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RESUMEN
Titulo: Estudio vibracional y determinacién de sildenafil mediante Espectroscopia Raman
Amplificada por Efecto de Superficie (SERS)*
Autor: Sergio Miguel Santamaria Parra**
Palabras clave: Sildenafil, Espectroscopia Raman Amplificada por Efecto de Superficie, Teoria
funcional de la densidad, Nanoparticulas de oro, Multivitaminico
Descripcion:

El sildenafil (SDF) es uno de los farmacos mas reportados en la adulteracion de medicamentos y
suplementos comercializados ilegalmente como potenciadores sexuales naturales. Esta
problematica no solo ha generado serias preocupaciones de salud puablica, sino también ha
evidenciado la necesidad de desarrollar nuevos métodos analiticos rapidos, sensibles y eficientes
para la deteccion del SDF en matrices complejas. En este trabajo se presenta un estudio acerca de
las propiedades estructurales y vibracionales del SDF y se establece un procedimiento analitico
para su determinacion mediante la técnica SERS y métodos de la DFT. La optimizacion de la
geometria del SDF y la simulacion de sus espectros Raman y SERS se realiz6 mediante el
funcional B3LYP, empleando el conjunto de base 6-31G(d) para la molécula aislada y el conjunto
mixto (6-31G(d)/Lanl2dz) para los modelos SDF-Aue y SDF-Au1o. Los resultados obtenidos
evidenciaron un alto grado de concordancia entre los datos experimentales y los calculos teoricos,
lo que permitio validar el buen desempefio del método computacional para la descripcion de la
estructura vibracional del SDF. Asimismo, el anlisis del MEP y la comparacion de los espectros
SERS, permitio establecer que la interaccion del SDF con la superficie de nanopilares de oro
(AuNPs) ocurre principalmente a través del atomo de oxigeno (Os) del grupo carbonilo.
Adicionalmente, durante la evaluacion del método SERS, se encontré que la banda ubicada en
1232 cm? exhibio la mejor correlacion lineal entre la intensidad de sefial y el logaritmo de la
concentracion (R?= 0,9714), consolidandose como un marcador analitico confiable para el analisis
de SDF en el rango de 6-100 pM. Ademas, el método SERS permitié identificar las bandas
caracteristicas del SDF en el extracto de multivitaminico fortificado, lo que demuestra la gran
capacidad y potencial del método para la deteccion de SDF en matrices complejas.

*Trabajo de grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: John Jairo Castillo Ledn. Doctor en
Quimica. Codirector: Ciro Eduardo Rozo Correa. Magister en Quimica.
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ABSTRACT
Title: Vibrational Study and Determination of Sildenafil by Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy (SERS)*
Author: Sergio Miguel Santamaria Parra**
Key Words: Sildenafil, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy, Density Functional
Theory, Gold Nanoparticles, Multivitamin
Description:

Sildenafil (SDF) is one of the drugs most frequently reported in the adulteration of medicines and
dietary supplements illegally marketed as natural sexual enhancers. This issue has not only raised
serious public health concerns but has also highlighted the need to develop new rapid, sensitive,
and efficient analytical methods for the detection of SDF in complex matrices. In this work, a study
of the structural and vibrational properties of SDF is presented, and an analytical procedure for its
determination using surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) and density functional theory
(DFT) methods is established. The geometry optimization of SDF and the simulation of its Raman
and SERS spectra were performed using the B3LYP functional, employing the 6-31G(d) basis set
for the isolated molecule and the mixed 6-31G(d)/LanL2DZ basis set for the SDF-Aue and SDF-
Au1o models. The obtained results showed a high degree of agreement between the experimental
data and the theoretical calculations, thereby validating the good performance of the computational
method for describing the vibrational structure of SDF. Likewise, the molecular electrostatic
potential (MEP) analysis and the comparison of the SERS spectra revealed that the interaction of
SDF with the surface of gold nanopillars (AuNPs) occurs predominantly through the oxygen atom
(Os) of the carbonyl group. Additionally, during the evaluation of the SERS method, the band
located at 1232 cm™ exhibited the best linear correlation between the signal intensity and the
logarithm of the concentration (R2 = 0.9714), establishing it as a reliable analytical marker for the
analysis of SDF within the concentration range of 6-100 uM. Furthermore, the SERS method
allowed the identification of the characteristic bands of SDF in the fortified multivitamin extract,
demonstrating the great capability and potential of the method for detecting SDF in complex
matrices.

*Degree Work
**Science Faculty. School of Chemistry. Supervisor: John Jairo Castillo Leon, Ph.D. in
Chemistry. Co-supervisor: Ciro Eduardo Rozo Correa, M.Sc. in Chemistry.
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Introduccién

El sildenafil (SDF), conocido comercialmente como Viagra (citrato de sildenafil), es un
inhibidor selectivo de la enzima fosfodiesterasa tipo 5 (PDE5) ampliamente utilizado para el
tratamiento de la disfuncion eréctil (ED) y la hipertension arterial pulmonar (PAH) (McCabe et
al., 2016). En la actualidad, el SDF es uno de los farmacos méas populares y utilizados a nivel
mundial para el tratamiento de la ED, debido a su alta eficacia, rapida accién y facil administracién
(Goldstein et al., 2018). No obstante, durante los Gltimos afios maltiples investigaciones han
reportado el uso inapropiado y no regulado de SDF en medicamentos falsificados y suplementos
adulterados, los cuales se comercializan de forma ilegal como productos de origen natural para
mejorar el desempefio sexual (INVIMA, 2017). Esta problematica ha generado serias
preocupaciones de salud publica debido a los potenciales riesgos y amenazas que representa el
consumo de este tipo de productos con composiciones y concentraciones desconocidas. Por esta
razon, existe un creciente interés en el desarrollo y la implementacion de nuevos métodos
analiticos que ademas de ser rapidos, sensibles y eficientes, puedan ser aplicados in situ para la

deteccién del SDF en productos farmacéuticos y suplementarios (Lin et al., 2019).

Usualmente, los analisis de SDF han sido realizados mediante una gran variedad de
técnicas analiticas avanzadas de cromatografia, si bien técnicas como GC, HPLC y sus
acoplamientos con espectrometria de masas ofrecen una alta sensibilidad y precision, suelen
requerir instrumentacion costosa, preparacion extensa de muestras, personal especializado y
tiempos de analisis relativamente largos (Castillo et al., 2025). Debido a estas desventajas y
limitaciones, durante los ultimos afios se ha evidenciado un crecimiento continuo en el desarrollo

y la implementacion de nuevas estrategias analiticas basadas en métodos de espectroscopia
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vibracional como la Espectroscopia Raman Amplificada por Efecto de Superficie (SERS). Esta
técnica se ha consolidado como una alternativa atractiva y prometedora para el analisis y deteccion
de farmacos y biomoléculas debido a su excelente desempefio en términos de velocidad,
sensibilidad y eficiencia (Zhao et al., 2017). Asimismo, la técnica SERS se ha destacado por
ofrecer multiples ventajas como una alta especificidad, rapida deteccidn, analisis no destructivo,
minima preparacion de la muestra y capacidad para el analisis in situ mediante instrumentos
portéatiles, lo que la convierten en una herramienta ideal para el analisis de trazas y aplicaciones de

control de calidad (Castillo et al., 2025)

En principio, SERS es una técnica analitica derivada de la espectroscopia Raman
tradicional, cuyos fundamentos béasicos se basan en el fendmeno de dispersion inelastica de la luz
monocromatica que proporciona informacidn acerca de la estructura vibracional de las moléculas.
Esta técnica permite determinar cualitativa y cuantitativamente la presencia de un analito en una
muestra a partir de la identificacion de los patrones de dispersidn caracteristicos de cada molécula,
conocidos como huellas dactilares (Smith y Dent, 2019). No obstante, la dispersion Raman es un
proceso inherentemente débil, por lo que suele considerarse una técnica de baja sensibilidad y
limitada capacidad de deteccion. Para abordar esta limitacion, la técnica SERS utiliza sustratos
metalicos nanoestructurados, generalmente de oro o plata, para producir una amplificacion en la
intensidad de las sefiales Raman de las moléculas adsorbidas o cercanas a su superficie, logrando
incluso factores de mejora del orden de 10° a 10'°(Le Ru et al., 2009). Este efecto de
amplificacion se atribuye principalmente a los efectos de mejora electromagnética producidos por
los plasmones superficiales localizados de los atomos del metal y a los efectos de mejora quimica
generados por la transferencia de carga entre la molécula y la superficie. Estos efectos de mejora

generan una intensificacion de las sefiales Raman, lo que incrementa notablemente la sensibilidad
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de latécnica y permiten la deteccion de analitos a concentraciones muy bajas (Smith y Dent, 2019).

Pese a que la técnica SERS ofrece una alternativa rapida, sensible y eficiente, aun persisten
dificultades relacionadas con la correcta interpretacion de los espectros y la asignacién precisa de
modos vibracionales a cada una de las sefiales (Castillo et al., 2025). Para superar esta limitacién,
diversos estudios han implementado un enfoque tedrico-experimental que utiliza métodos de
quimica computacional, generalmente de la DFT, para complementar los resultados
experimentales mediante la simulacion de espectros vibracionales (Branderburg, 2018). Estos
métodos han demostrado un notable desempefio para la optimizacion de las geometrias
moleculares y el calculo de las frecuencias vibracionales, lo que ha permitido mejorar
significativamente la interpretacion y asignacion de las bandas en los espectros Raman y SERS.
Asimismo, los métodos DFT también han permitido emular sistemas SERS mediante la simulacion
de complejos formados por la molécula de interés y un cluster metalico, lo que ha proporcionado
informacion detallada acerca de la interaccion de la molécula con la superficie metalica y ha
ayudado a dilucidar los mecanismos de mejora responsables de la amplificacion de las sefiales

Raman (Guo et al., 2023).

En este trabajo se presenta un estudio detallado acerca de las propiedades estructurales y
vibracionales del SDF para su deteccion y caracterizacion mediante la técnica SERS y métodos de
la DFT. En primer lugar, se llevd a cabo la optimizacion de la geometria del SDF utilizando el
método computacional B3LYP/6-31G(d), lo que facilité la identificacion del conférmero mas
estable o de menor energia. Posteriormente, se midieron diferentes parametros estructurales de la
geometria optimizada del SDF y los resultados se compararon con los datos experimentales

reportados en la literatura. Luego, se calculd el espectro Raman del SDF usando el mismo nivel
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de teoria, para asi llevar a cabo la asignacion de los modos vibracionales a cada de una de las
sefiales observadas en el espectro Raman experimental. Después, con base a la estructura
optimizada del SDF, se construyd un mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) para
identificar los sitios de interaccion mas probables de la molécula con la superficie metalica. Esta
informacion permiti6 modelar la interaccion del SDF con las AuNPs en condiciones SERS, en
donde se emple6 como modelo dos complejos con clisteres de oro de diferente tamafio (SDF-Aue
y SDF-Au10), los cuales fueron optimizados usando el conjunto de bases mixto 6-31G(d) y
Lanl2dz. Una vez optimizados los complejos, se obtuvieron los espectros SERS tedricos del SDF
simulando la adsorcion de la molécula con los clusteres de oro en los diferentes sitios de
interaccion, cuyos resultados permitieron formular un modelo de adsorcion entre el SDF y la
superficie de AuNPs. Por otro lado, durante la evaluacion del método SERS, se adquirieron los
espectros SERS experimentales del SDF en un rango de concentraciones de 6 a 100M, en donde
el andlisis espectral permitio identificar la sefial mas apropiada y adecuada para el analisis
cualitativo y cuantitativo de SDF. Y, por ultimo, en este estudio se llevo a cabo la determinacion
de SDF en un multivitaminico comercial mediante SERS, lo que permitié evidenciar el potencial
del método SERS para la identificacion y deteccidn cualitativa de SDF en matrices complejas,

incluso en presencia de sustancias y compuestos interferentes.

