteccion de digoxina se basan en la interaccion del analito
con la radiacién en el intervalo de los 200 a los 1000 nm. En espectroscopia UV-Vis, el haz de luz
atraviesa una celda de cuarzo que contiene una disolucién en presencia del analito, la interaccion
entre la luz con la molécula produce una excitacion de los electrones de valencia propiciando
transiciones electrdnicas. De la radiacién incidida solo una parte llega al detector, lo que se conoce
como energia transmitida o transmitancia (T). De manera convencional, la absorbancia (A) que es el
resultado de el -log de la transmitancia (A=-log T) se relaciona con la concentracion mediante la ley
de Lambert-Beer [25].

Las determinaciones espectroscépicas de digoxina son realizadas principalmente mediante UV-Visy
son cualitativas. Las detecciones se pueden llevar a cabo de forma directa tomando la lectura a 217
nm. Sin embargo, existen inconvenientes debido a que la digoxina presenta un bajo coeficiente de
extincién molar [26]. Una alternativa a la deteccion a 217 nm, es la derivatizacidon del compuesto,
por lo que se han planteado diferentes reactivos para la derivatizacion de digoxina, los cuales pueden
reaccionar con el carbohidrato, la lactona o el nucleo esteroideo.

Se han descrito agentes derivatizantes que reaccionen con la trigitoxosa como el propuesto por
Mesnard y Devant, en el que tras la adicion de acido periddico los azlcares son oxidados a
dialdehidos, la adicidon de acido 2-tiobarbiturico da lugar a un compuesto cromdéforo que presenta
coloracién roja con un maximo de absorciéon en 520 nm [27].

Los derivados polinitroaromaticos en soluciones alcalinas como el acido picrico, el 1,3-
dinitrobenceno, acido 3,5-dinitrobenzoico y tetranitrobifenilo han sido descritos para la
derivatizacién de cardendlidos. La reaccidon con estos compuestos se basa en el enlace carbono-
carbono de la lactona insaturada con los agentes derivatizantes. Se han propuesto diferentes
mecanismos de reaccion, de acuerdo con lo descrito por Kovar et al., el tratamiento con de la lactona
con base produce un anidn el cual se une a la molécula polinitroaromatica. El compuesto resultante
es un complejo de Meisenheimer y presenta una longitud maxima de absorciéon a los 485 nm (Fig.
4) [28].
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Figura 4. Formacién del complejo de Meisenheimer .

Britten et al., proponen una estrategia fluorimétrica para de andlisis de digoxina, la cual se basa en
la adicidn de acido tricloroacético a la muestra, la mezcla se calienta a 130°C por 45 minutos. Tras la
reaccion se obtiene un compuesto fluorescente, cuya estructura no se ha dilucidado y que tiene un
maximo de absorcién a 340 nm y maximo de emision a 420 nm. El ensayo espectroscdpico fue
empleado para el analisis de formulaciones farmacéuticas obteniendo un intervalo lineal de 0.02 a
1.00 pug mL[29].

El uso de estrategias espectroscdpicas en el andlisis de digoxina presenta desventajas como la baja
selectividad de los métodos al presentar una gran cantidad de interferentes, asimismo presentan
baja sensibilidad analitica y no son recomendados para la estimacidon de glucésidos en muestras
bioldgicas. Pocos métodos son especificos para la digoxina, por lo que el uso de estas técnicas
requiere analisis fisicoquimicos complementarios.

1.2.3 Métodos cromatograficos

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés) es una técnica analitica
gue permite la separacién de moléculas en una mezcla. En esta modalidad, la fase mévil acarrea a
los componentes de una mezcla a través de una columna (fase estacionaria). La fase estacionaria
convencional comprende una columna empacada con particulas de tamafios de 3a 5 um. La muestra
para analizar se inyecta en la fase movil que es transportada a través de la fase estacionaria, la cual
de acuerdo con su naturaleza quimica interactla con las especies presentes en la solucion y
posteriormente se eluyen a diferentes tiempos. Los sistemas de deteccion convencionales en HPLC
son el UV-Vis, indice de refraccién, fluorescencia y espectrometria de masa [30].

Debido a la gran cantidad de analitos que pueden ser determinados por HPLC se han desarrollado
diversas estrategias dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la molécula a analizar. Las
diferentes modalidades de la técnica se diferencian en la composicién de la fase estacionaria de las
cuales destacan 4: cromatografia en fase normal, cromatografia en fase reversa, cromatografia de
intercambio idnico y cromatografia de exclusidn molecular. De forma general, el andlisis de digoxina
se lleva a cabo mediante cromatografia en fase reversa, esta se caracteriza por emplear fases
estacionarias no polares como octadecilsilano (columna Cis) y emplea disolventes polares como
agua en mezcla con disolventes organicos (acetonitrilo, isopropanol, etanol) [30].

Jedlicka et al., plantean una estrategia cromatogrdfica para la determinaciéon de digoxina en
muestras farmacéuticas empleando como fase movil una columna Cis, como fase mévil una mezcla
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de agua:acetonitrilo (72:28), registrando la absorbancia a los 218 nm. La preparacion de la muestra
consiste en diluirla en HCl 0.01 M seguido de una pre-concentracidn en un cartucho Cis empleando
metanol como eluyente. Bajo estas condiciones es posible obtener un intervalo lineal de 60 - 3600
ng mL? con adecuada exactitud en tabletas [31].

1.2.3.1 Derivatizacién

La derivatizacion es un procedimiento comun en cromatografia de liquidos, la cual tiene por objetivo
proveer o incrementar la sefial analitica de un analito, esto adicionando un grupo croméforo o
fluoréforo al analito de interés lo cual le confiere (de forma ideal) altos coeficientes de extincidén
molar. Las reacciones de derivatizacién deben de ser rapidas, con excelentes rendimientos y deben
darse en condiciones sencillas y en cromatografia de liquidos pueden llevarse a cabo en sistemas
pre-y post-columna, aunque en su mayoria se dan en sistemas pre-columna [32].

Los glucésidos cardiacos poseen bajos coeficiente de extincién molar por lo que para obtener
metodologias con mejores parametros analiticos se recomienda sean derivatizados. Estos
compuestos tienen uno o mas grupos hidroxilo (secundarios) en su estructura lo cual puede ser
aprovechado para el diseio de estrategias de derivatizacion [33].

Los cloruros de acilo han sido empleados para afiadir grupos fluoréforos o cromdéforos a una gran
variedad de alcoholes alifaticos, secundarios o fenoles. El cloruro de naftoilo ha sido empleados en
la derivatizacidon de digoxina y su determinacién en HPLC-UV obteniendo limites de deteccion de
hasta 0.25 nmol mL(Figura 5) [34]. También ha sido empleado el 9-fluorenilmetil cloroformiato para
la deteccién de analitos por fluorescencia registrando la seiial de emisién a los 305 nm alcanzando
limites de deteccién de 50 mg kg*[35].
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Figura 5. Reaccidn de derivatizacidn de digoxina empleando cloruro de naftoilo.
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1.2.4 Cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica que ha sido acoplada a HPLC para el analisis de
muestras complejas. La técnica se basa en la ionizacion de moléculas y separacidon de iones de
acuerdo con su relacidon masa/carga. El instrumento consta de tres mddulos los cuales son la fuente
de ionizacion, el analizador de masas y el detector. Esta técnica presenta gran sensibilidad, requiere
una muestra pequefia en comparacion a otras técnicas de deteccion [36].

Yao et al., describe el desarrollo de una metodologia HPLC-MS, la separacidén se lleva a cabo
empleando una columna en fase reversa (Cyg) y acetonitrilo/formiato de amonio 5 mM pH=3.4 como
fase movil. Tras la separacion, las especies se ionizan empleado una fuente de ionizacion a presion
atmosférica, y registrando el idn con m/z=798.6 relacionando a la formacién de un aducto digoxina-
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amonio. La estrategia fue empleada en la determinacion de digoxina en suero de ratas encontrando
limite de deteccion de 0.1 ng mL y recobros en el intervalo de 82.7 a 105.9% [37].

La espectrometria de masas ha sido acoplada a sistemas de cromatografia de liquidos de ultra alta
presién (UHPLC), en este sentido Ballotari et al., desarrollé una estrategia basada en la separacion
de la muestra mediante fase inversa empleando una columna Cis (2.1 x 50 mm, 1.7 mm d.i.) como
fase estacionaria y la separacion en gradiente empleando formiato de amonio 5 mM y acido férmico
0.01% vy acido férmico al 0.1 % en acetonitrilo. Tras la separacidn las especies fueron ionizadas
mediante la técnica de electrospray obteniendo sefiales a diferentes relaciones m/z (798.6, 651.6,
391.1 y 243.3). La estrategia desarrollada es usada para el analisis de digoxina en muestras
sanguineas, obteniendo un intervalo lineal de 0.25 a 50 ng mL™. Los valores obtenidos por la
metodologia fueron comparados con inmunoensayos de laboratorios clinicos, sin embargo, se
observa una discordancia entre valores a lo cual atribuida a un error sistematico [38].

Aunque la cromatografia de liquidos ha tenido una gran relevancia en los ultimos afios debido
principalmente a los limites de deteccién, la mayoria de los laboratorios no cuenta con este equipo
debido a la infraestructura y costo que representa, aunado a que es necesaria una fuente de
electricidad estable y fiable, gases de alta pureza, asi como personal altamente calificado para la
operacioén.

1.2.5 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar comprende un grupo amplio de técnicas analiticas de separacién que se
basa en la separacion de especies quimicas debido a su relacién masa/carga bajo la influencia de un
potencial eléctrico. De forma general, las separaciones se llevan a cabo dentro de un tubo capilar
con dimensiones de didmetro interno en el orden de 10 a 200 um, el cual se llena con solucién de
un electrolito soporte (solucidn amortiguadora) o una mezcla de agentes que favorezcan la
separacion de los analitos. Tras la inyeccién de la muestra a analizar se aplica un potencial eléctrico
a través del capilar lo cual induce 2 fendmenos electrocinéticos, la electroforesis y el flujo
electroosmotico [39]. La electroforesis comprende el transporte de analitos con carga o iones y el
flujo electroosmético hace referencia al flujo del disolvente que permite la movilidad de las especies
neutras en el capilar [40]. El uso de electroforesis capilar en andlisis quimicos cuantitativos se ha
incrementado debido a su gran eficiencia y bajos volumenes de muestra requerido, sin embargo, el
estrecho paso éptico (debido al didmetro interno del capilar) conlleva a obtener bajas sensibilidades
analitica [41].

Debido a que la digoxina carece de carga se han propuesto el uso de surfactantes con el objetivo de
obtener micelas que permitan la migracion del analito en estrategias electroforéticas como la
cromatografia electrocinética micelar para su cuantificacion (MECK, por sus siglas en inglés).
Guijarro-Diez et al., describen una estrategia de andlisis de digoxina y digoxigenina en muestras de
orina basada en el uso de una extraccion de fase sélida empleando polimeros molecularmente
impresos y MECK. En el proceso de separacion se emplea dodecilsulfato de sodio 100 mM como
surfactante en el electrolito soporte (solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 2.5y 5% (v/v)
de acetonitrilo). Tras la inyeccion de la muestra se realiza la separacion en potencial normal a 30 kV,
registrando la sefial analitica a 223 nm. La metodologia presenta LOD de 0.30 mg L%, con una
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recuperacion en el intervalo de 95.4 a 96.5% en muestras dopadas a 8 y 40 ug L respectivamente
[42].

1.2.5.1 Derivatizacién en electroforesis capilar

Al igual que la cromatografia de liquidos, la derivatizacidn se basa en el uso de reactivos quimicos
para proporcionar al analito de interés un grupo croméforo que permita su deteccién mediante una
técnica espectroscépica como UV-Vis o fluorescencia, en electroforesis capilar también puede
conferirle carga al analito para favorecer su separacién. La derivatizacidon se puede llevar a cabo
antes, durante o posterior a la separacidn y su uso depende de los instrumentos disponibles, la
estabilidad del producto obtenido, el volumen y nimero de muestras, los limites de deteccion, etc.
[43].

Cuando la reaccidn de derivatizacién se lleva a cabo previo a la separacion electroforética se
denomina derivatizacién pre-capilar, esta estrategia es la mds empleada en electroforesis y los
componentes de la reaccion se mezclan previo al analisis, en este método diferentes variables como
tiempo y temperatura pueden ser evaluados [44].

La derivatizacidn post-capillar se lleva a cabo en una etapa posterior a la separacién electroforética.
Esta modalidad es empleada principalmente cuando el compuesto derivatizado no es estable. La
mayor desventaja de esta modalidad es el equipo adicional que se requiere como un reactor. En
cuanto a esta modalidad no existen trabajos relacionados a digoxina o glucésidos puesto que su uso
se enfoca mayoritariamente en proteinas o aminoglucésidos, en las que se emplea naftaleno-2,3-
dicarboxaldehido el cual reacciona con aminas primarias lo cual produce un compuesto fluorescente
[45].