La novedad de este trabajo radica en el uso combinado del método SERS con AuNPs y
simulaciones de la DFT para estudiar las propiedades estructurales y vibracionales del SDF, asi
como también proporcionar informacion que permita comprender de forma detallada el proceso
de adsorcion o interaccion del SDF con la superficie de AuNPs. Esto con el objetivo de establecer
un procedimiento analitico preciso y confiable para la determinacion y deteccién de SDF en

matrices complejas, como muestras comerciales de farmacos y suplementos. Si bien estudios
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previos han empleado el método SERS para determinar la presencia de SDF en diferentes
productos comerciales (Zhao et al., 2017; Lin et al., 2019), solo unos pocos han implementado el
enfoque combinado SERS-DFT para proporcionar una compresion detalla acerca de las
propiedades estructurales y vibracionales de la molécula, y la formulacion de modelos de adsorcidn
que permiten comprender la interaccién entre el SDF y sustratos nanoestructurados. La
implementacion de este enfoque no solo mejora la comprension del comportamiento vibracional
del SDF bajo condiciones Raman y SERS, sino que también favorece el desarrollo y fabricacion
sistemas de deteccion y controles de calidad mas rapidos y eficientes para la deteccion de SDF en

muestras complejas.

Nuestros hallazgos ofrecen una alternativa rapida, sensible y eficiente para el analisis in
situ de SDF en productos adulterados, convirtiendo la técnica SERS en una herramienta
prometedora para su uso en controles de calidad y vigilancia dentro de la industria farmacéutica y
de suplementos. El procedimiento analitico propuesto en este trabajo puede extenderse a otros
farmacos o compuestos ilicitos presentes en productos falsificados, lo que apoya las iniciativas de
salud publica propuestas por las instituciones gubernamentales de control y vigilancia de alimentos

y medicamentos.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

o Estudiar las propiedades vibracionales del sildenafil y establecer un procedimiento para su

determinacion mediante Espectroscopia Raman Amplificada por Efecto de Superficie (SERS).

1.2 Objetivos especificos

o Determinar los espectros Raman y SERS del sildenafil mediante espectroscopia Raman y
metodos de la DFT.
o Caracterizar los modos vibracionales del sildenafil en los espectros Raman y SERS con el

objetivo de definir las sefiales caracteristicas para su identificacion y deteccion.

o Evaluar el potencial analitico del método SERS para la deteccion de sildenafil en matrices
complejas.
o Determinar la presencia de sildenafil en un multivitaminico comercial mediante el método

SERS.
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2. Estado del arte

Durante los ultimos afios, el sildenafil, uno de los farmacos mas utilizados para el
tratamiento de la disfuncion eréctil, ha despertado un creciente interés en la comunidad cientifica
debido a su presencia y comercializacion ilegal en diversos tipos de productos farmacéuticos y
suplementarios, como medicamentos falsificados y suplementos adulterados. Por esta razén, los
investigadores han estado en la busqueda de nuevos métodos analiticos para su deteccion que
permitan garantizar la seguridad y la salud de los consumidores. Por lo general, los analisis de
sildenafil han sido realizados mediante una gran variedad de técnicas analiticas avanzadas, entre
las cuales se destacan la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC). Estas técnicas han sido empleadas para determinar cualitativa y cuantitativamente la
presencia de sildenafil en distintos tipos de matrices, como productos alimenticios, suplementos

dietéticos y fluidos biologicos.

Uno de los primeros estudios enfocados en la determinacion de sildenafil fue realizado en
el afo 1997 por el grupo de investigacion Clinica Temprana de la empresa farmacéutica Pfizer en
Reino Unido. En este estudio, se desarrolld un sistema de preparacion de muestras de plasma
sanguineo para la determinacion simultanea de sildenafil y su metabolito desmetilado (UK-
103,320) mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Este sistema, conocido como
enriquecimiento automatizado secuencial de trazas de dializados (ASTED), fue aplicado para el
andlisis de multiples muestras de plasma enriquecidas con 1.00, 5.00, 50.0 y 200 ng/ml de
sildenafil y UK-103,320. Los resultados del analisis permitieron evidenciar una elevada
selectividad del método ASTED-HPLC para la deteccion de sildenafil y UK-103,320 en un rango

de concentraciones de 1 a 250ng/mL, obteniendo un porcentaje de inexactitud global entre 3,6 y
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8,4%. Sin embargo, este sistema de preparacion de muestras fue proceso complejo y requirio

tiempos de anélisis prologados (Cooper et al., 1997).

Desde entonces, se han realizado diversos estudios orientados al analisis y deteccion del
sildenafil en diferentes matrices, utilizando distintas técnicas analiticas de cromatografia. En el
afio 2003, Tracqui y Ludes desarrollaron un procedimiento rapido y sencillo para la determinacion
de sildenafil en distintos tipos de fluidos bioldgicos utilizando la técnica de cromatografia liquida
de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS). Este método fue evaluado
utilizando muestras de saliva, sangre y orina extraidas de un voluntario masculino de 38 afios que
ingirio una tableta de 25mg de sildenafil. Los resultados obtenidos mostraron un alto nivel de
especificidad y una excelente sensibilidad del método para la deteccion de este compuesto,
alcanzando un limite de deteccion (LOD) de 0.2 ng/mL y un limite de cuantificacion (LOQ) de

0.5ng/mL en los tres tipos de fluidos (Tracqui y Ludes, 2003).

Afos méas tarde, en 2009, un grupo de investigadores del Centro Nacional de
Envenenamiento de la Universidad de Ciencias de Malasia, desarrollaron un ensayo para la
identificacion de sildenafil y sus analogos (tadalafil y vardenafil) mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). En sus experimentos analizaron un total de 25
muestras de productos alimenticios y preparaciones herbales diferentes, de las cuales 11 muestras
revelaron la presencia de sildenafil y tadalafil en su composicion. Este método demostrd ser
notablemente rapido y sencillo, logrando una separacion cromatografica en solo 6 minutos sin
necesidad de realizar una previa purificacién de la muestra antes del analisis. Ademas, los
resultados evidenciaron una elevada sensibilidad de la técnica GC-MS para el anélisis de estos

farmacos, al obtener un limite de deteccién de 0.4, 1.7 y 1.3ng para el sildenafil, tadalafil y
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vardenafil, respectivamente (Man et al., 2009).

Continuando con investigaciones acerca del andlisis de sildenafil en diferentes tipos de
matrices, en el afio 2016, Mokhtar et al. disefiaron un procedimiento basado en el método de
cromatografia de gases con espectrometria de masas de triple cuadrupolo (GC-QQQMS) para la
determinacion de sildenafil y otros cinco inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 5 (PDE-5)
(dimetilsildenafilo, homosildenafilo, tiosildenafilo, tiodimetilsildenafilo y tiohomosildenafilo) en
suplementos dietéticos. En este trabajo, primero se realiz6 un estudio preliminar para evaluar el
desempefio del método GC-QQQMS en términos de velocidad, sensibilidad y precision, utilizando
dos técnicas de ionizacion diferentes: ionizacion electronica (El) y ionizacion quimica (Cl). Y
después, se implementé esta metodologia para identificar la presencia de sildenafil y sus derivados
en cinco suplementos dietéticos obtenidos a traves de internet en Singapur. Por un lado, en el
estudio preliminar se consiguid realizar una rapida separacion cromatografica de cada uno de los
seis inhibidores con un tiempo de retencion menor a 11 minutos usando ambas técnicas de
ionizacion. Asimismo, se logré obtener un limite de deteccion (LOD) entre 0.03 y 1.50 pg/g, un
limite inferior de cuantificacion (LLOQ) entre 0.10 y 5.00 pg/g, y una precision con una desviacion
estandar media inferior al 15%. Por otro lado, los resultados de las pruebas realizadas a los cinco
suplementos indicaron que tres de las cinco muestras analizadas contenian sildenafil como
componente activo, mientras que las muestras cuatro y cinco tenian tiosildenafil y
tiodimetilsildenafil, respectivamente. Estos resultados permitieron evidenciar un idoneo
rendimiento del método GC-QQQMS para el anélisis de sildenafil y sus derivados en este tipo de

matrices (Mokhtar et al.., 2016).

Aunque los métodos de cromatografia y espectrometria de masas han demostrado un gran
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nivel de sensibilidad y precision, diversos estudios e investigaciones han recalcado la importancia
y necesidad de avanzar en el disefio y desarrollo de nuevos métodos analiticos que ademas de ser
rapidos, econémicos Yy eficientes, puedan ser aplicados in situ para el andlisis y deteccion de
farmacos y biomoléculas. En este sentido, la espectroscopia Raman Amplificada por Efecto de
Superficie (SERS) se ha destacado como una herramienta analitica atractiva y prometedora debido
a su excelente capacidad para determinar selectivamente un analito en una muestra compleja con
un alto nivel de sensibilidad, velocidad y precisién. Todas estas cualidades excepcionales han
impulsado el crecimiento continuo de una gran cantidad de investigaciones cientificas en diversas
areas de ciencia como la quimica analitica, bioguimica, medicina, biotecnologia, ciencias forenses,
entre otras; cuyos resultados han contribuido a la optimizacion de una amplia gama de sistemas de
deteccion y dispositivos de analisis ideales para una gran variedad de aplicaciones en el campo de

la biomedicina y la industria farmacéutica (Le Ru y Etchegoin, 2009).

Hasta el momento se han reportado muy pocas publicaciones con respecto a la
identificacion y el andlisis de sildenafil usando el método SERS. Uno de los primeros trabajos mas
completos acerca de esto fue realizado en el afio 2017 por un grupo de investigadores del Instituto
Tecnologico de Harbin en China. En este trabajo, se desarrollé un procedimiento rapido y sencillo
basado en el método SERS para la determinacion de sildenafil en liquidos nutracedticos utilizando
un sustrato coloidal de nanoparticulas de plata (AgNPs) enriquecido con una sal mineral de yoduro
de potasio (KI). Durante este estudio, primero se llevd a cabo la asignacion de los modos
vibracionales a cada una de las sefiales obtenidas en el espectro Raman y SERS del sildeanfil
usando los resultados generados del calculo de las frecuencias vibracionales de la molécula del
sildenafil en fase gaseosa mediante el método computacional B3LYP y el conjunto de base 6-31G

(d,p). Posteriormente, se realizaron un conjunto de experimentos preliminares para evaluar la
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sensibilidad y reproducibilidad del método SERS en el analisis de sildenafil. Para ello, se utiliz6
una serie de soluciones acuosas de sildenafil con concentraciones entre 10 y 1ug/mL, cuyos
resultados permitieron evidenciar un limite de deteccién de 1ug/mL y una desviacion estandar
media en la repetibilidad del método de 3,77%. Este mismo procedimiento fue utilizado para
determinar la presencia de sildenafil en un liquido nutracedtico (Shengwujian Oral liquid)
contaminado con 1lug/mL de este farmaco, logrando detectar la sefial Raman caracteristica del
sildenafil ubicada a 1233 ¢m™1, demostrando asi el gran potencial del método SERS para la

deteccion in situ y en tiempo real de sildenafil en liquidos nutraceuticos (Hang et al., 2017).

Para el afio 2019, Lin y un grupo de investigadores chinos evaluaron el desempefio del
método SERS para la determinacion de sildenafil en bebidas alcohdlicas utilizando una suspension
coloidal de nanoparticulas de oro (AuNPs), conocida como Opto Trace Raman 202 (OTR 202).
Este método fue evaluado y aplicado a 11 muestras de un coctel enriquecido con sildenafil en un
rango de concentraciones de 10 a 0,1mg/L. Los resultados obtenidos del anlisis permitieron
evidenciar una excelente correlacion lineal entre las intensidades de los picos caracteristicos del
sildenafil (1235, 1401, 1530y 1584 cm™1) y su concentracion, logrando obtener un coeficiente de
determinacion ( R?) promedio de 0,9845 y un limite de deteccion de 0,1mg/L. En general, el
método SERS con mejora de OTR 202 mostrd ser una herramienta analitica rapida, precisa y
sensible para la determinacién cuantitativa de sildenafil en cocteles, demostrando a su vez un gran

potencial para la deteccion de sildenafil en otro tipo de bebidas alcohdlicas (Lin et al., 2019).
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3. Marco teérico

3.1 Sildenafil (Viagra)

El sildenafil, también conocido comercialmente como Viagra (citrato de sildenafil), es un
farmaco ampliamente utilizado para el tratamiento de la disfuncion eréctil (ED). La disfuncion
eréctil es un trastorno sexual masculino que se define como la incapacidad de alcanzar y/o
mantener una ereccidn del pene suficientemente rigida para llevar a cabo una relacion sexual
satisfactoria (McCabe et al., 2016). Las causas de este trastorno suelen atribuirse a problemas
neurologicos, factores psicoldgicos y en la mayoria de los casos enfermedades cardiovasculares.
Diversas investigaciones han evidenciado una estrecha relacion entre la disfuncion erectil y
problemas de salud como la hipertension arterial, la diabetes mellitus, la obesidad, la depresion, la

ansiedad, entre otros (Goldstein et al., 2018).

La ereccidn es un proceso neurovascular complejo que se describe mediante una serie de
etapas coordinadas. La primera etapa de la ereccion consiste en la estimulacion sexual, la cual
puede ser provocada por factores fisicos y/o psicologicos. Esta estimulacion provoca la activacion
del sistema nervioso central y produce impulsos eléctricos en el cerebro que viajan a través de la
médula espinal hacia los nervios cavernosos del pene para promover la liberacion de
neurotransmisores de éxido nitrico (NO) en los cuerpos cavernosos. El 6xido nitrico activa la
enzima guanilato ciclasa que cataliza la produccion de guanosin monofosfato ciclico (cGMP), una
molécula encargada de la regulacion del flujo sanguineo hacia los cuerpos cavernosos del pene. El
aumento de la concentracion de cGMP produce la vasodilacion de las arterias internas del pene

mediante la relajacion del masculo liso, lo que provoca un aumento del flujo sanguineo hacia los
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cuerpos cavernosos que hace que el tejido eréctil del pene se expanda y comprima las arterias
internas encargadas del drenaje de la sangre, lo que facilita la acumulacidn de sangre en los cuerpos
cavernosos y permite no solo alcanzar sino también mantener la ereccién. Finalmente, cuando
ocurre la eyaculacion o la estimulacion sexual disminuye, los niveles de cGMP descienden debido
a la accién de la enzima fosfodiesterasa tipo 5 (PDES5), encargada de catalizar la reaccion de
descomposicién del cGMP. La disminucién de la concentracion de cGMP en el cuerpo cavernoso
genera la contraccion del musculo liso de las arterias, lo que reduce el flujo de entrada de sangre

y aumenta el flujo de salida, provocando que el pene regrese a su estado normal (Li et al., 2010).

Los primeros tratamientos para la disfuncion eréctil fueron introducidos en la década de
1970, los cuales consistian principalmente en asesoramientos psicologicos y procedimientos
quirurgicos como implantes de pene, revascularizacion del pene, protesis de silicona y dispositivos
de constriccion por vacio. Posteriormente, en el afio 1983, el Dr. Giles Brindley desarrollé un
método novedoso basado en inyecciones intracarvenosas de compuestos farmacoldgicos que
provocaban la ereccion del pene mediante la relajacién del musculo liso de las arterias, tales como
la fenoxibenzamina, la timoxamina, el verapamilo, la papaverina, entre otros (Goldstein, 2012).
Este gran avance fue considerado el punto de partida para el desarrollo de nuevos tratamientos
médicos mas seguros, eficaces y accesibles para el tratamiento de la disfuncidn eréctil. Afios méas
tarde, en 1989, el grupo de investigacion y desarrollo cardiovascular de empresa farmacéutica
Pfizer, reportd el descubrimiento de un farmaco vasodilatador que inhibia selectivamente la
enzima PDE5. Este compuesto fue llamado inicialmente UK-92,480 y tiempo después seria
conocido como citrato de sildenafil. En principio, el objetivo inicial de los investigadores estaba

centrado en la creacion de un tratamiento para la angina de pecho que produjese la vasodilatacion
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de las arterias coronarias mediante la inhibicion de la enzima PDES. Sin embargo, los resultados
de las pruebas preclinicas realizadas a pacientes masculinos con dosis controladas de sildenafil,
mostraron un efecto clinicamente despreciable sobre el problema de la angina. No obstante,
algunos de los pacientes que recibieron dosis de 50 y 75mg, informaron haber experimentado
erecciones espontaneas como efecto secundario (Goldstein et al., 2018). Este descubrimiento
inesperado marcaria el inicio de una nueva era en el campo de la medicina sexual, que conduciria

al desarrollo del primer tratamiento oral, seguro y efectivo contra la disfuncién eréctil.

Para que el sildenafil fuese aprobado legalmente, se requirieron alrededor de ocho afios de
investigaciones y una gran cantidad de pruebas y estudios clinicos que permitieron respaldar y
garantizar la efectividad y seguridad del farmaco. De este modo, en el afio 1998, tanto la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de EE.UU. como la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA), autorizaron el uso y la comercializacion del sildenafil (Viagra) como
tratamiento oral para la disfuncion eréctil (Goldstein et al., 2018). La aceptacion del Viagra en la
sociedad fue un proceso progresivo que necesito de grandes esfuerzos de investigacion académica
y profesional para concientizar a los médicos y pacientes sobre este problema de salud publica.
Las preocupaciones iniciales que existian por los supuestos efectos secundarios cardiovasculares
fueron desapareciendo con el tiempo a causa de la extensa evidencia recolectada en multiples
estudios clinicos que desvinculan la relacién del consumo de sildenafil con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. Pese a ello, actualmente los médicos no recomiendan que aquellos
pacientes con antecedentes cardiovasculares utilicen sildenafil debido al potencial riesgo de
interaccion con los farmacos usados para el tratamiento de estas enfermedades, los cuales en su

mayoria estadn compuestos de donantes de éxido nitrico o nitratos que al reaccionar con sildenafil
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pueden provocar efectos adversos sobre la salud (Goldstein et al., 2018).

Segun la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), el sildenafil se
describe  quimicamente como  1-[[3-(6,7-dihidro-1-metil-7-oxo0-3-propil-1H-pirazolo[4,3-
d]pirimidin-5-il)-4-etoxifenil]sulfonil]-4-metilpiperazina y presenta la siguiente estructura
quimica:

Figura 1

Estructura del sildenafil C22H30N604S.

Nota. Adaptado de National Center for Biotechnology Information, 2024.

La estructura del sildenafil contiene varios grupos funcionales importantes, dentro de los
cuales se destacan: un sistema de dos anillos fusionados denominado pirazolopirimidinona, un
anillo de piperazina, un grupo sulfonilo (—S0,—) y un grupo 4-etoxifenilo (Castillo, 2024). Este
farmaco provoca la inhibicion selectiva de la enzima fosfodiesterasa tipo 5 (PDES) para promover
el aumento de los niveles de guanosin monofosfato ciclico (cGMP) en los cuerpos cavernosos del
pene, lo que produce la vasodilacion de las arterias internas e incrementa el flujo sanguineo hacia
los cuerpos cavernosos, logrando asi alcanzar y mantener la ereccién (Goldstein et al., 2018). A
diferencia de otros tratamientos para la disfuncion eréctil, el sildenafil solo es efectivo con una

previa estimulacion sexual que promueva la liberacion de NO en los cuerpos cavernosos. Este



ESTUDIO DE SILDENAFIL MEDIANTE SERS 27

medicamento es comercializado usualmente en tabletas de color azul en forma de diamante con
concentraciones de 25, 50 y 100mg. Los efectos secundarios mas comunes por el uso de sildenafil
son cefalea, sofocos, alteraciones visuales, congestion nasal, mialgia, nduseas, enrojecimiento
facial, mareos, entre otros (U.S. Food and Drug Administration, 2017). En la mayoria de paises,
este medicamento solo puede ser adquirido con la autorizacién de un profesional mediante una
prescripcion médica, dado que el consumo inapropiado y no regulado puede poner en riesgo la
salud de los consumidores. Durante la Gltima década, se ha reportado un gran incremento en la
produccion y comercializacion ilegal de sildenafil en diversos productos farmacéuticos y
suplementarios que incumplen con los estandares de calidad y seguridad establecidos por las
instituciones de control. En el afio 2017, el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos (INVIMA), informo el hallazgo de diversos productos fraudulentos promocionados
como potenciadores sexuales naturales, los cuales no contaban con el respectivo registro sanitario
Invima y, ademas, contenian sustancias no declaradas en su etiqueta como sildenafil y tadalafil.
La comercializacion de este tipo de productos en Colombia es ilegal, y por esta razon, el INVIMA
publica frecuentemente informes de seguridad y alertas sanitarias con el objetivo de advertir a la
comunidad sobre los peligros y riesgos a la salud asociados al consumo de estos productos

(INVIMA, 2017).