La derivatizacién en capilar (InCapD) es un procedimiento en el cual el analito y el agente
derivatizante son inyectados al sistema electroforético por presién hidrodinamica. Dentro del capilar
la derivatizacién se lleva a cabo durante la separacidon debido a la difusién o a diferencias en la
movilidad electroforética de las especies. En comparacidon a una derivatizacién convencional la
derivatizacién en capilar permite un menor gasto de reactivos. La derivatizacidén se puede llevar a
cabo en la modalidad tandem (muestra/derivatizante o derivatizante/muestra) o modalidad
sandwich (derivatizante/muestra/derivatizante) (Figura 6) [46,47].
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Figura 6. Modalidades de inyeccion para derivatizacidn en capilar a) tdndem y b) sandwich

Akamatsu et al., describen el uso de o-ftalaldehido como agente derivatizante y acido 3-
mercaptopropidénico para la determinacién de glucosamina en productos comerciales. En Ia
metodologia la muestra es inyectada y posteriormente la disolucién que contiene el agente
derivatizante. Durante la separacién se forma un aducto entre la glucosamina y agente derivatizante
el cual se detecta a los 340 nm obteniendo limites de deteccién de 1.3 mg g*[48].

En la bibliografia no existen procesos de derivatizacion para digoxina, sin embargo, se han descrito
diferentes agentes derivatizantes entre los que destacan los acidos bordénicos para moléculas que
contienen sistemas 1,2-diol como carbohidratos. Kubo et al., desarrollaron una estrategia para
determinar diferentes carbohidratos como el meso-eritritol, L-(-) arabitol, xilitol, manitol, galactitol,
sorbitol, glucosa, acido N-acetilneuraminico, manosa y fructosa empleando acido isoquinolina-5-
borénico como agente derivatizante. Los productos obtenidos pueden ser detectados tras la
separacion (15 kV) por fluorescencia empleando una longitud de onda de excitacion 273 nm y
registrando la sefal de emision a 347 nm. La metodologia permite obtener limites de deteccién de
hasta 15 puM y el autor describe un potencial uso en muestras biolégicas [49].

1.2.6 Técnicas de preconcentracion en electroforesis capilar

Con el objetivo de incrementar la sensibilidad analitica y la resolucién se han desarrollado diversas
técnicas de preconcentracién de muestra como preconcentracion por volumen de muestra,
preconcentracién por barrido, inyeccion de muestra por campo amplificado (FASS), etc. Las técnicas
de concentracién permiten concentrar la muestra de interés en un espacio estrecho del capilar en
una etapa previa a la separacién y deteccidn, al manipular el potencial eléctrico del medio [50].

1.2.6.1 Preconcentracién por volumen de muestra

La preconcentracidon por volumen de muestra (LVSS por sus siglas en inglés) es una estrategia de
varias etapas que se emplea en electroforesis capilar de zona con el objetivo de mejorar los
parametros analiticos de las metodologias. La técnica consiste en inyectar al capilar un electrolito
soporte mediante presion hidrodindmica, posteriormente se llena el capilar hasta un 90% de su
capacidad con la muestra a analizar (Fig. 7.a), para aplicar voltaje en polaridad inversa (Fig. 7.b),
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dando como resultado la concentracidn de los analitos (Fig. 7. c) y la remocién de interferentes
(cationes o especies neutras), para en la etapa final separar y detectar las especies preconcentradas
en polaridad normal (Fig. 7.d) [51].
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Figura 7. Preconcentracién por volumen de muestra (LVSS).

La combinacidn de estrategias como derivatizacién en capilar y LVSS pueden ser una alternativa que
permita reducir el pretratamiento de la muestra y la obtencién de mejores parametros analiticos.

1.2.7 Nanoparticulas de materiales semiconductores

La nanotecnologia se basa en la investigacion y aplicacion de materiales a escala nanométrica (entre
1y 100 nm) como nanoparticulas metalicas (NPs), oxidos metalicos o nanoparticulas de materiales
semiconductores (quantum dots, QDs), los cuales han demostrado multiples aplicaciones en
diversas areas como la quimica, biologia, medicina, ciencia de los materiales, etcétera [52]. El estudio
de estos nanomateriales incluye desde el disefio, preparacidn, caracterizacion hasta su aplicaciéon y
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validacién en las dreas antes mencionadas. Desarrollos recientes en el disefio y sintesis de
nanomateriales han permitido diversas aplicaciones en ciencias bioanaliticas [52].

Las nanoparticulas de materiales semiconductores son una clase de materiales obtenidos a partir de
materiales atomos del grupo Il y IV (ej. CdSe) o lll y V (ej. InP) con tamafios promedio entre 2 y 10
nm. Estas nanoparticulas exhiben propiedades fluorescentes con caracteristicas dpticas Unicas que
no se observan en los compuestos cuando se encuentran de forma macroscdpica. Estos
nanomateriales exhiben propiedades como gran area superficial, fluorescencia, gran estabilidad
quimica y es posible la modificaciéon de la superficie. La longitud de onda de emisién de las
nanoparticulas es dependiente de su tamaiio, por lo que al incrementar el tamafio se puede ajustar
la longitud de onda de emisién desde la luz ultravioleta (UV) hasta el infrarrojo cercano (NIR). A
diferencia de las moléculas organicas fluorescentes y proteinas fluorescentes, las nanoparticulas
presentan excelentes rendimientos cuanticos (QY, por sus siglas en ingles) que es la relacion entre
los fotones absorbidos y los fotones emitidos, grandes coeficientes de extincion molar, son
altamente luminiscentes y fotoestables, lo que los hace ideales para ser incorporados en sistemas
de deteccion bioanaliticos [53].

Debido a lo anterior, la incorporacidn de nanoparticulas en aplicaciones analiticas se ha
incrementado en la ultima década. En el desarrollo de la metodologia analitica es importante
considerar diferentes variables como las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, asi como
la interaccién que puede existir con el analito. En los ultimos afios, numerosos métodos
espectroscopicos han sido desarrollados para el analisis de analitos inorganicos y orgdnicos de
interés bioldgicos, ambiental, farmacéutico y alimenticio, en el que diferentes interacciones analito-
nanoparticula pueden presentarse, los ejemplos mas claros son transferencia de energia de
resonancia Forster, transferencia de electrén foto-inducida, inmunoensayos, abatimiento por
agregacion e incremento de la sefial de fluorescencia por pasivacién, entre otros [54].

1.2.7.1 Particulas binarias

Se han sintetizado una gran variedad de nanoparticulas de materiales semiconductores, en los que
destacan los compuestos binarios de CdSe, CdTe, ZnSe, CdS asi como InP. Al recubrir el nucleo
sintetizado con capas o una “coraza” de CdS o ZnS se le confiere a la nanoparticula una mayor
fotoluminiscencia, resultado de un mayor confinamiento de los electrones al nucleo [55]. A estas
estructuras se les conoce como nucleo/coraza. A las nanoparticulas sintetizadas generalmente se les
adiciona un agente ligante con la finalidad de estabilizar la dispersién en medio acuoso. Entre los
ligantes mas utilizados se encuentran el acido tioglicélico, acido mercaptopropidnico, la glutationa,
la cisteina, entre otros. Ademas, la funcionalizacion de los ligantes con grupos amino o carboxilicos
les confieren especificidad a analitos de interés (Figura 8) [56].

En el analisis quimico las nanoparticulas binarias son los mayoritariamente empleados, sin embargo
la presencia de metales pesados en su estructura como Cd(ll) o Pb (ll) en nanoparticulas de CdTe,
CdS o PbS, los hacen tdxicos para los humanos y causan contaminacion en el ambiente, por lo que
es necesaria una alternativa con las mismas propiedades espectroscépicas [57].
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Figura 8. Nanoparticulas binarias de CdTe/CdS estabilizadas con acido mercaptopropidnico

1.2.7.2 Particulas ternarias

Una alternativa a las nanoparticulas binarias son las nanoparticulas ternarias, las cuales son
nanomateriales novedosos que han sido empleados en el analisis quimico y fueron introducidas en
la ultima década debido a sus propiedades fisicoquimicas y espectroscépicas similares a las
nanoparticulas de Cd (Il) y Pb(ll). Las nanoparticulas de materiales semiconductores (AgInS,, CulnS;
o AgInSe) estabilizadas con un agente ligante (acido 3-mercaptopropionico, cisteina, glutation)
exhiben fluorescencia cuando se encuentran en dimensiones nanométricas (1-100 nm), estas
estructuras conocidas como nucleos pueden emitir luz en el espectro visible y hasta el infrarrojo
cercano. En ocasiones, a los nucleos se les adiciona una coraza de ZnS con el objetivo de incrementar
su estabilidad fisicoquimica y propiedades fotoluminiscentes (Figura 9) [54, 58].
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Figura 9. Nanoparticulas ternarias de AgInS,/ZnS estabilizadas con acido 3- mercaptopropionico.
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En la literatura no existen trabajos en las que se empleen estos materiales para la deteccién de
digoxina, sin embargo, Joshi et al. (2023), emplean nanoparticulas fluorescentes de Oxido de
molibdeno funcionalizadas con sero-albumina bovina. La deteccién de digoxina se basa en el
abatimiento de la sefial de fluorescencia a los 406 nm debido a la agregacidn de las nanoparticulas.
La metodologia fue empleada en el analisis de muestras farmacéuticas y bioldgicas obteniendo un
intervalo lineal de trabajo de 1-25 uM [59].
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1.2.7.3 Uso de nanoparticulas en la deteccion de carbohidratos
El uso de nanoparticulas binarias y ternarias en el andlisis de carbohidratos se ha descrito bajo
diferentes mecanismos de analisis.

Chen et al., describen la deteccion de acido N-acetilneuraminico empleando nanoparticulas
nucleo/coraza de CdSe/ZnS. La estrategia se basa en un mecanismo de transferencia de electrén por
resonancia Forster (FRET) de abatimiento de la sefial de emisién de las nanoparticulas por el
compuesto Black Hole Quencher-2, tras la adicién del analito se recupera la fluorescencia original
de las nanoparticulas. La metodologia espectrofluorimétrica permite obtener un limite de
cuantificacion en el orden de pM [60].

La funcionalizaciéon de nanoparticulas ternarias es una alternativa que ofrece cierta selectividad, Liu
et al describe la funcionalizacién de nanoparticulas de CulnS; con acido 3-amino-bencenborénico
para la deteccién de glucosa. Las nanoparticulas presentan fluorescencia a los 742 nm que al estar
funcionalizados con el acido bordnico estos se complejan con la glucosa al tener un sistema 1,2-diol
lo que produce un abatiendo la sefial de fluorescencia. La metodologia fue empleada para el analisis
de glucosa en suero sanguineo obteniendo limites de detecciéon de 5 uM [61].

Con base en lo anterior se plantea el desarrollo de metodologias espectrofluorimétricas disefiadas
para el analisis de digoxina mediante el uso de nanoparticulas de materiales semiconductores
empleando nanoparticulas de AgInS,/ZnS, basado en la interaccidn nanoparticulas-analito.
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Objetivos

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Desarrollar y validar metodologias analiticas para determinar digoxina en muestras complejas.

2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar las condiciones de separacién en CZE con deteccién UV del complejo boronato-
digoxina y validar las metodologias de andlisis de digoxina siguiendo el protocolo establecido
por la IUPAC.

2. Sintetizar, caracterizar y evaluar nanoparticulas ternarias de AgInS,/ZnS en el desarrollo de
estrategias de analisis espectrofluorimétricas en sistemas estandar.

3. Disefar y validar una metodologia analitica para la determinacidn de digoxina en muestras
farmacéuticas y bioldgicas empleando nanoparticulas de AgInS,/ZnS funcionalizadas con
acido 4-aminofenilbordnico.
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Desarrollo de metodologias electroforéticas en el andlisis de digoxina

3. Desarrollo de metodologias electroforéticas en el andlisis de digoxina.

3.1 Antecedentes

El uso de agentes derivatizantes en electroforesis capilar es comun en el andlisis de carbohidratos
en las que destaca el uso de compuestos fluoréforos como el 4cido 8-aminopireno-1,3,6-trisulfénico,
el cual permite obtener una amina tras una reaccién de aminacion reductiva con el carbohidrato
mediada por cianoborohidruro de sodio como agente reductor (Figura 10). Sin embargo, el uso de
este tipo en de estrategias de derivatizacion conlleva a multiples desventajas como el uso de agentes
corrosivos y téxicos, por lo que es necesario el desarrollo de técnicas analiticas que permitan la
derivatizacién de carbohidratos en condiciones de reaccién menos drasticas.
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Figura 10. Aminacidn reductiva entre carbohidratos y acido 8-aminopireno-1,3,6-trisulfénico
empleando cianoborohidruro de sodio como agente reductor [62].

Una alternativa de derivatizacion es la sintesis de boronatos empleando acidos bordnicos, los cuales
son compuestos organicos que han sido empleados en el desarrollo de estrategias de analisis de
azucares y de moléculas con sistemas 1,2-cis y 1,3-cis diol en medio acuoso. Cuando el valor de pH
del medio es > 10.0, predomina el anidn boronato y es capaz de formar complejos con moléculas
que contienen un grupo cis,1-2, diol, observandose cambios en la carga y las propiedades
espectroscopicas del analito permitiendo su incorporacién en sistemas de separacién como
electroforesis capilar (Fig. 11) [63].

2
HO_  OH HO R HO R
1 \ - + B — e 1 _/
R—B, «~—— R—B + 2H,0
\OH \
o) 3
HO R’ R

Figura 11. Reaccién de condensacién entre el ion boronato y un diol.