3.2 Espectroscopia Raman

La Espectroscopia Raman es una técnica espectroscopica usada en quimica analitica para
estudiar la estructura vibracional de las moléculas mediante el anlisis de la radiacién dispersada.
Esta técnica permite determinar cualitativa y cuantitativamente la presencia de un analito en una

muestra a partir de la identificacion de los patrones de dispersion caracteristicos en un espectro,
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conocidos como huellas dactilares. La espectroscopia Raman se basa en el fendmeno de dispersién
inelastica de luz, més conocido como dispersion Raman. Este fendémeno fue propuesto
inicialmente en el afio 1923 por A. Smekal y fue observado por primera vez en un laboratorio por

C.V. Raman y K.S. Krishnan en 1928 (Smith y Dent, 2019).

Durante el proceso de dispersion de la luz, los fotones interactian con la molécula
provocando la polarizacion de la nube de electrones alrededor de los nicleos que crea un estado
inestable, denominado estado virtual. En este estado, la molécula perdura un lapso de tiempo muy
corto y el foton incidente vuelve a irradiarse rapidamente mediante dos tipos de dispersion:
dispersion elastica y dispersion inelastica. La dispersion elastica, mas conocida como dispersion
de Rayleigh, se produce cuando la nube de electrones polarizada regresa a su posicion inicial y los
fotones se dispersan con la misma frecuencia de los fotones incidentes. La dispersion de Rayleigh
es el tipo de dispersion mas comun y dominante, sin embargo, esta no proporciona informacion
acerca de la estructura vibracional de las moléculas. Por otro lado, en la dispersion inelastica o
dispersion Raman, los fotones son dispersados con una frecuencia diferente a la frecuencia de los
fotones incidentes. Esto sucede debido a que durante el proceso de dispersion no solo se polariza
la nube de electrones, sino que también se produce un movimiento nuclear que provoca la
transferencia de energia del foton incidente a la molécula o de la molécula al fotén dispersado.
Esta diferencia de energia entre el foton incidente y el fotdn dispersado, conocida como
corrimiento Raman, es la que nos brinda informacion sobre los estados vibracionales de las
moléculas. En general, la dispersién Raman es un proceso inherentemente débil en comparacion
con la dispersién Rayleigh, debido a que solo 1 de cada 10°- 108 fotones que se dispersan son

dispersados de manera inelastica, y por esta razon, la espectroscopia Raman suele considerarse
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una técnica de baja sensibilidad y limitada capacidad de deteccion (Smith y Dent, 2019).

De acuerdo con la forma en la que ocurre la transferencia de la energia entre la molécula 'y
el fotdn, la dispersion Raman se divide en dos tipos: Raman Stokes y Raman anti-Stokes. La
dispersion Stokes se produce cuando la energia se transfiere del foton incidente a la molécula, por
lo que el foton dispersado presenta una menor energia con respecto a la energia del fotdn incidente.
Por otra parte, en la dispersion anti-Stokes la molécula transfiere la energia al foton dispersado, y,
por lo tanto, el foton dispersado tiene una mayor energia con respecto al fotdn incidente. La figura
2 ilustra un diagrama de energia que describe los procesos de dispersion Rayleigh y Raman, donde
“m” es el nivel vibracional mas bajo del estado electronico fundamental y “n” es un nivel
vibracional excitado del estado fundamental (Smith y Dent, 2019).

Figura 2

Diagrama de los procesos de dispersion Rayleigh y Raman.

States of an excited
electronic state

Virtual states

N

Energy

Excited vibrational level
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3 Lowest vibrational level of
Raman Rayleich ~ Raman anti- ground electronic state m
Stokes Stokes

Nota. Adaptado de Smith, E., y Dent, G. (2019).

En la dispersion Stokes, las moléculas que encuentran en el estado vibracional fundamental
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m pueden absorber energia del foton incidente para ser transferidas a un estado vibracional
excitado de mayor energia n. En cambio, en la dispersion anti-Stokes, debido a la energia térmica
algunas moléculas pueden encontrarse inicialmente en un estado vibracional excitado n'y transferir
parte de su energia al foton dispersado para ser promovidas al estado fundamental de menor
energia m. Por lo general, la dispersién Stokes es un proceso mas dominante en comparacion con
la dispersion anti-Stokes debido a que a temperatura ambiente la mayoria de las moléculas se
encuentran en el estado fundamental m. No obstante, segun la ecuacion de Boltzmann, el aumento
de la temperatura del sistema provoca un incremento de la poblacion de las moléculas en los
estados excitados, de modo que la probabilidad de que ocurra la dispersion anti-Stokes también

aumenta.

Al igual que la espectroscopia Raman, la espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica que
proporciona informacion acerca de la estructura vibracional de las moléculas. Sin embargo, la
principal diferencia entre ambas técnicas radica en el fendmeno fisico implicado y en la fuente de
radiacion utilizada para provocar la transicion vibracional. Por un lado, la espectroscopia infrarroja
se basa en el fendmeno de absorcién de la luz y emplea una fuente de luz infrarroja en un rango
de frecuencias especifico para producir la transicion directa desde el estado fundamental a los
diferentes estados vibracionales excitados. Para ello, es necesario que la energia de los fotones
incidentes coincida con la diferencia de energia entre el estado fundamental y los estados
excitados. Por el contrario, la espectroscopia Raman se fundamenta en el fendmeno de dispersion
de la luz y utiliza una fuente de radiacion monocromatica, generalmente un laser, para promover
la transicion vibracional de manera indirecta mediante los procesos de dispersion Stokes y anti-

Stokes. En este caso, la energia de los estados vibracionales se determina como la diferencia de
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energia entre el foton incidente y el foton dispersado. Por lo tanto, a diferencia de la espectroscopia
infrarroja, en la espectroscopia Raman no es necesario que los fotones incidentes coincidan con la
diferencia de energia entre el estado fundamental y los estados vibracionales excitados (Smith y

Dent, 2019).

La espectroscopia IR y Raman suelen ser consideradas técnicas complementarias ya que al
utilizarlas de manera conjunta permiten caracterizar de manera completa y detallada todos los
modos vibracionales de una molécula, tanto vibraciones simétricas como asimétricas. Los modos
vibracionales son las diferentes formas en las que los atomos de una molécula pueden vibrar. El
numero total de modos vibracionales de una molécula depende directamente del nimero de atomos
N y los grados de libertad vibracionales. Para las moléculas no lineales el nimero total de grados
de libertad vibracionales, y, por lo tanto, el nimero de modos vibracionales es igual a 3N — 6,
mientras que para las moléculas lineales es 3N-5. Los modos vibracionales pueden dividirse en
dos tipos: vibraciones de tension y vibraciones de flexion. En primer lugar, las vibraciones de
tension se caracterizan por un alargamiento y acortamiento de distancia interatdmica del enlace
entre dos atomos. Existen dos modos vibracionales de tension: estiramiento simeétrico (vg) y
estiramiento asimétrico (v,s). Por otra parte, las vibraciones de flexion son aquellas vibraciones
que implican un cambio en el angulo formado entre dos enlaces. En este caso, existen cuatro
modos vibracionales de flexion: tijereteo (s), balanceo (p), aleteo (w) y de torsidn (), los cuales se
diferencian entre si por la direccion y simetria del movimiento vibratorio. Los modos de tijereteo
y balanceo ocurren en el mismo plano que contiene los &tomos implicados en la vibracion, en
cambio los modos de aleteo y de torsidn tienen lugar fuera del plano. Asi mismo, los modos de

tijereteo y aleteo presentan movimiento simétrico, mientras que los modos de balanceo y de torsion
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exhiben un movimiento asimétrico.

Comunmente, cuando se comparan los espectros IR y Raman de una molécula suelen
observarse patrones muy diferentes debido a que no todos los modos de vibracion presentan la
misma sensibilidad a cada una de las técnicas. En algunos casos, puede ser que un modo
vibracional sea méas intenso y activo en el espectro IR que en el espectro Raman, 0 viceversa,
aunque también es posible que sea activo en ambos espectros. La actividad de un modo vibracional
depende principalmente de la naturaleza y simetria de la vibracion. Existe una regla basica para
diferenciar la actividad de un modo vibracional basada en los cambios del momento dipolar y la
polarizabilidad de la molécula. Por un lado, los modos vibracionales que producen un cambio en
el momento dipolar de la molécula suelen ser méas activos en IR, mientras que aquellos que
provocan un cambio en la polarizabilidad son mas activos en Raman. Por lo general, las
vibraciones asimétricas inducen cambios en el momento dipolar, y, por lo tanto, suelen ser mas
intensas en IR. En cambio, las vibraciones simétricas tienden a producir cambios en la

polarizabilidad, y, por ende, son méas activas en Raman (Smith y Dent, 2019).

3.2.1 Espectroscopia Raman Amplificada por Efecto de Superficie (SERS)

Durante las Gltimas décadas, los investigadores han desarrollado una gran variedad de
métodos enfocados en mejorar la sensibilidad y selectividad de la espectroscopia Raman. Uno de
los métodos mas destacados y utilizados es la espectroscopia Raman Amplifica por Efecto de
Superficie, mas conocido por sus siglas en inglés, como SERS (Surface Enhanced Raman
Spectroscopy). De acuerdo con la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), el

SERS es un fendmeno que provoca un incremento en la intensidad de las sefiales de dispersion
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Raman de moléculas que se encuentran a distancias nanométricas de un sustrato metalico, como
por ejemplo una superficie rugosa, una suspension coloidal y/o una solucién de nanoparticulas.
Por lo general, esta técnica utiliza una superficie metalica rugosa, normalmente de oro (Au) o plata
(Ag), sobre la cual se deposita la muestra de interés para asi mejorar significativamente la
intensidad de las sefiales Raman en varios ordenes de magnitud, que pueden variar desde 10° a

1015 (Smith y Dent, 2019).

Este fendmeno fue observado por primera vez en el afio 1974 por Martin Fleischman,
Patrick J. Hendra y A. James McQuillan, mientras estudiaban reacciones de oxidacion-reduccion
de la piridina con un electrodo de plata rugoso. En sus investigaciones reportaron un fuerte
incremento en la intensidad de las sefiales Raman de la piridina adsorbida al electrodo, obteniendo
factores de mejora incluso del orden de 10°. En principio, los investigadores consideraban que
este efecto se debia principalmente a que la rugosidad del electrodo producia un aumento de su
area superficial, y, por lo tanto, permitia la adsorcion de mas moléculas de piridina sobre su
superficie, lo que causaba una mayor intensidad de la dispersion Raman. Sin embargo,
investigaciones posteriores evidenciaron que el factor de mejora asociado a la rugosidad del
electrodo era menor que un factor de 10, por lo que se dedujo que el incremento de la dispersion

Raman se debia a algo mas que al aumento del area superficial (Smith y Dent, 2019).

Desde el descubrimiento de este fendmeno, los cientificos han propuesto una gran variedad
de teorias para tratar de explicar el efecto de mejora del SERS. En la actualidad, aun persiste el
debate acerca del principio basico que causa este efecto, por lo que su explicacion continla siendo

un campo de investigacion activo. Sin embargo, existe un consenso alrededor de dos teorias
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diferentes que explican el efecto de mejora de manera l6gica y razonable, las cuales estan
respaldadas por una extensa cantidad de estudios e investigaciones cientificas. Una de estas teorias
estd sustentada en la teoria electromagnética, mientras que la otra se fundamenta en la teoria
quimica. Por un lado, la teoria electromagnética establece que el efecto SERS es provocado por la
interaccion de las moléculas del analito con las oscilaciones colectivas de los electrones en la
superficie del metal, denominadas plasmones de superficie. En esta teoria, la radiacion
electromagnética interactia con los electrones libres de la superficie metal para inducir la
excitacion de los plasmones de superficie. Para ello, es necesario que la frecuencia del laser
incidente coincida con la frecuencia de oscilacion del plasmén, es decir, que ocurra el fenémeno
de resonancia plasmoénica superficial localizada (LSPR). De este modo, la excitacion de los
plasmones genera un extremado incremento del campo eléctrico local en ciertos puntos o regiones
de la superficie, mas conocidos como puntos calientes, los cuales se forman en los espacios entre
las particulas muy proximas entre si. Como resultado, las moléculas que se encuentran adsorbidas
0 cercanas a la superficie experimentan campos eléctricos intensos que producen la polarizacion
de su nube de electrones, y, en consecuencia, exhiben una mayor dispersion Raman (Smith y Dent,

2019).

Por otra parte, la teoria quimica plantea que el aumento de la dispersion Raman es
provocado por la formacién de un enlace quimico entre el analito y la superficie metalica. En este
caso, las moléculas del analito crean un complejo superficial con los atomos del metal que genera
un cambio en la polarizabilidad de las moléculas en la superficie, dando como resultado una
amplificacion de las sefiales Raman. La naturaleza y la intensidad del enlace quimico formado

depende directamente del analito y de la superficie utilizada, por lo que el factor de mejora quimica
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es diferente para cada tipo de sustancia. El principio basico que fundamenta el mecanismo de
mejora quimica consiste en un proceso de transferencia de carga entre el analito y el metal. Cuando
el analito se adsorbe sobre la superficie se produce una interaccion entre el nivel de energia de
Fermi del metal y los niveles de energia HOMO y LUMO del analito que promueve la transicion
de electrones y facilita la transferencia de carga a través de ellos. Esta transferencia de carga
modifica la distribucidn de los electrones en la superficie y provoca un cambio en la polarizabilidad
de las moléculas, lo que genera el incremento de la dispersion Raman. Dependiendo de los niveles
de energia y el potencial del electrodo, la transferencia de carga puede ocurrir tanto del metal al
analito como del analito al metal, promoviendo de igual manera el cambio de la polarizabilidad y
la amplificacion de las sefiales Raman. Aungue el mecanismo de mejora quimica contribuye
significativamente al incremento de la dispersion Raman, diversos estudios han demostrado que la
mejora electromagnética es el mecanismo predominante durante el proceso de mejora del SERS

(Smith y Dent, 2019).

Durante los ultimos afios, el método SERS se ha destacado como una herramienta analitica
atractiva y prometedora para el analisis y deteccion de una extensa variedad de moléculas debido
a su excelente capacidad para determinar selectivamente pequefias cantidades de un analito en una
muestra compleja con un alto nivel de sensibilidad y precision. No obstante, este método presenta
diversas limitaciones a nivel practico que pueden afectar el desempefio de los experimentos, y, por
consiguiente, empeorar la calidad de los resultados. Uno de los principales desafios es el complejo
control de las variables del sistema en los experimentos, las cuales deben mantener estables para
evitar reducir notablemente la reproducibilidad y precision de la técnica. Por lo tanto, para

garantizar un rendimiento eficiente no solo es necesario seleccionar una superficie adecuadamente
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rugosa de un metal apropiado, sino también asegurar que el analito se adsorba de manera efectiva
sobre la superficie del metal (Smith y Dent, 2019). De esta manera, es posible disminuir la
variacion de los resultados y obtener datos méas precisos, sensibles y reproducibles. Esta técnica
ha sido aplicada de forma exitosa en diversas areas de ciencia como la quimica analitica,
bioquimica, medicina, biotecnologia, ciencias forenses, entre otras. Una de las aplicaciones mas
comunes es el analisis de trazas de sustancias quimicas como medicamentos, drogas, explosivos,
colorantes y fluidos bioldgicos. Estos andlisis incluyen una serie procedimientos Utiles para
detectar, identificar y cuantificar de forma precisa la presencia de este grupo de sustancias en

distintos tipos de matrices (Le Ru y Etchegoin, 2009).

3.3 Teoria funcional de la densidad (DFT)

La teoria funcional de la densidad (DFT) es un enfoque computacional utilizado en fisica,
guimica y ciencia de los materiales para estudiar la estructura electronica de la materia. Los
métodos de estructura electronica son una herramienta Gtil para el experimento, debido a que
proporcionan informacion esencial para la compresion y prediccién de las propiedades y la
reactividad quimica de sistemas de muchos electrones. Esta teoria permite determinar propiedades
elementales como la estructura electronica, orbitales moleculares, energias de ionizacion,
frecuencias vibracionales, interacciones intermoleculares, entre otras. La teoria funcional de
densidad utiliza una funcion de densidad electrénica p(r) como variable basica, en lugar de la
compleja funcién de onda de muchos electrones W( x4, x4, ... xy) Y la ecuacion de Schrodinger
asociada (HY = EW). Esto permite simplificar en gran medida el problema electrénico de muchos
cuerpos, dado que la densidad electrénica depende solo de 3 variables espaciales (X,y,z), mientras

que la funcion de onda depende de 3N variables espaciales, donde “N” es el niumero total de
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electrones del sistema (Orio et al., 2009). La densidad electronica p(r) de un estado dado se define

como el nimero de electrones por unidad de volumen y se representan en funciéon de ¥ como:

p(r) =N [ .. [IP(x1, %z . xy)|2dxq, dxy, ... dxy (1)

Donde el niamero total de electrones en un &tomo “N”, puede obtenerse integrando la

densidad electrdnica,

N =N[p()] = [p@)dr 2)

Utilizando esta teoria es posible determinar todas las propiedades electronicas del estado
fundamental de un sistema de atomos o moléculas, a través de funcionales que dependen de la
densidad electronica. Las primeras ideas acerca de la existencia de estos funcionales se originaron
a finales de la década de 1920, con los modelos estadisticos de Thomas y Fermi. Sin embargo, fue
en el afio 1964, cuando Hohenberg y Kohn (HK) establecieron dos teoremas fundamentales para
dar inicio al desarrollo de lo que hoy en dia se conoce como la teoria funcional de la densidad
(Hohenberg & Kohn, 1964). El primer teorema de HK establece que la densidad electronica p(r),
determina el potencial externo v(r), y, por lo tanto, también determina el hamiltoniano y la funcién
de onda electronica del estado fundamental, lo que permite calcular todas las propiedades del
sistema como la energia cinética T (p), la energia potencial V(p) y la energia total E (p). De este

modo, la energia total E,, puede expresarse en funcion de la densidad electrénica, como:
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E,[p] = T[p] + Vpelp] + Ve [p] (3)

= [ p(r) v(r) dr + Fyk|[p] (4)

Donde Fy[p] es el funcional universal de Hohenberg-Kohn (independiente del potencial
externo) que contiene las contribuciones de la energia cinética T[p], la energia de repulsion

electrén-electrdn J[p] y la energia de intercambio y correlacion electronica E,..[p].

Fuklp] = Tlpl + Veelp] = Tlp]l + J[p] + Exc[p] 5)

Por otro lado, el segundo teorema de HK es una reformulacion del principio variacional
para la energia del estado fundamental en términos de la densidad electronica. Este teorema
establece que para una densidad de prueba p(r), tal que p(r) =0y [ #(r) dr = N, se cumple

que,

EO = Ev [ﬁ] (6)

Donde E, es la energia exacta del estado fundamental y E, [p] es la energia calculada con
la densidad de prueba p(r) en el funcional de la energia total. De modo que, la densidad
electronica del estado fundamental p, () es aquella que minimiza el funcional de la energia total

E,[pl, y, por lo tanto, satisface la ecuacion de Euler-Lagrange (principio estacionario):

SEy[p] _ (T') + SFyk(p] (7)

H=%m ¥ sp(r)



ESTUDIO DE SILDENAFIL MEDIANTE SERS 39

Donde u es un multiplicador de Lagrange denominado potencial quimico. Esta expresion
es considerada una ecuacion analoga a la ecuacion de Schrddinger independiente del tiempo, con
la cual es posible determinar la estructura electronica de un sistema de muchos electrones (Parr y
Yang, 1994). Una de las contribuciones méas importantes al problema variacional de minimizar la
energia del funcional E,[p], fue el desarrollo de ecuaciones de Kohn-Sham (KS) en 1965. Estas
ecuaciones son similares a las ecuaciones clasicas Hartree-Fock (HF), sin embargo, KS consideran
tanto efectos de intercambio como de correlacion electronica. Las ecuaciones de KS permiten
simplificar el problema de describir el movimiento de muchos electrones que interacttan bajo un
potencial externo estatico v(r), al considerar un sistema de electrones que no interactlian y se
mueven en un potencial efectivo v, .. De este modo, el gran problema de describir la estructura
electronica de un sistema de N electrones se reduce a solucionar un conjunto de N ecuaciones de

un solo electron.

1
[—EVZ + veff] Pi = &P (8)

Donde ¢; son las N-funciones de onda del hamiltoniano de un electrén A, con las que se
construye el determinante de la funcion de onda del estado fundamental Wo. Por otra parte, el

término v, es el potencial efectivo que incluye las contribuciones del potencial externo, las

interacciones electron-electrén y los efectos de intercambio y correlacion electronica.

8J[pl SEyxc[p]
= B _— 9
Verr(r) = v(r) + 5p(r) + 5000 9)
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= v(r) + [ 22 dr 4 Ve (1) (10)

En donde la densidad electrdnica total p(r) se define en términos de N orbitales ¢;,

como:

p(r) = Zf Xsloi(r, )| (11)

Las ecuaciones de KS son un conjunto de ecuaciones no lineales que deben resolverse de
manera autoconsistente, debido a que el v, depende de la p(r), la cual a su vez depende de las
funciones propias ¢;. Para ello, primero se realiza una estimacion inicial de la p(r) usando la base
seleccionada, luego, se construye el v,qr experimentado por los electrones, y, por ultimo, se
resuelven las ecuaciones KS para encontrar un conjunto de funciones de un electron ¢;, con las
cuales se calcula una nueva p(r) y se vuelve a repetir el procedimiento hasta alcanzar la

convergencia (Parr y Yang, 1994).