Los complejos boronato-carbohidrato al presentar carga y adecuados valores de coeficientes de
extincién molar pueden ser separados mediante electroforesis capilar en muestras complejas y
pueden ser detectados en el espectro UV. Existen pocas metodologias en la que se integran esta
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reaccion en sistemas de electroforesis capilar. Lii et.al. emplearon electroforesis capilar de zona para
determinar constantes de afinidad entre diferentes acidos bordnicos (acido fenilbordnico, acido 3-
carboxifenilborénico y acido butilbordnico) y azucares, nucledsidos y glicoproteinas, encontrando
valores de constantes de afinidad mayores conforme se incrementa el valor de pH en los sistemas
evaluados [64]. En el presente capitulo se propone el uso del acido 2-naftilbordnico (2-NBA) y acido
o-tolilborénico (0-TBA) como agentes derivatizantes de digoxina (Figura 12. a y b) y su separacién
por electroforesis capilar en diferentes modalidades en matrices farmacéuticas y bioldgicas.

a) O|H b) C|)H
B B
SOoH OH
CHs

Figura 12. Estructura de a) acido 2-naftilborénico y b) acido o-tolilborénico

3.2 Parte experimental

3.2.1 Reactivos y equipos.

Las disoluciones empleadas se prepararon usando agua con resistividad no menor a 18.0 MQ cm,
obtenida de un sistema Milli-Q academic (Millipore, Bedford, MA, USA), los estandares de digoxina
asi como las muestras farmacéuticas se prepararon en metanol grado HPLC. El electrolito de trabajo
se preparé a partir de fosfato de sodio dibasico trihidratado (Sigma Aldrich). El acido 2-
naftilborénico, acido o-tolilbordnico, p-nitrofenol (estandar interno), 2-propanol fueron adquiridos
de Merck. El hidroxido de potasio y acetato de amonio fueron adquiridos de J.T. Baker. El
diclorometano fue adquirido de disolventes TEDIA (Fairfield, OH, USA). Los cartuchos de extraccidn
en fase sélida empelado fueron marca Waters (Oasis HLB, 3 cc; 60 mg).

Los espectros de resonancia magnética nuclear de !B se obtienen en un espectrémetro Brucker 400
MHz (Madison, WI, USA) y los datos obtenidos fueron analizados empleando el software
MestReNova (Versién . 6.0.2-5475, Mestrelab Research). Los experimentos electroforéticos fueron
realizados en un equipo Beckman Coulter PA 800 plus (Fullerton, CA, USA) empleando un detector
de arreglo de diodos. Los electroferogramas obtenidos fueron analizados empleando el software 32
Karat.

3.2.2 RMN B de sistemas boronato-digoxina

Las interacciones entre 2-NBA y o-TBA fueron evaluadas mediante !B RMN. Los acidos bordnicos 2-
NBA y o-TBA (2mg) fueron disueltos en 0.8 mL de NaOH 0.1 M preparado en agua deuterada y la
solucion fue colocada en tubos de RMN. Tras la obtenciéon de los espectros individuales, se
adicionaron 8 mg de digoxina en los tubos para su analisis.
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3.2.3 Preparacién de muestras farmacéuticas y bioldgicas

Tres muestras farmacéuticas comerciales en forma de tableta fueron seleccionadas para el analisis
de contenido de digoxina empleando las metodologias desarrollas. Las tabletas (0.12 g) fueron
pulverizadas empleado un mortero con pistilo, posteriormente fueron pesadas y colocadas en tubos
de centrifuga (15 mL). Posteriormente se afiadié 10 mL de metanol para la extraccidon de digoxina,
los tubos fueron agitados mecanicamente por 10 minutos y la solucién se hizo pasar a través de un
filtro Whatman 1442-042 (tamaino de poro: 2.5 um). El metanol fue evaporado y la digoxina fue
reconstituida en 10 mL de agua. 0.8 mL de muestra fue mezclada con p-nitrofenol (40 uM) y agua
aforando a un volumen final de 2.0 mL para el analisis electroforético.

Las muestras de suero sanguineo son pretratadas de acuerdo con lo descrito por Lu et al., con ligeras
modificaciones: 1.0 mL de suero sanguineo fue dopado con digoxina (2, 3 y 4 uM) y diluido con 3.5
mL de agua y 0.5 mL de acetato de amonio (2.0 M, pH=9.5), las muestras fueron agitadas
mecanicamente por 10 minutos y posteriormente centrifugadas a 2500 rpm por 20 minutos.
Posteriormente las muestras se trataron mediante extraccion en fase sélida empleado la siguiente
metodologia: en una primera etapa los cartuchos se acondicionaron haciendo pasar metanol (2 mL)
seguido de agua desionizada (2 mL) y posteriormente acetato de amonio (4 mL, 0.1 M, pH=9.5). A
continuacién, se hizo pasar la muestra (diluida y centrifugada) donde la digoxina fue retenida en la
fase sélida. Con la finalidad de eliminar posibles interferentes que se quedaron en la fase liquida
remanente, se llevd a cabo un lavado haciendo pasar a través del cartucho 2 mL de una disolucion
de acetato de amonio (0.1 M, pH=9.5). La elucién de la digoxina se realizé haciendo pasar 3 mL de
diclorometano:2-propanol (95:5). La fase liquida (con el analito disuelto) fue evapora a sequedad y
el residuo sélido fue reconstituido en 1.0 mL de una disoluciéon acuosa de p-nitrofenol (40 uM),
filtrado empleando una membrara de 0.45 um y reservado para el andlisis mediante electroforesis
capilar.

3.2.4 Analisis de boronatos en sistemas de electroforesis capilar

En el desarrollo de una metodologia de separacién por electroforesis capilar es de importancia
evaluar las diferentes variables que existen en la separacién para definir en cuales se obtienen
mejores parametros como resolucién, tiempo de separacidn, sensibilidad y precisidon. Las
condiciones analisis deben seleccionarse de forma que permitan una deteccidon estable y sencilla del
analito.

El presente trabajo propone dos estrategias de analisis, en primera instancia se plantea la separacién
de boronatos mediante electroforesis capilar de zona, para ello se evalia la composicién del
electrolito de trabajo y su efecto en la separacion, los componentes evaluados fueron: 1) los
componentes de del electrolito de trabajo (fosfatos y glicina) con la finalidad de que permitan
mantener el valor de pH y proporcione la conductividad requerida, 2) el pH de trabajo debido que
la forma quimica (y la carga) de los analitos puede modificarse, 3) el uso de disolventes organicos
y/o surfactantes que permitan modificar la viscosidad del medio y 4) seleccién del estandar interno
que permita la correcta cuantificacién del analito. Las mejores condiciones de analisis de
derivatizacién pre-capilar fueron: disolucidn estandar que consta de una mezcla de 2-NBA o o-TBA
(0.5 mM), digoxina (0 pM- 96 mM) y p-nitrofenol (150 uM). El electrolito de trabajo estd compuesto
de fosfatos (pH = 12.0, 30 mM), la muestra es inyectada al capilar por presidn positiva (0.5 psi, 5
segundos) para posteriormente realizar la separacidn en polaridad positiva aplicando un voltaje de
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14 kV durante 5 minutos. La sefial analitica se registra empleado como detector el arreglo de diodos
alos 225 nm.

La segunda estrategia se basa en disefio de una metodologia de derivatizacién en capilar empleando
preconcentracién por volumen de muestra en electroforesis capilar de zona con deteccién UV
(InCapD-LVSS-CZE-UV), una vez establecidas las condiciones de separacion se evalta el uso de una
derivatizacién y preconcentracion en linea, para ello se lleva a cabo la inyeccién hidrodindmica de la
muestra que contiene el analito de carga neutra y posteriormente del derivatizante a pH basico con
el objetivo de que el complejo de boronatos se encuentre en su forma anidnica. Tras la aplicacion
de voltaje en polaridad negativa, la digoxina tendrd una mayor movilidad hacia el catodo lo que
permite su movilidad a través del agente derivatizante propiciando la formaciéon del complejo
boronato-digoxinay su preconcentracion al inicio del capilar (InCapD-LVSS-CZE-UV) para su posterior
separacion y analisis.

Las condiciones de analisis propuestas para el sistema combinado son: inyeccién hidrodindmica (20
psi, 30 segundos) una solucién que contiene digoxina (0 - 50 uM), p-nitrofenol (65 uM) y solucién de
fosfatos (3 mM, pH=12.0), a continuacién, se introduce la disolucion de derivatizante (2-NBA u o-
TBA, 0.3 mM). Una vez contenidas ambas disoluciones en el capilar, se aplica un potencial de 8 kV
(polaridad negativa) durante 51 segundos, produciéndose una preconcentracion y derivatizacion en
modalidad tdndem (muestra/derivatizante). En la etapa final se lleva a cabo la separacién en
polaridad positiva (14 kV, 5 minutos), registrando la sefial a una longitud de onde de 225 nm (Figura
13).
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Figura 13. Etapas de analisis de digoxina mediante InCapD-LVSS-CZE-UV
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3.3 Resultados y discusion

3.1.1 Espectros de B RMN de sistemas boronato-digoxina

En la Figura 14.a se presenta el espectro 'B-RMN del anién boronato correspondiente a 2-NBA en
pH basico, en la cual se observa una sefial a 2.97 ppm indicativo de la presencia de especie
tetraédrica. Tras la adicidon equimolar de digoxina la sefial de boro se desplaza a frecuencias mayores
(5.38 ppm) para 2-NBA. Asimismo, se observa un comportamiento analogo en o-TBA (Fig. 14.b) la
sefial de boro se desplaza de 2.98 ppm a 5.21 ppm tras la adicién de digoxina. Valenzuela et. al,
describen que los 4cidos borénicos presentan una hibridacion sp? cuya reactividad hacia los dioles
es baja, sin embargo, cuando se encuentran como boronatos, en forma tetraédrica, la interaccién
hacia los dioles se ve favorecida [65].
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Figura 14. 1B RMN de boronatos a)2-NBA, b)o-TBA

La formaciéon de complejos boronato-diol produce un desplazamiento de la sefial analitica a
frecuencias mayores, Martinez-Aguirre et al., describe el desplazamiento de la sefial de boro del
acido 2-fluorofenil borénico (1.57 ppm) a frecuencias mayores (5.88 ppm) tras la formacion del
complejo con pinanediol. En este sentido, los espectros de !B RMN sugieren la formacion de los
complejos de digoxina con 2-NBA y o-TBA [66].

3.3.2 Evaluacion de condiciones de separacion del sistema boronato-digoxina pre-capilar

Como se ha mencionado previamente, es posible la formacion del complejo boronato-diol mediante
la reaccion entre un acido borénico y compuestos con sistemas 1,2-cis-diol a pH>10.0, por lo que se
propone el uso de 2-NBA y o-TBA como agentes de derivatizacidn de digoxina y la separacién de las
diferentes especies involucradas por electroforesis capilar de zona (Fig. 15) [67].
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Figura 15. Equilibrio acido-base y reacciones de derivatizacidon propuestas de a) 2-NBA-digoxina y
b) o-TBA-digoxina

El pardmetro inicial para evaluar fue el pH, debido a que de acuerdo con la literatura es relevante
para la formacidn de la especie anidnica del acido bordnico y la que permite la formacién del
complejo boronato-digoxina [65]. En la Figura 16 se presentan los electroferogramas del complejo y
el 2-NBA. A pH de 9.0 y 10.0 se observa que existen dos sefiales tras un minuto de separacion, sin
embargo, no se obtiene una buena resolucion. En el pH=11.0 solo se observa una pequefia seial a
los 1.4 minutos y una sefial a los 2.1 minutos atribuidos al complejo y derivatizante,
respectivamente. En el pH=12.0 se observan 2 sefales a los 1.6 y 2.3 minutos, atribuidos al complejo
y al boronato respectivamente. Brooks et al. describen que las constantes de formacién del complejo
incrementan con el valor de a pH lo que se observa en el incremento de la primera sefial, por lo que
se elige la solucién amortiguadora de fosfatos 30 mM, pH=12.0 para llevar a cabo los andlisis
posteriores [68].

24



Resultados y discusion

OH
Ho_ [

B\
Complejo oH
I =10 mUA A‘

;_\ d) pH=12.0
Ho\g,i
Complejo - "
\ ¢) pH=11.0
Complej ”O\ESOH
omr ejo _ l l >
b) pH=10.0

o]
//L{ ” a) pH=9.0
1 2 3 4 5

Tiempo (min)

Figura 16. Electroferogramas de boronato y complejo a pH=a) 9.0, b) 10.0, c) 11.0 y d) 12.0.

Tras evaluar el pH se llevé a cabo la seleccidon de un estdndar interno. En la Figura 17, se muestran
los electroferogramas del boronato formado pH=12.0 en presencia de los estandares evaluados:
acido cafeico (a), acido galico (b) y p-nitrofenol (c). En los tres electroferogramas se observan 2
sefiales tras los dos minutos de andlisis, correspondientes al boronato y al estandar evaluado. De los
estandares evaluados se elige el uso de p-nitrofenol debido a que se observa una mayor resolucion
en comparacioén al acido cafeico y al acido galico.

25



Resultados y discusion

Complejo o—n*

I =10 mUA i —
pe /|

Complejo Ho " 0ot

o |-k
~N N\ oA,

Tiempo (min)

Figura 17. Electroferogramas de acido bordnico y de estandar interno a) acido cafeico, b) acido
galico y c) p-nitrofenol.

Tras la seleccidn del estdndar interno se evaluaron diferentes estrategias de separacion. En la Figura
18, se muestran los electroferogramas de las condiciones evaluadas a) solucién amortiguadora de
fosfatos 30 mM pH=12.0, b) a + metanol 3%, c) a+ isopropanol, d) a+ acetonitrilo y ) a+ SDS 5 mM.
Se observa que cuando se ocupan co-solventes (b, c y d) los tiempos de migracién de las especies
incrementan en comparacién con a, siendo el metanol el cosolvente que permite incrementar los
tiempos de analisis y de esta forma obtener mejor resolucién [69]. En el electroferograma se
observan 3 sefiales asociadas al analito derivatizado (1.5 min), derivatizante (2.6 min) y estandar
interno (2.8 min.), sin embargo, se observa una disminucidon en la sefial analitica del agente
derivatizante y del complejo.

26



Resultados y discusion

C‘JH

HO__|_

Bl
OH

N

i
o

<«

Complejo B\OH
VS

OH
o'\N‘Q/

— |/

B J

/S
Complejo HO\E’EOH o’\N+/©/ )
} —
d -
/S N\ —

Complejo

OH
o’\N+/©/

— |/

o}

S —
Complejo B\OH ] /©/DH
! \ ’o\jr
m T T
2 3

Tiempo (min)

4

Figura 18. Electroferogramas de complejo boronato-digoxina, boronato y estandar interno en
diferentes estrategias de separacidn a) soluciéon amortiguadora fosfatos 30 mM pH=12, b) a +
metanol 3%, c) a+ isopropanol, d) a+ acetonitrilo y €) a+ SDS 5 mM

En la Figura 18.b, 18.c y 18.d se puede observar que la sefial del complejo boronato-digoxina
disminuye en comparacion a la Figura 18.a. La evidencia sugiere que, en el caso de los alcoholes, el
boronato puede formar complejos con el metanol e isopropanol dando lugar a una serie de
equilibrios competitivos, que afecta la formacion del complejo boronato-digoxina (Fig.19):
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Figural9. Reaccién de condensacion entre un grupo boronato y alcoholes.

En el electroferograma 18.e, se observa un cambio en la movilidad electroforética de los
componentes obteniendo una sefial del complejo a los 2.2 minutos, sin embargo, no existe una
mejoria cuando se emplea SDS, por lo que se optd por continuar los experimentos subsecuentes sin
el uso de co-solventes o surfactantes [70].

Tras la seleccidn de la composicion del electrolito de trabajo (solucién amortiguadora de fosfatos
pH=12.0, 30 mM) se llevd a cabo la derivatizacién de la digoxina empleando 2-NBA y o-TBA vy la
separacion de las diferentes especies involucradas por electroforesis capilar de zona.

En la Figura 20 se muestran los electroferogramas obtenidos del andlisis de 2-NBA (Fig. 20.a) y o-TBA
(Fig.20.b) en presencia de diferentes concentraciones de digoxina.

En la Figura 20.a. se observan 3 sefiales que corresponden a el complejo boronato-digoxina (1.5
min), el exceso de derivatizante (2.6 min) y el estandar interno (3.0 min). Asimismo, se observa el
incremento de la primera sefal a mayores concentraciones de digoxina. De manera analoga cuando
se emplea el o-TBA como derivatizante (Fig. 20.b) se observan 3 sefales correspondientes al
complejo boronato-digoxina (1.8 min), derivatizante (2.8) y estandar interno (3.1 min).

En los electroferogramas se observa que el complejo 2-NBA-digoxina y el boronato de 2-NBA
presentan menores tiempos de migracidon en comparacion al a sus analogos de o-TBA, debido a que
a mayor tamafio del anidn el tiempo de migracién se reduce. Lu et al., describen la separacién de
los complejos acido butilbordnico-citidina y acido butilborénico-inosina, obteniendo tiempos de
migracion menores en el primer complejo por tener menor tamafo [64]. La seial analitica del
complejo con 2-NBA presenta un ligero incremento en comparacion al o-TBA debido a que el
coeficiente de extincién molar del grupo naftil es mayor al del o-tolil.
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Figura 20. Electroferogramas de complejos de boronatos-digoxina de a)2-NBA y b)o-TBA en
presencia de digoxina a diferentes concentraciones donde i) complejo boronato-digoxina, ii) anién
boronato y c)estandar interno.

3.3.3 Evaluacién de condiciones de separacion del sistema InCapD-LVSS-CZE-UV

El desarrollo de una metodologia de preconcentracion (LVSS) y derivatizacion en electroforesis
capilar requiere que algunos parametros del sistema sean evaluados previamente. Uno de los
pardmetros seleccionados relacionado con la derivatizacion es la relacién de los tiempos de
inyeccion de la muestra y del acido borénico en una derivatizacion muestra/derivatizante.
Conociendo que el capilar se llena a un 90% de su capacidad en 60 segundos empleando presion
hidrodinamica a 20 psi, una relacién de 1 implica que 30 segundos se emplearon en la inyeccién de
la muestra y 30 segundos se emplearon en la inyeccidon de derivatizante. Los otros parametros
seleccionados relacionados con la preconcentracidn son el voltaje de preconcentracién y el tiempo
de preconcentracion.

Con el objetivo de llevar a cabo un analisis completo, se plantea el uso de un disefio Box Behnken
para la evaluacion de las variables seleccionadas en la derivatizacién y preconcentraciéon en
electroforesis capilar de zona. La variable de salida seleccionada fue el factor de preconcentracién,
el cual fue estimado como la relacién de areas de las sefiales de digoxina obtenidas empleando y sin
emplear la técnica de preconcentracidon. Al emplear el disefio Box Benhken es posible evaluar
diferentes modelos matematicos y determinar cual se ajusta mas al sistema, asimismo es posible
obtener superficies de respuesta que permiten describir y optimizar el sistema.

Los niveles seleccionados para ser optimizados de cada una de las variables de control se presentan
en la Tabla 3. El disefio Box Behnken para 3 variables involucra la realizacion de 15 experimentos. La
matriz de disefio que resulta se muestra en la Tabla 3. Bajo cada una de las condiciones establecidas
se analiza una muestra de digoxina 20 uM.
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Tabla 3. Niveles de significancia de variables, matriz de disefo y respuestas del disefio Box

Behnken.
Experimento Relaciéon de tiempo Tiempo de Voltaje de Factor de Factor de
(muestra/derivatizante)  concentracidon preconcentracién preconcentracién preconcentracién
(s) (-kv) (2-NBA) (o-TBA)
1 1.5(+1) 60(+1) 8(0) 0.61 2.20
2 1(0) 40(-1) 7(-1) 1.02 0.54
3 0.5(-1) 50(0) 9(+1) 2.31 2.83
4 1.5(+1) 50(0) 7(-1) 2.02 1.75
5 0.5(-1) 40(-1) 8(0) 1.24 1.43
6 0.5(-1) 50(0) 7(-1) 1.57 1.53
7 1(0) 40(-1) 9(+1) 0.00 1.43
8 1(0) 60(+1) 7(-1) 1.62 3.07
9 1.5(+1) 40(-1) 8(0) 1.05 0.95
10 0.5(-1) 60(+1) 8(0) 1.74 1.78
11 1.5(+1) 50(0) 9(+1) 2.39 2.70
12 1(0) 60(+1) 9(+1) 1.12 0.88
13 1(0) 50(0) 8(0) 3.16 2.31
14 1(0) 50(0) 8(0) 3.16 3.03
15 1(0) 50(0) 8(0) 3.08 3.00

Las fuentes que contribuyen a la varianza del sistema incluyen la regresidn y el error residual. La
regresion incluye el uso de los modelos lineal, cuadrados e interacciones. La Tabla 4 muestra los
resultados obtenidos de las sumas de cuadrados, encontrandose que:

e Para el sistema que emplea 2-NBA la combinacidn de los modelos lineal + cuadratico explica
el 84.45% de la varianza, y se ajusta a la siguiente ecuacion:

R =3.133 - 0.099 Re + 0.223V — 0.051 t — 0.420 Re® — 1.553 V2 — 0.640 t*

e Cuando de utiliza o-TBA se observa que el modelo completo (modelo lineal, cuadrados e
interacciones) explica el 80.66% del sistema por lo que se elige como el mas adecuado para
la descripcion del sistema, y se ajusta a la siguiente ecuacion:

R =2.780 + 0.004 Re + 0.448V + 0.119 t — 0.234 Re? — 0.956 V? — 0.344 t*
+ 0.225Re*xV — 0.087 Rext —0.770V = t

Siendo R: Respuesta (factor de preconcentracion), Re: Relacion de tiempo muestra/derivatizante, V:
Voltaje de preconcentracidn y t: Tiempo de preconcentracion.
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Tabla 4. Andlisis de varianza de los resultados obtenidos de los disefios de experimentos

2-NBA o-TBA
Fuente Varianza Porcentaje de Varianza Porcentaje de
varianza (%) varianza (%)
Lineal 0.4951 3.92 1.71498 17.20
Cuadrado 10.1720 80.53 3.72157 37.33
Interacciones NA NA 2.60472 26.13
Error puro 0.0043 0.04 0.33180 3.33

El analisis de la varianza de los resultados muestra de forma adicional la contribucion de cada factor,
cuadrado del factor e interaccidn en la respuesta (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de contribucién de factores evaluados.

Factor Porcentaje de contribucion en  Porcentaje de contribucion en
sistema con 2-NBA sistema con o-TBA

Re 0.68 0.00
v 3.42 19.22
0.18 1.35
Re? 5.64 2.42
V2 76.99 40.51
t? 13.09 5.23
Re*V NA 2.43
Re*t NA 0.38
V*t NA 28.46

NA=No aplica, Se resaltan los factores que presentan mayor contribucién.

Se observa que los factores que incluyen el voltaje de preconcentracidon presentan mayor
contribucion en el sistema, lo cual se le atribuye a que de este factor depende principalmente la
derivatizacion del analito y la preconcentracion de las especies [71]. En las Figuras 21 y 22 se
presentan las superficies de respuesta correspondientes a los sistemas con 2-NBA y o-TBA
respectivamente.
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a) b)

Figura 21. Superficies de respuestas del disefio empleando 2-NBA a) Relacion de tiempos
vs Tiempo (s), b) Relacién de tiempos vs voltaje de preconcentracion (-kV) y c) Tiempo (s)
vs voltaje de preconcentracion (-kV).
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a) b)
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Figura 22. Superficies de respuestas del disefio empleando o-TBA a) Relacion de tiempos
vs Tiempo (s), b) Relacién de tiempos vs voltaje de preconcentracién (-kV) y c)Tiempo (s)
vs voltaje de preconcentracion (-kV).

A partir de las ecuaciones de superficies de respuesta se obtienen los parametros dptimos para el
analisis de digoxina por electroforesis capilar para 2-NBA los cuales son: relacién de tiempo muestra-
derivatizante: 0.9 (tiempo de muestra: 28 segundos, tiempo de derivatizante: 32 segundos), tiempo
de voltaje: 51 s y voltaje -8.0 kV. Para o-TBA las condiciones éptimas son relacién de tiempos: 1.1
(tiempo de muestra: 32 segundos, tiempo de derivatizante:28 segundos), tiempo de voltaje: 53
segundos y voltaje de preconcentracion: -7.8 kV.

En la Figura 23 se muestran los electroferogramas obtenidos mediante la técnica de derivatizacion
en capilar y LVSS empleando 2-NBA (Fig. 23. a) y o-TBA (Fig. 23. b). El orden de elucién es
consecuencia del procedimiento disefiado:

e Primero se inyecta la digoxina (especie neutra) y posteriormente el boronato (especie
anidnica).

e Se aplica un potencial de separacion en polaridad inversa, donde fluirdn hacia el catodo las
especies neutras, seguidas de los aniones, permitiendo la formacién del complejo boronato-

digoxina y la acumulacion al inicio del capilar del complejo, boronato en exceso y el estandar
interno.

33



Resultados y discusion

e La separacién de las especies en polaridad normal donde se separan de acuerdo con su
tamafio, observandose la siguiente tendencia en el tiempo de migracidn:
complejo<boronato<estandar interno.
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Figura 23. Electroferogramas de complejos boronato-digoxina empleando a) 2-NBA y b) o-TBA en
un sistema InCapD-LVSS-CZE-UV.

Tras la separacion en polaridad normal y deteccidn se observa en los electroferogramas obtenidos
que las metodologias InCapD-LVSS-CZE-UV muestran el mismo perfil comparado con la estrategia de
CZE. Cabe destacar que la derivatizacidn y preconcentracion en linea de complejos boronato-diol
por electroforesis capilar no ha sido abordada extensamente en la bibliografia. De forma adicional
la diferencia en la movilidad electroforética de los complejos formados le proporciona selectividad
ala metodologia de andlisis, finalmente la derivatizacién en capilar permite una menor manipulacién
de la muestra lo cual reduce el error sistematico, lo cual puede permitir su uso en el analisis de
muestras complejas [72].

3.3.4 Validacién analitica de metodologias propuestas

Los parametros de desempefio analitico de las metodologias propuestas fueron obtenidos en un
intervalo de concentracién de digoxina 0 a 96 uM. Para ello se grafica la relacidon de areas del
complejo boronato-digoxina y el estandar interno contra la relacién de concentracién de digoxina y
estandar interno. Los parametros obtenidos son la sensibilidad analitica, intervalo lineal de trabajo
(uM), LOD y LOQ (uM) (Tabla 6).
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En la Tabla 6 se observa un incremento en la sensibilidad analitica y en los limites de deteccién
cuando se emplea la técnica de derivatizacién en linea y preconcentracién. La precision intermedia
de las metodologias se determina en términos de repetitividad y reproducibilidad y se expresa como
desviacion estandar relativa (% RSD) de tres determinaciones realizadas el mismo dia y tres
determinaciones en dias diferentes respectivamente. Para ello se emplean estandares de digoxina
19.2 uM y 32.0 uM en las metodologias desarrolladas. Tanto repetitividad y reproducibilidad
presentan valores de %RSD menores al 5% para todas las soluciones estandar indicando una
precisidon adecuada. Asimismo, se observa una mejora en la repetitividad y reproducibilidad en las
metodologias InCapD-LVSS-UV atribuido principalmente a que existe una menor manipulacion por
parte del analista.