A pesar de que las ecuaciones de KS ofrecen una descripcion exacta de la energia cinética
del sistema T[p], aln existen grandes dificultades para la determinacion precisa del funcional de
intercambio y correlacion electronica E,.[p]. Debido a esto, los investigadores han desarrollado
una gran variedad de funcionales de intercambio y correlacion alternativos, basados
principalmente en la aproximacion de densidad local (LDA) y la aproximacion de gradiente
generalizado (GGA). La LDA es un tipo de aproximacion basada en el modelo del gas de

electrones uniforme, el cual considera que la densidad electronica es la misma en todos los puntos
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del espacio. De este modo, el funcional de la energia de intercambio y correlacion E,..[p] puede

expresarse como una funcion que depende solamente de la densidad electrénica p(r),

Ex4lp] = [p(r) € (p)dr (12)

Donde €, es la energia de intercambio y correlacidn por particula de un gas de electrones
uniforme de densidad p(r). Por otro lado, la GGA es otro tipo de aproximacion al funcional E, .[p],
la cual, a diferencia de la LDA, considera no solo el valor de la densidad electrénica p(r) en cada
punto, sino también el valor de su gradiente Vp(r), permitiendo asi una mejor descripcion de la

distribucién real (no homogénea) de los electrones en los atomos y las moléculas.

ESEAp] = [ f(p(r), Vp(r))dr (13)

La incorporacion de estas aproximaciones ha contribuido al desarrollo de una gran cantidad
de enfoques més elaborados y precisos, como los funcionales hibridos o funcionales meta-GGA.
Actualmente, se dispone de una amplia variedad de aproximaciones que han servido de referencia
para el desarrollo de métodos mas precisos, como los funcionales PBE, B97, BLYP, BP89, TPSS,
entre otros. Estudios han demostrado que los funcionales GGA presentan un rendimiento razonable
en la determinacion de geometrias en equilibrio, energias totales y frecuencias vibracionales para
una amplia variedad de sistemas quimicos de tamafio medio (=100-200 atomos). Sin embargo, a
pesar de su buen desempefio, aun se requiere el desarrollo de nuevos funcionales que permitan la

descripcion exacta de los efectos de intercambio y correlacion, asi como el tratamiento de las
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interacciones intermoleculares e intramoleculares y las limitaciones asociadas a las bases utilizadas

en los célculos SCF (Orio et al., 2009).

4. Metodologia

4.1 Etapa 1: Determinacion de espectros Raman y SERS del sildenafil

4.1.1 Analisis estructural de la geometria optimizada del sildenafil mediante DFT

En primer lugar, para la simulacion de los espectros Raman y SERS tedricos, primero se
Ilevo a cabo la optimizacion de la geometria de la molécula del SDF en fase gaseosa utilizando la
DFT con el funcional B3LYP y el conjunto de base estandar 6-31G(d). Posteriormente, mediante
el uso del programa GaussView 6.0 (Dennington et al., 2019), se midieron diferentes parametros
estructurales de la geometria optimizada del SDF, tales como las distancias de enlace, los angulos
de enlace y los angulos diedros, y los resultados se compararon con los datos experimentales
reportados en la literatura obtenidos mediante difraccion de rayos X (Barbas et al., 2018). Luego,
empleando el software de modelamiento molecular VMD (Visual Molecular Dynamics)
(Humphrey et al., 1996), se construy6 un mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) de la
estructura optimizada del SDF para identificar los sitios de interaccion mas probables de la

molécula con la superficie metalica.

4.1.2 Simulacion de espectros tedricos Raman y SERS del sildenafil

Ahora bien, a partir de la estructura optimizada, primero se procedio a calcular el espectro
Raman del SDF mediante el célculo de las frecuencias vibracionales utilizando el funcional
B3LYP y el conjunto de base 6-31G(d). Posteriormente, para la simulacién del espectro SERS del

SDF, se construyeron dos complejos molécula — clister usando clisteres de oro de diferente
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tamafio (SDF-Aus y SDF-Au10) con el fin de simular la interaccion del SDF con la superficie de
nanopilares de oro (AuNPs). Para ello, cada cluster (Aue y Au10) fue ubicado inicialmente cerca a
los diferentes sitios de interaccion méas probables de la molécula identificados previamente en el
MEP, proponiéndose asi dos geometrias iniciales para cada posible sitio de interaccion de la
molécula. Esta estrategia permitié evaluar y predecir las posibles interacciones u orientaciones de
la molécula sobre la superficie metalica, y, ademas, analizar el efecto del tamafio del clister sobre
el rendimiento del método computacional para la simulacién de espectros SERS. Luego, se
procedid a realizar la optimizacién de cada uno de los complejos propuestos, y una vez obtenidas
las geometrias optimizadas, se calcularon las frecuencias vibracionales utilizando el funcional
B3LYP con el conjunto de base mixto 6-31G(d)/Lanl2dz. En este caso, el potencial de nucleo
efectivo Lanl2dz fue empleado para los atomos de oro con el fin de incorporar los efectos
relativistas asociados a los centros metalicos, mientras que el conjunto de base 6-31G(d) se utilizé
para describir los electrones de valencia de los &tomos no metalicos presentes en la molécula de
SDF. Asimismo, con el objetivo de compensar las desviaciones sistematicas ocasionados por el
método computacional y mejorar la concordancia entre los espectros tedricos y experimentales,
todas las frecuencias calculadas fueron corregidas aplicando un factor de escala 0,9896 y 0,9880
para los espectros Raman y SERS, respectivamente. Por ultimo, tanto la optimizacion de las
geometrias como la simulacion de los espectros Raman y SERS fueron realizados utilizando de

software Gaussian 09 (Frisch et al., 2009)

4.1.3 Adquisicion de espectros experimentales Raman y SERS del sildenafil

Posteriormente, se llevd a cabo la adquisicion de los espectros experimentales Raman y
SERS utilizando una solucion stock de sildenafil de 1mg/mL en metanol obtenida de la empresa

Sigma-Aldrich Corp. Para ello, tanto el espectro Raman como el espectro SERS se registraron en
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un rango espectral de 700 a 2000 cm™ usando un laser con una longitud de onda de excitacion de
785 nm. En primer lugar, para la obtencidn del espectro Raman se depositaron 10uL de la solucién
stock sobre una lamina portaobjetos de silicio y después se medio el espectro usando un objetivo
de larga distancia de trabajo de 100 x, una potencia laser de 10 mW y un tiempo de acumulacién
de sefial de 20 segundos. Por otra parte, para la adquisicion del espectro SERS, primero se
depositaron 10uL de la solucion stock sobre una superficie de nanopilares de silicio con
recubrimiento oro (~3 x 3 mm cada uno), y luego se dejaron reposar durante 5-10 minutos para
homogenizar la superficie y alcanzar el equilibrio de adsorcion. Después, el espectro SERS se
obtuvo usando un objetivo de larga distancia de trabajo de 50x, una potencia laser de 10 mW y un

tiempo de acumulacion de sefial de 2 segundos.

4.2 Etapa 2: Analisis vibracional de los espectros Raman y SERS del sildenafil

Por otro lado, una vez determinados los espectros experimentales y tedricos del SDF, se
Ilevé a cabo el analisis vibracional y la asignacion de modos vibracionales de los espectros Raman
y SERS experimentales. Para ello, primero se graficaron los resultados obtenidos del calculo de
las frecuencias vibracionales mediante el programa GaussView 6.0 (Dennington et al., 2016), el
cual permitio visualizar graficamente los modos vibracionales correspondientes a cada una de las
sefiales o frecuencias calculadas en los espectros. Después, a partir de la comparacion entre los
espectros teoricos y experimentales, se realizd la asignacién de los modos vibracionales a cada
una de las sefiales observadas en los espectros Raman y SERS experimentales. Posteriormente,
mediante el analisis comparativo entre los espectros SERS de los complejos en cada sitio de
interaccidn, se propuso un posible modelo de interaccion o adsorcion del SDF sobre la superficie
de AuNPs. Y, por altimo, a partir del modelo de adsorcién propuesto, se construyé un MEP del

complejo SDF-Au con el fin de visualizar la redistribucion electrénica e identificar las posibles
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regiones de interaccion entre la molécula y la superficie.

4.3 Etapa 3: Evaluacion del potencial analitico del método SERS para la deteccion de
sildenafil

Ahora bien, en esta tercera etapa se evalué el desempefio y el potencial analitico del método
SERS para el andlisis y deteccion de sildenafil. Para ello, primero se prepararon cinco soluciones
de SDF en un rango de concentraciones de 6 uM a 100 uM a partir de la solucion stock, y luego, se
almacenaron a —20 °C antes de su uso para evitar su degradacion.
Tabla 1

Datos para la preparacion de las soluciones de sildenafil a diferentes concentraciones (6 a 100

HM).
4 Solucion Concentracion de la Concentracién de la
solucion en uM solucion en mg/L
1 6 M 2,85 mg/L
2 12 uM 5,70 mg/L
3 25 M 11,87 mg/L
4 S0 uM 23,73 mg/L
5 100 UM 47,46 mg/L

Posteriormente, se registraron los espectros SERS de cada una de las soluciones mediante
el uso del microscopio de imagen Raman DXRxi de alto rendimiento, suministrado por el
Departamento de Micro y Nanotecnologia de la Universidad Técnica de Dinamarca durante una
pasantia realizada por el Dr. John Jairo Castillo Ledn. En este caso, para la adquisicion de los
espectros SERS, primero se depositaron 10 pL de cada solucion sobre la superficie de
nanoestructurada de oro, y luego se dejaron secar y reposar durante 5-10 minutos para

homogenizar la superficie. Después, los espectros SERS fueron obtenidos utilizando un objetivo
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de trabajo de 10 X, una rendija de 50 um, una potencia laser de 5 mW y un tiempo de acumulacion
de la sefial de 0.1 segundos, lo que produjo ~1000 espectros SERS por cada chip o cada
concentracion. Luego, se construyd un Unico espectro SERS para cada concentracion de SDF
promediando todos los espectros recopilados durante la adquisicion de datos. Y finalmente,
mediante el andlisis de la relacién entre la intensidad de las sefiales caracteristicas y la
concentracion de SDF, se identificaron y definieron las sefiales mas apropiadas para el analisis

cualitativo y cuantitativo de SDF.

4.4 Etapa 4: Determinacion de sildenafil en un multivitaminico mediante SERS

En esta Gltima etapa, para evaluar la aplicabilidad del método SERS en matrices complejas,
se llevo a cabo la determinacion de SDF en un extracto de un multivitaminico (MV) fortificado.
Este tipo de muestra fue seleccionada debido a los maltiples sefialamientos relacionados con
presuntos casos de falsificacion y adulteracion ilegal con sildenafil. Para la preparacion de la
muestra, se pesaron 1,86mg de polvo de la tableta del MV vy se disolvieron en 1mL de una mezcla
de metanol/agua (1:1, v/v). Después, la mezcla se agito en un vortex durante 2 min para asegurar
una disolucién completa, y luego, se centrifugd a 15.000 rpm durante 10 min. Seguidamente, se
recogié el sobrenadante y se filtro a través de un filtro de jeringa de PTFE de 0,45 um para eliminar
la materia particulada, en donde el filtrado obtenido se empleé como extracto del MV en blanco.
Posteriormente, para simular la muestra adulterada se enriquecio el extracto del MV en blanco con
una solucion de SDF de 25uM y después se llevo a cabo la adquisicion de los espectros SERS de
cada una las muestras (solucién de SDF de 25uM, MV en blanco y MV enriquecido con solucién
de SDF de 25uM). En este caso, la obtencion de los espectros SERS se llevé a cabo usando la
misma metodologia y condiciones descritas en la etapa 3. Y por ultimo, se realizo6 la determinacion

de SDF en el MV mediante el andlisis comparativo de los espectros SERS de cada una de las
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muestras, lo que permitio identificar las sefiales caracteristicas del SDF y evaluar la selectividad

del método SERS para el analisis de SDF en este tipo de matrices.

5. Resultados y discusiones

5.1 Determinacion de espectros Raman y SERS del sildenafil

5.1.1 Analisis estructural de la geometria optimizada del sildenafil mediante DFT

Para la simulacién de los espectros Raman y SERS del sildenafil, se utilizd la geometria
optimizada de la molécula del sildenafil en fase gaseosa obtenida mediante la DFT en el nivel de
teoria B3LYP/6-31G(d). Esta geometria fue seleccionada despues de evaluar las estructuras
optimizadas y energias relativas de diez conférmeros del sildenafil optimizados mediante el mismo
nivel de teoria, cuyos resultados se muestran en el apéndice A de este trabajo de investigacion. La
figura 3 ilustra la geometria optimizada del conférmero mas estable (de menor energia), cuya
energia relativa es igual a -1182186,20 Kcal/mol.

Figura 3

Geometria optimizada de la molécula de sildenafil.



ESTUDIO DE SILDENAFIL MEDIANTE SERS 48

E=-1182186,20 Kcal/mol. d/i
Nr$@

En este caso, para facilitar el analisis estructural de la geometria del sildenafil y la correcta
identificacion e interpretacion de sus modos vibracionales, cada atomo de la molécula se etiquetd
con el simbolo de su elemento y un nimero especifico para identificar rapidamente la posicion de
los diferentes atomos y grupos funcionales en la estructura. Asimismo, la estructura de la molécula
se dividio en tres regiones estructurales principales basadas en sus distintos sistemas de anillos y
grupos funcionales caracteristicos. La primera region (Anillo 1 y 2) representa la parte central de
la molécula responsable de la interaccion del sildenafil con la enzima PDE5. Esta region,
denominada pirazolopirimidinona, estd formada por un sistema de dos anillos fusionados que
combina un anillo de pirazol con un anillo de pirimidina que esta unido a grupo carbonilo (C=0).
La segunda region esta conformada por un grupo 4-etoxifenilo (anillo 3) y un grupo sulfonilo (-
SO2-) que influyen ain més sobre la interaccion del sildenafil con la enzima PDE5 y mejoran su
afinidad de union y selectividad. Y, por altimo, la tercera regién (anillo 4) consta de un anillo de
piperazina, un anillo heterociclo de seis miembros que contiene cuatro dtomos de carbono y dos

atomos de nitrégeno en posiciones opuestas.
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La geometria optimizada del sildenafil, que se muestra en la figura 3, resulté ser una
estructura estable y consistente que corresponde a un minimo de energia en la superficie de energia
potencial, lo cual se confirm6 mediante la ausencia de frecuencias imaginarias en los calculos de
las frecuencias vibracionales. Esta geometria fue sometida a un analisis estructural con el objetivo
de evaluar el desempefio del método computacional (B3LYP/6-31G(d)) para la optimizacién de la
estructura molecular del sildenafil y el célculo de sus frecuencias vibracionales para la prediccion
de sus espectros Raman y SERS. En este andlisis se midieron diferentes pardmetros geométricos,
tales como longitudes de enlace, angulos de enlace y angulos diedros, los cuales fueron
comparados con respecto a los datos experimentales obtenidos en otro estudio mediante difraccion
de rayos X (Barbas et al., 2018). Las tablas 2, 3 y 4 muestran los resultados obtenidos de las
longitudes de enlace, los angulos de enlace y los angulos diedros de las principales regiones o
grupos funcionales de la estructura del sildenafil.

Tabla 2
Longitudes de enlace de la estructura optimizada del sildenafil y la estructura experimental

obtenida mediante difraccion de rayos X

Longitud de enlace (A)  Longitud de enlace (A)

Enlace _ Error absoluto (A)
calculada con DFT experimental*
Ne-S1 1.68886 1.63431 0.05455
S1=02 1.46351 1.42461 0.03890
S1=03 1.46532 1.43199 0.03333
S1-Ci6 1.79773 1.75691 0.04082
C20=C23 1.38983 1.37393 0.01590
C21-04 1.36519 1.36107 0.00412
C19-C22 1.49141 1.49045 0.00096
N10-C22 1.30692 1.29329 0.01363

C28=05 1.22853 1.22825 0.00028
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C24-C25 1.39986 1.37947 0.02039
N11-No 1.35395 1.36124 0.00729
C26-C27 1.49832 1.49054 0.00778

Nota: *Datos suministrados por el centro de datos cristalograficos de Cambridge (CCDC). Deposition
Number(s): 1821370

Tabla 3
Angulos de enlace de la estructura optimizada del sildenafil y la estructura experimental

obtenida mediante difraccion de rayos X

Angulo de enlace (°)  Angulo de enlace (°)

Enlace Error absoluto (°)
calculado con DFT experimental*
C13-N6-C12 113.19146 111.98459 1.20687
02=51=03 122.27112 120.02584 2.24528
Ne-S1-C16 107.13784 106.11850 1.01934
C20-C16-C18 120.46785 119.37998 1.08787
C21-04-C32 120.54414 119.95614 0.58800
N10-C22-Ns 122.25845 122.82598 0.56753
Ns-C28-O5 121.31824 120.55540 0.76284
N11-No-C25 111.14560 111.00220 0.14340
C26-C27-C29 113.20670 120.65262 7.44592

Nota: *Datos suministrados por el centro de datos cristalograficos de Cambridge (CCDC). Deposition
Number(s): 1821370

Tabla 4

Angulos diedros de la estructura optimizada del sildenafil y la estructura experimental obtenida

mediante difraccion de rayos X

Angulo diedro (°)  Angulo diedro (°)

Enlace _ Error absoluto (°)
calculado con DFT experimental*
C12-Ne-S1-C16 71.07154 64.41775 6.65379
Ne-S1-C16-Co20 91.22480 89.67458 1.55022
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02-S1-C16-C18 26.02610 29.60791 3.58181
C21-C19-C22=N10 -177.93190 -179.09705 1.16515
C21-04-C32-C33 -179.03296 -176.21716 2.8158
N10-C24-C25-N9 -179.92713 -176.68791 3.23922
0O5-C28-C25-C24 -179.84908 -176.81707 3.03201
N11-C26-C27-C29 104.94299 -116.53597 221.47896
C26-C27-C29-C31 -179.93618 -164.87350 15.06268

Nota: *Datos suministrados por el centro de datos cristalograficos de Cambridge (CCDC). Deposition
Number(s): 1821370

En primer lugar, el analisis estructural permitié observar una evidente disposicién coplanar
en la region conformada por el sistema de anillos pirazolopirimidinona (anillo 1y 2) y el grupo 4-
etoxifenilo (anillo 3), respaldada por la presencia de angulos diedros en esta region con valores
cercanos a -180° (tabla 4). Este alto nivel de coplanaridad y la presencia de sistemas aromaticos
conjugados favorecen la deslocalizacion electrénica a lo largo de dicha regidn, lo que promueve
la reduccidn de la energia total del sistema y contribuye a la estabilizacion de la molécula. Por otra
parte, el anillo de piperazina (anillo 4) presenta una orientacion casi perpendicular con respecto al
plano de los anillos 1,2 y 3, en donde el analisis estructural revelé un angulo diedro o de torsion
de aproximadamente 91° entre los atomos Ne- S1- Ci6- C20. Esta orientacion puede atribuirse en
gran parte a efectos de impedimento estérico y a repulsiones de los pares electronicos provocadas

por los atomos de oxigeno del grupo sulfonilo (-SO2-).

Por otro lado, al analizar los resultados obtenidos de los angulos de enlace (tabla 3) vemos
gue estos muestran un muy buen nivel de concordancia con respecto a los valores experimentales
de la estructura cristalina, obteniéndose un error absoluto medio (MAE) de aproximadamente
1,67412°. Asimismo, también se logra observar que los valores calculados de las longitudes de

enlace (tabla 2) presentaron valores relativamente cercanos a los valores reportados en la literatura
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con un error absoluto medio de 0,01983A. No obstante, las mayores desviaciones se presentaron
particularmente en los enlaces adyacentes al atomo de azufre Ne-S1, S1=02, S1=03 y S1-C16, cuyos
errores absolutos fueron iguales a 0.05455, 0.03890, 0.03333 y 0.04082A, respectivamente. Todas
estas desviaciones observadas, entre los valores calculados por DFT y los obtenidos
experimentalmente, pueden atribuirse principalmente al efecto que tiene el entorno quimico de la
molécula sobre sus propiedades estructurales y electrdnicas. Esto debido a que en el modelado
computacional solo se considera a la molécula en fase en gaseosa y en condiciones aisladas a una
temperatura de OK, mientras que en difraccién de rayos X la molécula se encuentra en estado
solido a una temperatura mucho mayor (=100-298K) y su distribucion espacial puede verse
afectada por diversos factores externos e interacciones intermoleculares que pueden provocar

ligeras variaciones en los parametros geométricos medidos.

Ahora bien, a partir de la estructura optimizada del sildenafil se determind el mapa de
potencial electrostatico molecular (MEP), el cual brinda informacidn acerca de la distribucion de
carga a través de la superficie de la molécula y los posibles sitios de adsorcion o interaccion de la
molécula con la superficie de nanopilares de oro (AuNPs). La figura 4 ilustra el MEP de la
molécula de sildenafil en donde las zonas de color rojo y azul indican regiones de alta y baja
densidad electrdnica, respectivamente.