Tabla 6. Parametros de la regresién lineal y precisidon intermedia de las metodologias evaluadas.

Parametro CZE-2-NBA InCapD-LVSS- CZE-o-TBA InCapD-LVSS-
CZE-2NBA CZE-o-TBA
Intervalo lineal 8.4-96.0 1.2-50.0 11.7-96.0 5.4-50.0
(M)
Limite de 2.8 0.4 3.9 1.80
deteccion (uUM)
Limite de 8.4 1.2 11.7 5.40
cuantificacion
(UM)
Sensibilidad 0.18+£0.04 0.44 +£0.01 0.17 0.35+0.03
(LU.A. L umolty
L umol?)
Repetitividad
(%DER, n=3)
19.2 uMm 4.2 2.6 3.9 3.10
32.0uM 4.6 2.3 4.4 2.80

Reproducibilidad
(%DER, n=3)
19.2 uM 4.9 3.1 4.4 2.60
32.0 uM 5.0 34 4.6 3.30

3.3.5 Exactitud y analisis de muestras
Los métodos propuestos fueron empleados para determinar la concentracion de digoxina en tres
muestras farmacéuticas. Un electroferograma obtenido de las muestras farmacéuticas se muestra
en la Figura 24, observandose las sefiales caracteristicas del complejo boronato-digoxina (min. 1.5),
el agente derivatizante en exceso (2.4 min), el estandar interno (3.2 min), ademas de diferentes
interferentes a los 2.7 y 3.3 minutos.
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Figura 24. Electroferograma de muestra farmacéutica empleando un sistema InCapD-LVSS-CZE-UV
empleando 2-NBA como derivatizante.

Con el objetivo de evaluar la exactitud se realizé el analisis de las muestras por triplicado, la Tabla 7
muestra la media de los resultados obtenidos (n=3) para cada metodologia propuesta y de la
metodologia oficial propuesta por la farmacopea de los estados unidos (HPLC-UV). Se incluye el
%RSD entre muestras, observandose que en las metodologias aplicadas presenta valores menores
al 5%. La exactitud se determiné mediante el analisis de varianza (ANOVA) comparando las medias
de los valores obtenidos por cada metodologia.

Tabla 7. Concentraciéon de digoxina en muestras farmacéuticas (%RDS, n=3).

Metodologia
Muestra CZE-2-NBA InCapD-LVSS- CZE-0-TBA InCapD-LVSS- HPLC-UV Fcalc
CZE-2-NBA CZE-o-TBA
(LM, %DER y (1M, %DER y (WM, %DER y
tableta’) (RM, %DER y tableta?) (kM, %DER y tableta?)
He ug tableta?) He ug tableta?) He
1 31.89 (2.72) | 31.58 (3.01) | 31.59 (3.25) | 31.75 (1.54) | 31.69 (2.05) | 0.08
249.06 246.59 246.67 247.99 247.46
2 31.59 (2.35) | 31.32 (3.50) | 31.59 (3.31) | 31.65 (1.86) | 31.42 (0.60) | 0.09
246.67 244.56 246.70 247.15 245.43
3 31.16 (1.24) | 31.51 (3.62) | 31.22 (3.27) | 31.29 (2.62) | 31.21 (1.70) | 0.08
243.38 246.09 243.82 243.76 243.76
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El andlisis de varianza indica que no existe diferencia significativa entre las concentraciones de
digoxina encontradas empleando las diferentes metodologias desarrollas y la metodologia HPLC-UV,
puesto que el valor de F calculado para las diferentes muestras es menor al valor critico (Fs10 = 3.48)
a un nivel de confianza del 95%, por lo tanto, las metodologias electroforéticas propuestas son
aplicables a este tipo de analisis.

Las diferencias en las concentraciones obtenidas por las metodologias propuestas se representan
empleando graficos de caja y bigote. La Figura 25 muestra los graficos obtenidos para la muestra 3,
encontrandose que los valores obtenidos son similares en las metodologias empleadas.

CZE-2NBA InCapD-LVSS-CZE-2NBA CZE-0TBA InCapD-LVSS-CZE-0TBA  HPLC-UV

33.0

325

31.5-

31.0-

Concentracién de digoxina (uM)

30.5

30.0 -

Figura 25. Grafico de cajas de concentracion de digoxina en muestra farmacéutica empleando las
metodologias propuestas.

Adicionalmente, la metodologia InCapD-LVSS-CZE-UV-2-NBA fue empleada para el analisis de
digoxina en muestras de suero sanguineo al presentar los mejores parametros analiticos (Tabla 6).
El electroferograma se presenta en la Figura 26, en la que se observa la formacién del complejo
boronato-digoxina a los 1.7 minutos adicionalmente se observa una seial a los 2.1 minutos la cual
se atribuye al exceso de carbohidratos presentes en la muestra como glucosa, formando el complejo
boronato-carbohidrato lo cual permitiria su deteccion [73].
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Figura 26. Electroferograma de muestra bioldgica empleando un sistema InCapD-LVSS-CZE-UV
empleando 2-NBA como derivatizante.

Para la obtencién de la exactitud se emplearon muestras dopadas de digoxina de 2.0 a 4.0
UM, encontrdndose porcentajes de recuperacion en el intervalo de 96.2 a 103.0 % (Tabla 8).

Tabla 8. Ensayos de recuperacion de digoxina en muestras de suero mediante
electroforesis capilar de zona (InCapD-LVSS-CZE-UV)

Concentracion Concentracion Porcentaje de %RSD
anadida (LM) encontrada (uM) recuperacion (%)
2.06 103.0 2.05
2.00 2.04 102.0
1.98 99.0
3.00 2.96 98.7 1.29
2.90 96.7
2.97 99.0
4.00 3.95 98.7 1.28
3.90 97.5
3.85 96.2
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3.3.6 Analisis de interferentes.

Para evaluar la selectividad de las metodologias propuestas, una muestra estandar de
digoxina fue dopada con potenciales interferentes que se encuentran en las muestras
farmacéuticas y biolédgicas (almidén: 20%, lactosa 50 %, estereato de magnesio 5%, sero
albumina bovina 7% y glucosa 1% [73, 74].

Las muestras fueron pretratadas y analizadas empleando las metodologias propuestas en la
cual la mayoria de las moléculas evaluadas no presentan interferencia en el
electroferograma sin embargo en el caso la lactosa se observa una sefal a los 2.0 minutos
correspondiente al complejo lactosa-boronato. Cabe destacar que ninguna molécula
evaluada interfiere con la seial del complejo digoxina-boronato, en el caso de la lactosa, al
existir una diferencia en tamafio entre los complejos, esto resulta en un cambio en la
movilidad electroforética de las especies.
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Figura 27. Electroferogramas de complejo de boronato-digoxina en presencia de lactosa (17.5 mM
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3.3.7 Conclusiones

Se desarrollaron metodologias electroforéticas para la determinacién de digoxina empleando acidos
bordnicos como agentes derivatizantes. El andlisis de digoxina se basa en la formacion del complejo
boronato-digoxina (anidnico) a pH basico, lo cual permite su separacion mediante electroforesis
capilar de zona.

Las metodologias propuestas presentan pardmetros analiticos adecuados que permiten detectar y
cuantificar digoxina en diferentes matrices como farmacéuticas y biolégicas con un pretratamiento
simple y con tiempos de analisis cortos.

En los espectros de B RMN se observan un desplazamiento de la sefial de los iones boronato a
frecuencias mayores cuando se anade digoxina, lo anterior es caracteristico de la formacién de
complejos boronato-diol.

La integracién de acidos bordnicos (2-NBA y 0-TBA) en sistemas electroforéticos como derivatizacion
precapilar y en capilar permite realizar el analisis de digoxina. La técnica de derivatizacién en capilar
y preconcentracién en linea ha sido poco descrita en la literatura, sin embargo, se observa que en
comparacién a las metodologias de derivatizacién pre-capilar se pueden mejorar los parametros
analiticos como LOD y LOQ, asi como la precisidn intermedia.

Entre las metodologias desarrolladas destaca InCapD-LVSS-CZE-2-NBA en términos de parametros
analiticos. Esto se atribuye a dos principios 1) al grupo naftil en la molécula de 2-NBA que presenta
un mayor coeficiente de absortividad molar y 2) a LVSS permite pre-concentrar la muestra.
Adicionalmente al existir menor manipulacion en la derivatizacion por parte del analista observa una
mejoria en la repetibilidad y reproducibilidad del método.
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4. Analisis de digoxina empleando nanoparticulas ternarias de materiales semiconductores

4.1 Introduccion

De forma general las metodologias analiticas en las que se emplean nanoparticulas se basan en los
cambios espectroscopicos debido a la interaccion con los analitos, por lo que es importante
considerar la estructura y propiedades fisicoquimicas del analito. Algunos ejemplos de interaccidn
nanoparticula-analito son el abatimiento debido a transferencia de electron fotoinducida,
abatimiento debido a la transferencia de energia de resonancia Forster, incremento de la seiial de
emision debida a la pasivacion de la superficie, abatimiento de la sefal por agregacion,
inmunoensayos, etc. [54].

Entre las estrategias de andlisis destacan el abatimiento de la fluorescencia por agregacién de
particulas y transferencia de electrén fotoinducida (PET), en este proceso las nanoparticulas
absorben los fotones para excitar los electrones de la banda de valencia hacia la banda de
conduccién. De forma convencional cuando el electrén vuelve a la banda de conduccién se produce
la fluorescencia, sin embargo, si existe una molécula o aceptor de electrones en el medio, los
electrones son transferidos hacia el aceptor disminuyendo la fluorescencia del medio [75].

Una estrategia de andlisis novedosa que implica el uso de nanoparticulas, se basa en la reversibilidad
del fendmeno PET el cual comprende las siguientes etapas: 1) abatimiento de la sefial de
fluorescencia de las nanoparticulas de materiales semiconductores por una molécula debido a una
transferencia de electrones fotoinducida, 2) adicidn del analito de interés, en esta etapa es de suma
importancia que la molécula que induce el PET presente una mayor afinidad o constante
termodinamica con el analito que con la nanoparticula, 3) debido a la interaccién entre la molécula
y el analito, las nanoparticulas no presentan interaccion PET por lo que se recupera la sefial de
fluorescencia y se asocia a la concentracion de analito [76].

La aplicacion de nanoparticulas en el desarrollo de estrategias analiticas empleando agregacion, PET
o la reversibilidad del PET se ha descrito de forma amplia para nanoparticulas binarias, sin embargo,
el uso de nanoparticulas ternarias es reciente por lo que en primera instancia se evalla su uso en
sistemas analiticos conocidos [76].

4.2 Parte experimental

4.2.1 Reactivos y equipos.

Todas las soluciones se prepararon empleando agua con resistividad no menor a 18.2 MQ cm,
obtenida de un sistema Milli-Q academic (Millipore). Nitrato de plata (AgNOs), nitrato de indio (ll1)
hidratado (In(NOs)s, 99.99%), nitrato de zinc Zn(NQOs),, acido 3-mercaptopropidnico (3-MPA, USA, >
99%), acrilamida (China, > 99%), 2-tionaftol (Belgium, 99%), acido ascorbico, digoxina (USA, 295%),
acido 4-aminofenil bordénico (USA, 95%) fueron adquiridos de Sigma Aldrich. Hidroxido de sodio
(NaOH, = 97.0%) y sulfato de sodio 9-hidratado (Na,S-9H,0, = 98.0%) fue adquirido de Meyer
Chemicals, México.
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Los espectros de absorcién de las nanoparticulas se obtienen en un equipo Perkin EImer Lambda 40,
en un intervalo de 400 a 1000 nm empleando celdas de cuarzo con un paso 6ptico de 1.0 cm.

Los espectros de emisidn se obtienen en un equipo de fluorescencia Perkin EImer LS 55. La longitud
de onda de excitacion empleada fue de 350 nm y se registra el espectro de emisidn en el intervalo
de 420 a 700 nm.

4.2.2 Sintesis de AgInS,/ZnS

La sintesis de nanoparticulas de AgInS,/ZnS QDs tipo nucleo se lleva a cabo empleando dos
metodologias diferentes: por reflujo y por autoclave. En la primera metodologia se mezclan 0.5 mL
de AgNOs; 62.5 mM, 0.5 mL de In(NOs3); 200 mM y 225 uL de acido 3-mercaptopropidnico
concentrado en un volumen final de 25 mL aforando con agua, posteriormente se ajusta el pH de la
solucién a un valor de 10.0, se afiaden 0.5 mL de Na,S 200 mM y se coloca el sistema a reflujo
tomando alicuotas de 2 mLalos 5, 10, 20, 30, 60 y 120 minutos. Para el segundo sistema se mezclan
0.2 mL de AgNOs 62.5 mM, 0.2 mL de In(NOs); 200 mM y 90 pL de acido 3-mercaptopropionico
concentrado en un volumen final de 10 mL. Asimismo, el pH de la solucidn se ajusta a 10.0 con NaOH
1.0 M, se anade 0.2 mL Na,S de 200 mM y se trasvasa la solucién a un reactor que se coloca en una
autoclave, la reaccién se evalta a los 5, 10, 20, 30, 60 y 120 minutos.

Asimismo, la sintesis de nanoparticulas de AgInS; y AgInS,/ZnS se llevan a cabo un sistema autoclave
(121°C), en la primera etapa se mezclan 200 pL de In(NOs); (200 mM) con 160 pL de AgNO5 62.5 mM
y 35.9 plL de acido 3-mercaptopropionico (3-AMP) en 20 mL de agua con resistividad no menor a
18.2 MQ cm™. Posteriormente el pH de la solucién se ajusta a 10.0 con NaOH 1.0 M, se afora a 20
mL y se coloca en el sistema autoclave por 20 minutos para la obtencién de AglInS; estabilizadas con
acido 3-mercaptopropionico. Para la sintesis de AgInS,/ZnS se emplean las nanoparticulas de AgInS;
sintetizadas en autoclave (20 min) y se les afiade 0.2 mL de Zn(NOs); 200 mM y se prolonga la
reaccion por 5, 10 y 20 minutos.

4.2.3 Caracterizacién de nanoparticulas de AgInS,/ZnS (Espectros UV-Vis y de fluorescencia)

Los espectros de absorcion de las nanoparticulas se obtienen en un equipo Perkin EImer Lambda 40,
en un intervalo de 400 a 1000 nm empleando celdas de cuarzo con un paso 6ptico de 1.0 cm. Los
espectros de emisidn se obtienen en un equipo de fluorescencia Perkin Elmer LS 55. Para ello las
muestras son diluidas con agua desionizada en relacién 1:333 (v/v, nanoparticulas:agua) previo a su
analisis. La longitud de onda empleada fue de 350 nm y se registra el espectro de emisién en el
intervalo de 420 a 700 nm.

4.2.4 Andlisis TEM, EDS y tamafio de particula

Las micrografias se obtuvieron colocando una gota de la dispersién sobre una rejilla de niquel con
una membrana delgada de carbdn empleando un microscopio electrénico de transmisidon de alta
resolucion (TEM) marca JEOL, modelo JEM 2200FS+Cs., las muestras son irradiadas con luz IR previo
al andlisis con el objetivo de evaporar el disolvente.

La composicidn elemental de las nanoparticulas de AgInS,/ZnS fue obtenida por espectroscopia de
rayos X de energia dispersiva (EDS) empleando el sistema Oxford Modelo AZtec, para ello se toman
varias micrografias de diferentes zonas, ademas de patrones de difraccion y mapeo EDS.
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La distribucion de tamafios de las nanoparticulas se obtiene en un equipo Malvern Zetasizer Nano-
2590, para ello 2 mL de la dispersién se colocan en una celda de cuarzo, se mide el movimiento
browniano y se registra la distribucidn del tamafno de particula tras estabilizarse la medicion.

4.2.5 Evaluacién espectroscépica de sistemas- AglnS,/ZnS-Acido ascérbico

Con el objetivo de evaluar las posibles interacciones nanoparticula-analito, se construyen sistemas
empleando moléculas modelo como &acido ascérbico, acrilamida y digoxina en presencia de
AgInS,/ZnS. El acido ascorbico se usa como molécula modelo para observar el abatimiento de la
sefal de emisidn de diferentes nanoparticulas, para observar este efecto se preparan soluciones las
cuales contienen 200 L de las nanoparticulas sintetizadas de AgInS,/ZnS y acido ascérbico en el
intervalo de concentraciones de 0 a 0.7 mM en 10 mL de agua. Los espectros de emisién de los
sistemas nanoparticula-acido ascérbico se registran en un intervalo de 420 a 720 nm empleando una
longitud de onda de excitacidon de 350 nm.

4.2.6 Evaluacién espectroscopica de sistemas acrilamida- AginS,/ZnS QDs

Debido a que las nanoparticulas de AgInS,/ZnS son materiales relativamente novedosos es necesario
comprobar su efectividad en sistemas analogos a los empleados con nanoparticulas binarias. Es por
ello que se emplea una molécula modelo (acrilamida, AA) para evaluar las interacciones que pueden
ocurrir sobre los AgInS,/ZnS, para ello se plantean diferentes estrategias de analisis. Los diferentes
sistemas fueron analizados en un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS55 empleando una longitud
de onda de 350 nm y registrando la sefial de emisién de 375 a 675 nm.

La primera estrategia se basa en el abatimiento de la sefial analitica por polimero como
poliacrilamida sobre las nanoparticulas. 30 pL de nanoparticulas de AgInS,/ZnS son mezcladas con
acrilamida (10 -60 pg L) en un volumen final de 10 mL, las soluciones fueron irradiadas con luz
ultravioleta de 365 nm por 30 minutos, y se obtuvieron los espectros de emision de los sistemas
registrando la sefial en el intervalo de 400 a 650 nm, empleando una longitud de onda de excitacion
de 350 nm. Las subsecuentes mediciones fluorimétricas fueron obtenidas empleando estas
condiciones.

4.2.6.1 Evaluacién de sistemas nanoparticulas de AgInS,/ZnS-2-Tionaftol/Acrilamida

Se ha descrito que la acrilamida puede reaccionar con grupos tiol en una adicion de Michael
modificando asi la sefial de emisién en los sistemas que contienen nanoparticulas, por lo que se
evalla la adicion de 2-tionaftol y su efecto en el sistema de AgInS,/ZnS QDs. Para ello diferentes
concentraciones en el intervalo de 10 a 30 uM de 2-tionaftol fueron afadidas a las diluciones de 30
uL de AgInS,/ZnS en un volumen de 10 mL. De los sistemas se obtienen los espectros de emision
bajo las condiciones antes mencionadas.

Con el objetivo de evaluar los cambios en la sefial de fluorescencia en presencia del analito de
interés, se construyen sistemas que contienen nanoparticulas de AgInS,/ZnS (30 uL), 30 uM de 2-
tionaftol y acrilamida en el intervalo de concentracién de 5 a 30 ug L™ en un volumen final de 10 mL,
posteriormente se obtienen sus espectros de emisidn en el intervalo de 375 a 675 nm empleando
una longitud de onda de excitacién de 350 nm.
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4.2.6.2 Obtencién de los pardmetros de desempefo de las metodologias evaluadas

Los parametros que comprenden la validacién son el intervalo lineal, limites de deteccién y
cuantificacion, la precision (expresada como repetividad y reproducibilidad) y la exactitud. La
metodologia empleada para determinar los parametros de desempeno es la recomendada por la
IUPAC.

Los parametros analiticos de las metodologias se obtuvieron realizando las curvas de calibracién,
empleando la intensidad de emisién. La precisién se evalué en términos de repetitividad vy
reproducibilidad, midiendo muestras dopadas de papas fritas comerciales a dos niveles de
concentraciéon (20.0 ug L y 25.0 pg L) por triplicado durante tres dias. Posteriormente una
metodologia fue aplicada para al andlisis de muestras.

4.2.6.3 Determinacion de acrilamida en muestras alimenticias.

El andlisis de acrilamida se llevd a cabo en 10 muestras de botanas comerciales: 6 muestras
diferentes de papas fritas y 4 muestras de frituras a base de trigo. El pretratamiento de la muestra
se lleva a cabo de acuerdo con lo descrito por Martinez et, al. con ligeras modificaciones [77]. Cada
muestra se homogeniza y se pesa de 0.3 a 1 g, posteriormente se adicionan 10 mL de agua
desionizada y la mezcla se agita por 15 minutos, la muestra se centrifuga a 2500 rpm a temperatura
ambiente, se recolecta la fase acuosa y se extraen los lipidos con 10 mL de hexano, se recupera
nuevamente la fase acuosa y se filtra por una membrana de nylon de 0.45 micras. De 1.0 a 2.0 mL
de fase acuosa se afiade al sistema de AgInS,/ZnS o AgInS,/ZnS-2-tionaftol y se afiade agua para
obtener un volumen final de 10.0 mL. Los espectros se obtuvieron en las condiciones mencionadas
con anterioridad.

4.2.7 Evaluacién espectroscépica de sistemas digoxina- AginS,/ZnS QDs

Se ha descrito en trabajos previos interacciones entre QDs y azucares en los que se modifica la sefial
de fluorescencia, Sandros et al desarrolla un sensor analitico de maltosa empleando nanoparticulas
funcionalizadas de CdSe, en el sistema descrito la maltosa abate la sefial de fluorescencia de las
nanoparticulas lo cual es atribuido a un fenémeno PET [78]. Por lo que bajo esta premisa se evalua
si existe alguna interaccion entre el fragmento de digitoxosas de la digoxina y los QDs.

Los espectros de emision de sistemas AgInS,/ZnS QDs-digoxina se obtienen en un intervalo de 375
a 675 nm en un espectrofluorimetro Perkin EImer LS 55 empleando una longitud de excitacidn de
350 nm. los sistemas evaluados se componen de una dilucién 1:100 de la dispersion de AgInS,/ZnS
y digoxina (0 -10 mM) aforando a 10.0 mL con agua desionizada.

4.2.8 Evaluacion espectroscépica de sistemas nanoparticulas funcionalizadas y digoxina.
Se ha descrito en trabajos previos la interaccion entre nanoparticulas funcionalizadas y analitos en
los que se modifica la sefial de fluorescencia., por lo que bajo esta premisa se evalUa si existe alguna
interaccién entre las nanoparticulas AgInS, y AgInS,/ZnS funcionalizadas con &cido
borénico/boronato y la digoxina puesto que el analito presenta un sistema cis-1,2- diol.

Con el objetivo de inducir la interaccion nanoparticula analito, las dispersiones de AgInS; y
AgInS,/ZnS estabilizadas por 3-AMP (20 mM) se funcionalizan con &cido 4-aminofenilborénico
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mediado por 1-etil-3- (3 dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N-hidrosulfosuccinimida (NHS)
(Fig. 28).
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Figura 28. Funcionalizacion de nanoparticulas de AgInS,/ZnS con 4cido 4-aminofenil bordnico
mediado por EDC/NHS.

200 pL de la dispersién de nanoparticulas (4x10° mmoles de 3-AMP) se mezclan con 100 pL de una
solucion amortiguadora de fosfatos (pH=7.0, 30 mM), posteriormente se adiciona 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida 20 mM y N-hidrosulfosuccinimida 20 mM para obtener 3
diferentes sistemas con relacién estequiométrica 1:0.25:0.25, 1:0.5:0.5 y 1:1:1 entre 3-
AMP:EDC:NHS en un volumen final de 1 mL. Las soluciones se agitan por ultrasonido por 60 minutos.
Posteriormente se adicionan de acido 4-aminofenilborénico 20 mM (en la relacién estequiométrica
correspondiente) y la mezcla se mantiene por 24 horas en reposo en obscuridad para obtener la
nanoparticula funcionalizada.

En una etapa preliminar, se evalla la interacciéon la nanoparticulas-analito en sistemas que
comprenden 200 pL de AgInS; y AgInS,/ZnS funcionalizadas a diferentes concentraciones de acido
4-aminofenil bordnico (20 — 80 uM) en presencia de digoxina 80.0 uM y 300 uL de solucién
amortiguadora de fosfatos (pH=11.0, 50 mM) en un volumen final de 5 mL, los sistemas se colocan
bajo una camara de luz UV de 365 nm, se capturan las imagenes fotograficas correspondientes y se
observan los cambios en la sefial de fluorescencia.

Los espectros de emision de los sistemas AgInS, y AgInS,/ZnS funcionalizados en presencia de
digoxina se obtienen en un intervalo de 375 a 675 nm en un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55
empleando una longitud de excitacidn de 350 nm, los sistemas evaluados se componen de una
dilucién 200 pL de la dispersidén de AgInS, y AgInS,/ZnS funcionalizadas con 4&cido 4-
aminofenilbordnico (80 uM), 300 puL de soluciéon amortiguadora de fosfatos (pH= 11.0, 50 mM) vy
digoxina (6.0 -80.0 uM) aforando a 5.0 mL con agua desionizada en un pH=10.0.
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4.2.9 Preparacion de muestras farmacéuticas

Tres muestras farmacéuticas comerciales en forma de tableta fueron seleccionadas para el analisis
de contenido de digoxina empleando la metodologia espectrofluorimétrica. Las tabletas fueron
pulverizadas empleado un mortero con pistilo, luego fueron pesadas y colocadas en tubos de
centrifuga (15 mL). Posteriormente se afiadié 10 mL de metanol para la extraccion de digoxina, los
tubos fueron agitados mecanicamente por 10 minutos y la solucidn se hizo pasar a través de un filtro
Whatman 1442-042 (tamafio de poro: 2.5 um). El metanol fue evaporado a sequedad y la muestra
fue reconstituida en 10 mL de agua. 200 pL de nanoparticulas funcionalizadas se mezclan con 300
uL de solucién amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH=11.0) y 2 mL de muestra en un volumen final
de 5 mL.

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Espectros UV-Vis y emisidn de nanoparticulas de AgInS, y AgInS,/ZnS

Los espectros UV-Vis de las nanoparticulas de AgInS; sintetizadas por reflujo (Fig. 29.a) y autoclave
(Fig. 29.b) no muestran diferencias significativas en cuanto al tiempo de reaccién y la forma de
espectro que presentan es caracteristica de nanoparticulas ternarias y esto se atribuye a que existen
una gran dispersién en tamanos de particula [79]. De forma visual se percibe una coloracién marrén
a lo largo de las reacciones.
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Figura 29. Espectros de absorcion de nanoparticulas de AgInS; a diferentes tiempos de reaccion
por sintesis a) hidrotérmica y b) solvotérmica.

Los espectros de absorcidn a diferentes tiempos de reaccion de las nanoparticulas de AgInS,/ZnS
sintetizadas por autoclave se presentan en la Figura 30.a. Los espectros muestran una amplia zona
de absorciéon sin presentar un “pico” maximo de excitacién, lo anterior es caracteristico de las
nanoparticulas ternarias [79]. El band gap fue determinado de acuerdo con lo descrito por Neela et
al. graficando la energia (hv, eV) contra el producto de la absorbancia por energia al cuadrado
((AhV)?) y extrapolando la tangente o segmento de linea recta del grafico [80]. Las nanoparticulas de
AgInS,/ZnS presentan band gap en el intervalo de 2.2 a 2.8 eV, valores caracteristicos de materiales
semiconductores (Fig. 30.b).
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Figura 30. Espectros de absorcién de nanoparticulas de AgInS,/ZnS (a) y band gap de
nanoparticulas de AgInS,/ZnS (b).

Los espectros de emisidon de las nanoparticulas sintetizadas por las diferentes metodologias se
muestran en la Figura 31, se observa un efecto hipercrémico en las nanoparticulas sintetizadas por
autoclave (31. b) en comparacidn a la sintetizadas por reflujo (31.a), esto se atribuye a que la
reaccion es favorecida por la presion y altas temperaturas (120°C) que se pueden alcanzar en una
autoclave, propiciando de esta manera la maduracidn de Ostwald [81].

En el grafico se observa una mayor fluorescencia de las nanoparticulas de AgInS,/ZnS (Fig. 31.c) en
comparacion con las de AgInS,, el incremento de la sefial se asocia a la formacidn de la capa externa
de ZnS, lo que permite una mejora en el rendimiento cuantico (QY, relacidon entre fotones emitidos
y absorbidos). De igual manera la coraza de ZnS le permite a la nanoparticula una mayor estabilidad
lo que evita la fotooxidacion y degradacidon de la nanoparticula [82].
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Figura 31. Espectros de emision de nanoparticulas de a) AgInS; sintetizados por reflujo, b) AgInS,
sintetizados en autoclave y c) AgInS,/ZnS sintetizados por autoclave.
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Los espectros de emisidon obtenidos, muestran efectos batocrdmicos e hipercromicos respecto al
tiempo de sintesis. Debido a que no se observa un cambio significativo en la sefal de fluorescencia
se opta por el uso de las nanoparticulas AgInS,/ZnS sintetizadas por autoclave a los 20 minutos de
reaccion.

El calculo de rendimiento cudntico de las nanoparticulas sintetizadas se obtiene a partir de la
obtencidn de la pendiente de diferentes concentraciones de un estdndar y su comparacion con las
pendientes de diferentes concentraciones de nanoparticulas, en este caso se emplea la fluoresceina
cuyo valor de pendiente obtenido corresponde a un porcentaje de rendimiento cuantico de 93%
(Tabla 9).

Tabla 9. Rendimiento cuantico (%QY) de nanoparticulas sintetizadas.

Compuesto Pendiente (u.a.) Rendimiento cuantico (QY)
Fluoresceina 137.48 93%

AgInS; (reflujo) 3.18 2.1%

AgInS; (autoclave) 15.56 10.5%

AgInS,/ZnS 36.55 24.7

Los valores de rendimiento cudntico corresponden a los descritos en la literatura para materiales
semiconductores ternarios.

4.3.2 Evaluacién espectroscopica de sistemas- AglnS,/ZnS-Acido ascérbico

Los espectros de emisidon de nanoparticulas de AgInS,/ZnS en presencia de acido ascorbico muestran
un abatimiento de la sefial de fluorescencias en las concentraciones evaluadas (0.2 -0.7 mM), esto
se explica debido a la interaccidn entre la superficie de la nanoparticula con el acido ascdérbico lo
gue provoca una agregacion de la nanoparticula de forma irreversible y la pérdida de su
fluorescencia (Figura 32) [83]. El abatimiento no muestra una correlacion lineal con la concentracion
de 4cido ascérbico por lo que es de suma importancia evaluar el tiempo de reaccién para verificar si
es posible construir una curva de calibrado.
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Figura 32. Espectros de emision de nanoparticulas de AgInS,/ZnS en presencia de diferentes
concentraciones acido ascdrbico (0.2 mM, 0.5 mM y 0.7 mM).

4.3.3 Evaluacion espectroscopica de sistemas AginS,/ZnS-digoxina.

En la Figura 33 se muestran los sistemas AgInS,/ZnS-digoxina a diferentes concentraciones y se
observa que no existen cambios en la intensidad de emisién de las nanoparticulas esto se puede
explicar a que la digoxina carece de propiedades redox que propicien fendmenos de PET, asimismo
al ser una molécula neutra no puede formar complejos o alterar la superficie de la nanoparticula
mediante cargas electrostaticas, por lo que para propiciar una interaccién se propone el uso de
agentes de selectivos a digoxina [84]. Lo anterior se corrobora en los espectros de emisidn donde no
se observa cambios en la sefal analitica a 550 nm (Fig. 34).

Figura 33. Sistemas de AgInS,/ZnS en presencia de digoxina (a: 0 mM, b: 0.33 mM. c:1 mMy
d:2mM)
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Figura 34. Espectros de emisidn de nanoparticulas de AgInS,/ZnS en presencia de diferentes
concentraciones digoxina (0 — 2 mM).

4.3.4 Evaluacidn espectroscépica de sistemas AgInS,/ZnS-acrilamida

En la figura 35 se observa el abatimiento de la sefial de emision a los 550 nm, tras el incremento de
la sefial de emisidn (20— 60 pg L), esto se explica debido a la formacién de una red de poliacrilamida
bajo la luz UV, lo cual ocasiona una transferencia de electron fotoinducida (PET) entre las
nanoparticulas y la poliacrilamida. El abatimiento de la sefial ha sido descrito para diferentes
polimeros como el polimetilmetacrilato que promueve la disminucidon de la sefial analitica de
nanoparticulas de CdSe [85].
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Figura 35. Espectro de emision de AgInS,/ZnS y AA (20 — 60 pg L-1).

La segunda metodologia desarrollada se basa en una reaccién de adicion de Michael, donde se
emplea una molécula que contiene un grupo tiol para promover la adicidn a un compuesto carbonilo
a-B-insaturado resultando en cambios espectroscopicos sobre las nanoparticulas de AgInS,/ZnS
[86]. En este sentido se emplea 2-tionaftol (denominado 2N) como molécula para el desarrollo de la
deteccidn y cuantificacion de acrilamida empleando nanoparticulas de materiales semiconductores.

Como estudio preliminar 2N fue evaluado a diferentes concentraciones (10 - 30 uM) en presencia
de nanoparticulas de AgInS,/ZnS. En la figura 36.a, se presentan los espectros de los sistemas
AgInS,/ZnS-2N, y se observa el abatimiento de la sefial analitica a 550 nm conforme la concentracién
de 2N incrementa, los cambios espectroscopicos pueden ser explicados debido a un proceso PET.
Adicionalmente se observa una sefial a 470 nm atribuida los grupos cromoéforos de 2N, para la
determinacion de acrilamida se selecciona la concentracién de 2N de 30 uM, a esta concentracién
la sefiales a 450 y 550 nm se observa sin un traslape o interferencia de 2N.

Tras la seleccidon de concentracidn de 2N en el sistema, diferentes concentraciones de acrilamida se
afiadieron y los cambios espectrofluorimétricos fueron evaluados. En la figura 36.b, se observa la
recuperacion de la sefial analitica a 550 nm tras la adicién de acrilamida, el comportamiento
espectroscopico se puede explicar debido a la reversibilidad del proceso PET. 2N es un nucledfilo
que reacciona con la acrilamida en una adicion de Michael obteniendo 3-(naftalen-2-iltio)
propanamida, el compuesto resultante no participa en el proceso PET recuperandose la sefial de
emision abatida por 2N. La recuperacion de sefial de emisién ha sido descrita previamente por Liu,
et al, en nanoparticulas de CulnS,, en el sistema la sefial de emisidn es abatida por Cu?* debido a un
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proceso PET, y tras la adicién de biotioles, se forma un complejo Cu(ll)-biotiol, el cual no participa en
el proceso PET recuperandose la sefial de emision de las nanoparticulas [87].
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Figura 36. Espectros de emisidn de nanoparticulas de AgInS,/ZnSy 2N (10 — 30 uM a) y espectros
de emisidn de sistema AgInS,/ZnS-2N y acrilamida (5 -30 ug LY)

Las microscopias electrénicas de transmisidn en presencia de AA (Fig. 37.a) y el sistema AgInS,/ZnS
(Fig. 37.b) muestran una diferencia significativa en la proximidad entre particulas, mostrando un
incremento en la distancia entre las nanoparticulas en el segundo sistema. Hu, et al. han descrito
qgue cuando las nanoparticulas tienen mayor proximidad la emisidn disminuye, y cuando la distancia
entre nanoparticulas se incrementa también lo hace la emisidén [88].

200 nm

Figura 37. Microscopias electrénicas de transmision de a) AgInS;-AA y b) AgInS2/ZnS-2N-AA
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4.3.4.1 Validacién de metodologias analiticas

En condiciones éptimas se construyeron las curvas de calibrado a diferentes concentraciones de
acrilamida (5 — 60 pg L) empleando ambas metodologias desarrolladas (AgInS,/ZnS y AgInS,/ZnS-
2N). Las curvas consisten en graficar la sefial de emisidn abatida (sistema AgInS,/ZnS-PAA) o
recuperada (sistema AgInS;/ZnS-2N-AA) a 550 nm contra la concentracién de AA. Ambas
metodologias presentan una correlacién lineal entre la sefial analitica y la concentracion de AA. El
sistema que consta de AgInS,/ZnS y AA (poliacrilamida) presentan un intervalo lineal de 15 - 60 pg
LL. El sistema que incluye AgInS2/ZnS-2N-AA presenta un incremento en el LOQ pero una
disminucion en el intervalo lineal (4.8 — 30 pg L!). Los LOD de las metodologias fueron obtenidos a
partir de lo descrito por la IUPAC siendo el resultado de 3.29 s¢/b1y los LOQ 10 se/b; donde se es la
raiz cuadrada de la varianza residual y by la sensibilidad analitica. De acuerdo con diversos autores
la concentracién de AA en productos de fritura se encuentra en el intervalo de 100 a 2200 ug kg?,
por lo que es necesaria una metodologia con mejores LOQ para este tipo de analisis [89].

Los pardmetros analiticos obtenidos de la curva de calibrado del analisis de AA se presentan en la
Tabla 10. La precisién intermedia de las metodologias se expresan en términos de repetibilidad y
reproducibilidad y se expresan como el porcentaje de desviacion estandar relativa (%RSD) de tres
determinaciones el mismo dia y de tres dias diferentes respectivamente. Para ello se emplearon
estandares de acrilamida de 20y 25 pg L%, la repetibilidad y reproducibilidad de las concentraciones
fueron menores al 5% de RSD para todas las soluciones estandar en las metodologias indicando una
precision adecuada.

Tabla 10. Pardmetros analiticos obtenidos a partir de las curvas de calibrado

Abatimiento de fluorescencia Recuperacion de

(AgInS2/ZnS-PAA) fluorescencia (AgInS,/ZnS-2N-

AA)
Parametro Valor Valor
Ordenada al origen bo £ ts(bg) 1.7 +6.2 06+4.4
(AU)
Sensibilidad, by + ts(b1), (AUL 0.9+0.1 2.1+0.2
ug™)
Intervalo lineal (ug L™) 15.6 -60.0 4.8-30.0
Limite de deteccidén (ug L™) 5.2 1.6
Limite de cuantificacion (ug 15.6 4.8
L)
Repetibilidad 3.1 2.9
(%RSD, n=3, 20.0 ug L) 1.7 1.9
(%RSD, n=3, 25.0 ug L)
Reproducibilidad 4.9 2.2
(%RSD, n=3, 20.0 pg L) 4.6 3.8

(%RSD, n=3, 25.0 ug L)
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La selectividad de las metodologias fue evaluada anadiendo los potenciales interferentes a 1% en
los sistemas con acrilamida a 25 ug L. Los potenciales interferentes seleccionados fueron los
carbohidratos de mayor contenido en papas y productos basados en trigo (almiddn y sacarosa), los
azucares reductores (fructosa y glucosa) y los colorantes afiadidos (tartrazina, rojo allura y amarillo
0caso).

Las moléculas evaluadas se consideran interferentes cuando existe una diferencia en la seial
analitica de £5% en comparacion a la respuesta sin los interferentes. Los resultados muestran que
las moléculas no muestran interferencia en el andlisis de AA cuando se emplea el sistema
AgInS,/ZnS-2N-AA, sin embargo, se observa un abatimiento de la sefial analitica (7%) por parte del
almiddn en el sistema AgInS,/ZnS-AA, este efecto ha sido descrito previamente para nanoparticulas
de CdS, CdSe y ZnS [90].

Ambas metodologias presentan paradmetros analiticos adecuadas y fueron aplicados para la
determinacion de AA en muestras alimenticias. La concentracion de AA en las muestras fue
determinada por interpolacion de la curva de calibrado, y los resultados son expresado en pg kg™.
La concentracién de AA encontrada en cada muestra se presenta en la Tabla 11. La exactitud de las
metodologias propuestas fue determinada mediante la comparacién de los datos obtenidos con
HPLC-FLD empleando una prueba t de datos emparejados. Los resultados obtenidos por la estrategia
AgInS,/ZnS (abatimiento) muestran diferencia significativa en comparacién a HPLC-FLD. Por otra
parte, los valores obtenidos por la metodologia AgInS,/ZnS-2N-AA, no presentan diferencia
significativa en comparacién a la metodologia HPLC-FLD [77].

Los valores obtenidos a partir la primera metodologia desarrollada muestran una sobre
cuantificacion de acrilamida debido a la interferencia de almidén. En contraste, la metodologia
AgInS,/ZnS-2N-AA mejora la selectividad dado que esta condicionada a la reaccién de Michael y los
valores obtenidos son similares a lo obtenido por HPLC-FLD. Tomando en cuenta el desempefio
analitico de las metodologias, la recuperacion de la fluorescencia es la mejor opcién para la
determinacion de acrilamida en productos fritos.
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Tabla 11. Concentracion de acrilamida determinada en productos de fritura determinados por las
metodologias propuestas y HPLC-FLD.

Muestra  Abatimiento Recuperacién  HPLC-FLD
de de (ug kg™)
fluorescencia fluorescencia
(AgInS2/Zns- (AgInS2/Zns-
PAA, ug kgl)  2N-AA, pg kg?)

1 396.0 294.8 2554
2 715.6 611.3 645.1
3 1613.8 1582.7 1619.8
4 627.8 395.4 410.0
5 1245.3 1124.3 1108.0
6 634.8 673.8 666.8
7 667.3 633.3 634.9
8 329.5 285.7 292.8
9 1400.6 1090.5 1349.9
10 514.7 528.4 533.7

4.3.5 Evaluacion espectroscépica de sistemas nanoparticulas funcionalizadas y digoxina.

En la Figura 38 se muestran los sistemas AgInS; (Fig. 38 a, b y c) y AgInS,/ZnS (Fig. 38 d, e y f)
funcionalizadas a diferentes concentraciones de acido 4-aminofenilborénico 20, 40 y 80 uM en
presencia de digoxina (80 uM). La funcionalizacion esta mediada por 1-etil-3- (3 dimetilaminopropil)
carbodiimida y N-hidrosulfosuccinimida lo cual permite la formaciéon de una amida entre el grupo
carboxilo en la superficie de la nanoparticula y el grupo amino del acido 4-aminofenilbordnico,
obteniendo una nanoparticula fluorescente con un dacido bordnico como ion boronato en la
superficie que permite reconocer sistemas cis-1,2- diol como la digoxina [91].

En la evaluacidn espectroscopica se observa que no existen cambios en la intensidad de emisién de
las nanoparticulas cuando estan funcionalizadas en concentraciones de 20 y 40 uM de acido 4-
aminofenil bordnico, (Fig. 38 a, b, d y e) en presencia de digoxina, sin embargo cuando se emplea
una concentracion de 80 puM de acido 4-aminofenilborénico se observa un cambio en la
fluorescencia de las nanoparticulas en presencia de la digoxina (80 uM) (Fig. 38 cy f). Esto se puede
atribuir a que las nanoparticulas al presentar un mayor nimero de moléculas de acido 4-
aminofenilbordnico en la superficie se favorece la mayor interaccién entre la nanoparticula y la
digoxina contribuyendo a un cambio en la fluorescencia del sistema, por lo que se selecciona la
concentracion de acido 4-aminofenilbordnico de 80 uM para el desarrollo de la estrategia de analisis
[54].
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Figura 38. Nanoparticulas de AgInS; (a,b y c) y AgInS,/ZnS (d,e y e) funcionalizadas con acido 4-
aminofenilbordnico 20, 40 y 80 uM en presencia de digoxina 80 uM.

4.3.5.1 Espectros de fluorescencia de sistemas AgInS, y AgInS,/ZnS funcionalizadas en presencia de
digoxina.

Una vez seleccionada la concentracion o6ptima de acido 4-aminofenilbordnico para la
funcionalizacién (80 uM) se construyen los sistemas de nanoparticulas de AgInS, y AgInS,/ZnS y en
presencia de diferentes concentraciones del analito (6.0-80-0 uM) con el objetivo de evaluar los
cambios en la sefial de fluorescencia. En la Figura 39.a se presentan los espectros de AgInS;
funcionalizadas en presencia de diferentes concentraciones de digoxina, en los que se observan 2
fendmenos espectroscépicos: 1) el incremento de la sefial analitica a los 440 nm en el intervalo de
20-60 uM (Fig. 39.a.ii y iii) atribuido a la formacién del complejo boronato-digoxina [91] y 2) a
concentraciones mayores (80 M) se observa el abatimiento de la fluorescencia a los 440 nm (Fig.
39.a.iv) [18], indicativo de la agregacion de las nanoparticulas. Debido que la sefial de emision del
acido 4-aminofenilborénico y la de las nanoparticulas se traslapan se plantea el uso de
nanoparticulas nucleo/coraza.

En la Figura 39.b se presentan los espectros de fluorescencia de los sistemas AglInS,/ZnS, estos
presentan 2 maximos en la sefial de emision a los 420 nm y a los 550 nm asociados a el acido 4-
aminofenilbordnico y a las nanoparticulas respectivamente. Tras la adicién de digoxina (6.0 — 80.0
LM) se observa el incremento de la sefial de fluorescencia a los 440 nm vy el abatimiento a los 550
nm. Debido a que la formacion del complejo entre el boronato-digoxina es un proceso reversible y
a que la disminucién de la fluorescencia debido agregacién de la nanoparticula es un proceso
irreversible se opta por llevar a cabo el seguimiento del analito a los 550 nm [93].
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Figura 39. Espectros de emision de AgInS, funcionalizadas (a.i) en presencia de digoxina (20.0 a.ii,
60.0 a).iii, y 80.0 uM a.iv) y AgInS,/ZnS (b) funcionalizadas con acido 4 -aminofenilbordnico en
presencia de digoxina (6.0 — 80.0 uM)

La disminucion de la sefial de emisidn se atribuye a que la nanoparticula presenta en su superficie
acido 4-aminofenilbordnico que al formar un complejo boronato-digoxina se induce un cambio en
el tamafio y la carga disminuyendo su estabilidad y provocando su agregacién. Este comportamiento
se ha observado previamente en nanoparticulas ternarias con otros analitos como la tripsina,
oxitetraciclina, Pb%, en las que tras la interaccién nanoparticula-analito se observa la disminucién
de la sefial analitica [94,95,96].

4.3.5.2 Efecto de la interaccién nanoparticula-digoxina en el tamafio de nanoparticulas.

Las microscopias electronicas de transmision de las nanoparticulas de AgInS,/ZnS muestran una
morfologia prismatica de un didmetro medio de 62.5 nm (Fig. 40.a), cuando se lleva a cabo la
funcionalizacién de las nanoparticulas se observa un cambio en la estructura a nanorods, esto se
puede explicar debido a que la presencia de especies de boro (boronato) en la superficie de la
nanoparticula las cuales pueden interactuar con otros grupos boronato de otras nanoparticulas y
formar dimeros o polimeros lo que permite la formacién de diferentes estructuras [97, 98].

La formacién de nanorods permite obtener nanoparticulas de mayor tamafio con menor distribucion
de tamafio, lo cual resulta en la reduccién anchura a media altura de la sefial de fluorescencia de las
nanoparticulas de AgInS,/ZnS de 107 nm hasta 60 nm en algunas nanoparticulas funcionalizadas
(Fig. 40.b) [99].

La interacciéon entre los grupos boronato en la superficie de las nanoparticulas funcionalizadas y la
digoxina resulta en la disminucién de la sefial analitica de fluorescencia de las AgInS,/ZnS. En la
microscopia 40.c se observa la formacién de agregados de nanoparticulas. [100].

58



Resultados y discusion

Figura 40. a) Nanoparticulas de AgInS,/ZnS, b) nanoparticulas de AglnS,/ZnS funcionalizadas con
acido 4-aminofenilbordnico y c) nanoparticulas de AgInS,/ZnS funcionalizadas con acido 4-
aminofenilbordnico en presencia de digoxina.

4.3.5.3 Validacién de metodologia analitica

Los parametros de desempefio analitico de las metodologias propuestas fueron obtenidos en un
intervalo de concentracion de digoxina 0 a 80.0 uM, para ello se construye una curva de calibrado
entre la concentracidon de digoxina contra el cambio en la sefial de emisién a los 550 nm. Los
parametros analiticos son obtenidos a partir de la curva de calibrado del analisis de digoxina se
presentan en la Tabla 10, se destaca la sensibilidad analitica (3.60 UA uM-Y, intervalo lineal de
trabajo (5.70 — 80.00 uM), limite de deteccién (1.90 uM) y LOQ (5.70 uM) [23]. La precision
intermedia de las metodologias se expresan términos de repetibilidad y reproducibilidad y se
expresan como el porcentaje de desviacidon estandar relativa (%RSD) de tres determinaciones el
mismo dia y de tres dias diferentes respectivamente. Para ello se emplearon estandares de digoxina
10y 20 uM, la repetibilidad y reproducibilidad de las concentraciones fueron menores al 5% de RSD
para todas las soluciones estandar en las metodologias indicando una precisidon adecuada (Tabla 12)
[89].

Tabla 12. Pardmetros analiticos de metodologia espectrofluorimetrica de analisis de digoxina.

Parametro Valor
Ordenada al origen by * ts(bo) 2.95+5.19
(AU)

Sensibilidad, by * ts(b1), (UA 3.60+0.15
uM)

Intervalo lineal (UM) 5.70-280.00
Limite de deteccidn (uM) 1.90
Limite de cuantificacion (uM) 5.70
Repetibilidad

(%RSD, n=3, 10 uM) 1.2
(%RSD, n=3, 20 uM) 1.6
Reproducibilidad

(%RSD, n=3, 10 uM) 2.2
(%RSD, n=3, 20 uM) 4.4
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La selectividad de la metodologia fue evaluada anadiendo los potenciales interferentes en presencia
de digoxina 20 uM, para ello se seleccionaron moléculas presentes en las formulaciones
farmacéuticas (almidén 20 %, lactosa 50%, y estereato de magnesio 5%). Las moléculas evaluadas
se consideran como interferentes cuando existe una diferencia en la sefial analitica mayor al £5% en
comparacién al estandar evaluado sin interferentes. Los resultados muestran que las moléculas
evaluadas no presentan interferencia en el analisis espectrofluorimétrico de digoxina, sin embargo,
la lactosa presenta la mayor contribucién al sistema (4.6%), esto se atribuye a que la estructura
presenta un sistema 1,2-diol que puede interaccionar con el boronato en la superficie de la
nanoparticula obteniendo una estructura poco estable.

La metodologia desarrollada fue empleada en la determinacion de digoxina en muestras
farmacéuticas (tabletas). La concentracidon de digoxina fue determinada por interpolacion en la
curva de calibrado y los resultados son expresados en pM. Las concentraciones de digoxina
determinadas en las muestras se encuentran la Tabla 13. La exactitud de la metodologia propuesta
fue determinada mediante la comparaciéon de los datos obtenidos mediante la metodologia
espectrofluorimétrica con las concentraciones de digoxina obtenidas con una estrategia HPLC-UV,
empleando una prueba t para dos muestras con varianzas iguales. Los valores obtenidos mediante
la técnica espectrofluorimétrica no presentan diferencia significativa a los obtenidos por HPLC-UV
debido a que el valor de tqi de t de 2.12 es superior al valor de tc,=0.60.

Tabla 13. Concentracidn de digoxina en muestras farmacéuticas

Muestra Metodologia HPLC-UV
espectrofluorimétrica (uM)
UM (%DER) y ug tableta™

1 32.09 (0.40) 250.63 31.69 (2.05)
247.46

2 31.59 (3.62) 246.67 31.42 (0.60)
245.43

3 31.11 (0.64) 242.98 31.21 (1.70)
243.76
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4.4 Conclusiones

Los espectros de emision de las nanoparticulas de AgInS,/ZnS muestran un efecto batocrémico e
hipercromico y un aumento en el rendimiento cuantico en comparacién a las nanoparticulas de
AglInS; como resultado del aumento de tamanfio y pasivacion de la particula por la formacién de una
capa de ZnS sobre el nucleo.

Las nanoparticulas de AgInS,/ZnS no presentan cambios en la intensidad de fluorescencia al
interactuar con la digoxina debido a que la digoxina carece de carga o propiedades redox que
permitan la interaccidn nanoparticula-articulo. Las nanoparticulas de AgInS,/ZnS presentan un
abatimiento de la sefial de emisidén en presencia de acrilamida o 2-tionaftol atribuido a un fenémeno
de transferencia de electron fotoinducida. Las nanoparticulas de AgInS,/ZnS presentan una
recuperacion en la intensidad de emisién al adicionar acrilamida al sistema nanoparticula-2-tionaftol
debido a la formacidn de 3-(2- naftiltiol) propanamida, permitiendo el desarrollo de una estrategia
analitica para la determinacién de acrilamida en muestras alimenticias.

Las nanoparticulas de materiales semiconductores AgInS,/ZnS funcionalizadas con &acido 4-
aminofenil bordnico (80 uM) presentan interaccion con la digoxina, lo cual se observa en la
disminucién de la fluorescencia a 550 nm, lo cual permite el desarrollo de una metodologia analitica.
Asimismo, los pardmetros de desempefio obtenidos de la metodologia espectrofluorimétrica
permite la cuantificacion de digoxina en muestras farmacéuticas.

La determinacién de digoxina en muestras farmacéuticas se realizd mediante una metodologia
espectrofluorimétrica, la cual se basa en la disminucién de la sefial analitica de emision a los 550 nm
de las nanoparticulas de AgInS,/ZnS funcionalizadas con &acido 4-aminofenil bordnico. La
metodologia propuesta presenta LOD de 3.60 uM, asi como repetibilidad y reproducibilidade menor
al 5%, lo cual lo hace competitivo a las estrategias cromatograficas (HPLC-UV).
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