Figura 4

Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) de la molécula de sildenafil
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El MEP del sildenafil permitio relevar que las regiones de mayor densidad electrénica
(rojas) se localizan especificamente sobre algunos heteroatomos de la estructura como los dos
oxigenos (02 y O3) del grupo sulfonilo, el nitrégeno (N1o) y el oxigeno (Os) del anillo de pirimidina
(anillo 2) y el nitrogeno (N11) del anillo de pirazol (anillo 1). Todos estos sitios de alta densidad
electronica (rojo) se caracterizan por ser potenciales sitios de interaccion y/o adsorcién molecular,
dado que pueden actuar como especies nucleofilicas para compartir sus electrones y formar nuevos
enlaces quimicos. Por el contrario, las regiones de baja densidad electronica (azul) se encuentran
principalmente alrededor del anillo de piperazina (anillo 4) y el grupo 4-etoxifenilo (anillo 3), lo
que sugiere posibles sitios para las interacciones electrofilicas. El anélisis del MEP del sildenafil
es una etapa esencial dentro del contexto de la espectroscopia SERS, dado que la informacion
obtenida acerca de los posibles sitios de interaccion de la molécula con la superficie de AUNPs nos
ayudo a formular las distintas geometrias iniciales que fueron utilizadas como punto de partida
para llevar a cabo la simulacion de los espectros SERS del sildenafil usando los diferentes modelos

de clisteres de oro (Aus Y Auio).
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5.2 Analisis vibracional de los espectros Raman y SERS del sildenafil

5.2.1 Comparacion del espectro Raman experimental y tedrico del sildenafil

Con base a la estructura optimizada del sildenafil, se procedi6 a calcular el espectro Raman
de la molécula empleando el mismo nivel de teoria B3LYP/6-31G(d). La figura 5 ilustra la
comparacion entre el espectro Raman experimental (linea azul) y el espectro calculado mediante
DFT (linea roja), en la region de huella dactilar comprendida en el rango de 1175 a 1700 cm™. Las
frecuencias vibracionales calculadas fueron corregidas aplicando un factor de escala de 0.9896,
con el objetivo de compensar las desviaciones sistematicas asociadas al método armonico vy al
nivel de teoria empleado. Asimismo, los factores utilizados en este trabajo fueron seleccionados
previamente con base en la literatura y luego ajustados mediante el analisis comparativo de las
bandas experimentales mas intensas.

Figura 5
Espectro Raman experimental de una tableta de sildenafil de 100mg (linea azul) y espectro

Raman calculado del sildenafil utilizando el método B3LYP/6-31G(d) (linea roja)
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En este caso, el analisis comparativo de los espectros Raman del sildenafil evidencié una
excelente concordancia entre los resultados experimentales y tedricos, mostrando un alto grado de
similitud en la posicion, forma e intensidades relativas de las sefiales. Asimismo, el analisis
espectral también permitié identificar la presencia de cinco de bandas intensas y bien definidas,
ubicadas en 1239, 1404, 1529, 1562 y 1580 cm?, las cuales pueden atribuirse a los principales
modos vibracionales y bandas caracteristicas de la molécula de sildenafil. Estas sefiales son
consistentes con las sefiales reportadas previamente por Hang et al. (2017) y Lin et al. (2019) en
sus estudios sobre la deteccion de sildenafil en otras matrices mediante SERS, lo que respalda la
validez de las sefiales obtenidas y valida el buen desempefio y fiabilidad del método computacional
(B3LYP/6-31G(d)) para la descripcion precisa de la estructura vibracional de la molécula de

sildenafil.
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Una vez comparados los espectros Raman del sildenafil, se llevo a cabo la asignacion de
los modos vibracionales de las principales sefiales observadas en el espectro experimental usando
como referencia los resultados obtenidos mediante los célculos DFT. En este estudio, el analisis
vibracional del espectro Raman se centr6 especialmente en las principales sefiales observadas en
el espectro ubicadas en 1239, 1404, 1529, 1562 y 1580 cm™, mientras que las demas sefales solo
fueron incluidas y descritas en la tabla 5.

Tabla 5
Asignacion de los modos vibracionales a cada una de las sefiales observadas en el espectro

Raman del sildenafil

Raman Raman _ y .

Exp cmd)  DFT (cm) Asignacion de sefial
1239 1239 RA(anillo 3) + 8(N8-Hs0) de anillo 2 + v(C19-C22)
1271 1269 v(N11-No) de anillo 1 + @(H55-C30-Hs4) + 1(H-C-H) del grupo propilo (anillo 1)
1283 1291 3(C18-H4s) del anillo 3 + 8(C23-H47) del anillo 3
1319 1311 DA(anillo 3) + 8(Ns-Hs0) del anillo 2 + §(C29-Hs1) del grupo propilo (anillo 1)
1404 1411 DA(anillo 3) + e(H-C-H) del grupo etilo (anillo 3) + v(N11-C26) del anillo 1
1441 1448 6(Ns-Hs0) del anillo 2 + s(Hs5-C30-Hs4) + v(N9-C25) del anillo 1
1464 1461 ®(H-C-H) del grupo metilo (anillo 1) + 8(Ns-Hs0) del anillo 2
1487 1488 6(C23-H47) del anillo 3 + s(H-C-H) del grupo propilo (anillo 1) + v(C24-C2s)
1529 1528 DA(anillo 1) + 8(Ns8-Hs0) del anillo 2+ s(H59-C32-Heo) del grupo 4-etoxi
1562 1564 d(Ns-Hs0) del anillo 2 + v(N10=C22) del anillo 2 + 8(C20-H46) de anillo 1
1580 1586 DA(anillo 3) + 8(Ns8-Hs0) del anillo 2
1602 1614 DA(anillo 3) + 8(Ns-Hs0) del anillo 2

Nota. RA: Respiracion de anillo; DA: Deformacion de anillo; v: Vibracion de tensidn o estiramiento; vs:
Estiramiento simétrico; vas: Estiramiento asimétrico; &: Vibracion de flexion; s: Tijereteo; p: Balanceo; o: Aleteo y
7. Torsion.

La region estudiada (1175 a 1700 cm™) presenta diversas sefiales caracteristicas que

describen los diferentes modos vibracionales de la molécula del sildenafil. De acuerdo con los
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resultados tedricos, cada una de estas sefiales corresponde a la superposicion o el acoplamiento de
varios modos de vibracidn que se expresan de manera simultanea en la molécula, lo que refleja el
alto nivel de complejidad de los movimientos atdmicos dentro de la molécula. En primer lugar, la
banda en 1239 cm™ se atribuye principalmente a una respiracion del anillo 3, acompafiada de una
flexion del enlace Ns-Hso situado en el anillo 2 y un estiramiento del enlace C19-C22 que conecta
a los anillos 2 y 3. De igual manera, la sefial observada a 1404 cm™ se origina de una deformacion
del anillo 3, una vibracién tipo aleteo del enlace H-C-H en el grupo etilo del anillo 3 y un
estiramiento del enlace N11-C26 ubicado en el anillo 1. Por otro lado, a frecuencias mas altas, la
banda localizada en 1529 cm™ se asocia principalmente a una deformacion del anillo 1, junto con
una flexién del enlace N8-H50y un modo de tijereteo del enlace Hs9-C32-Heo presente en el grupo
4-etoxi. Asimismo, la banda ubicada en 1562 cm™ esta relacionada con el estiramiento del enlace
N10=C22 localizado en el anillo 2 y la flexion de los enlaces Ns-Hs0 y C20-H46, mientras que la
banda mas intensa observada en 1580 cm™ corresponde especificamente a la deformacion del
anillo 3 y la flexion del enlace Ns-Hso. En este caso, el analisis vibracional del espectro Raman
del sildenafil, permitié evidenciar que las bandas mas intensas y representativas estan dominadas
principalmente por vibraciones asociadas a los sistemas aromaticos y enlaces o grupos funcionales
adyacentes a los anillos 1,2 y 3. Este resultado es coherente con la estructura electronica de la
molécula, dado que en estas regiones se produce una mayor deslocalizacion electrénica que
permite generar grandes cambios en la polarizabilidad durante las vibraciones moleculares, lo cual
favorece el proceso de dispersion Raman, y como resultado, los modos vibracionales asociados a

dichas regiones exhiben una mayor intensidad en el espectro.

5.2.2 Comparacion del espectro SERS experimental y tedrico del sildenafil

Una vez analizados los espectros Raman, se procedié a calcular el espectro SERS teérico
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del sildenafil utilizando como modelo un complejo sildenafil-oro (SDF-Au) con clusteres de
diferente tamario (Aue y Au10) para simular la superficie de nanopilares de oro y evaluar el efecto
del tamafio del cluster sobre el desempefio del conjunto de base mixto 6-31G(d)/Lanl2dz para la
simulacion de espectros SERS. En este caso, los clusteres Aus y Au1o fueron seleccionados como
modelos simplificados de los sitios activos de oro, con el fin de representar y simular las
interacciones locales entre el SDF y la superficie metalica con un costo computacional razonable.
Durante estas simulaciones, cada clUster se colocd cerca a los diferentes sitios de interaccion mas
probables de la molécula del sildenafil (O2, O3, Os, N1o y Ni1), con el objetivo de predecir y
comprender la posible interaccion de la molécula con la superficie. Estos sitios de interaccion
fueron identificados previamente mediante el analisis del mapa de potencial electrostatico
molecular (MEP) mostrado en la figura 4. Las figuras 6 y 7 presentan el espectro SERS
experimental del sildenafil y los espectros SERS calculados para los diferentes sitios de interaccion
de la molécula empleando los clisteres Aus y Ausio, respectivamente. Asimismo, las frecuencias
vibracionales calculadas fueron corregidas aplicando un factor de escala de 0.9880 para compensar
las desviaciones asociadas al método armonico y al nivel de teoria empleado.

Figura 6

Espectro SERS experimental del sildenafil (azul) y espectros SERS tedricos del complejo SDF—
AUG6 en los distintos sitios de interaccion de la molécula: O2 (verde), O3 (violeta), Os (rojo), Ni1

(amarillo) y N1o (rosado)
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Figura 7
Espectro SERS experimental del sildenafil (azul) y espectros SERS tedricos del complejo SDF—
Aul0 en los distintos sitios de interaccion de la molécula: O2 (verde), O3 (violeta), Os (rojo), N11

(amarillo) y N1o (rosado)
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En primer lugar, el analisis de los espectros SERS del sildenafil permitié evidenciar que
los espectros teoricos obtenidos en los sitios de interaccion O2, O3, Os y N1i1, presentan un alto
grado de similitud entre los modelos SDF-Aue y SDF-Au1o. Es decir, los espectros calculados
mediante ambos modelos para un mismo sitio de interaccion (por ejemplo, O2), presentan
practicamente las mismas posiciones e intensidades relativas, independiente del tamafio del cluster
utilizado. Este resultado demuestra que el modelo con el clister de seis &omos (Aus) no solo es
suficiente para describir adecuadamente los espectros vibracionales de la molécula en estos sitios
de interaccion, sino que ademas resulta mas eficiente en términos de costo computacional en
comparacion con el cluster de diez &tomos (Au10). Ahora bien, cuando se comparan los espectros
obtenidos entre los diferentes sitios de interaccion para un mismo modelo, se observan que para
cada sitio hay una distribucion de sefiales notablemente diferentes, lo que sugiere que el fendmeno
SERS estd mas influenciado por el sitio de adsorcién de la molécula que por el tamafio de cluster.
Sin embargo, al analizar los espectros tedricos obtenidos en el sitio de interaccion N1o, se observan
variaciones significativas entre los modelos Aue y Auio, tanto en la posicibn como en las
intensidades relativas de las bandas. Este comportamiento puede atribuirse en gran parte a los
efectos de impedimento estérico provocados por los grupos funcionales voluminosos presentes
alrededor del sitio de interaccion Nio. Estos efectos estéricos producen modificaciones en la
estructura electrénica y vibracional de la molécula durante su interaccion con el cldster, lo que

provoca cambios en las frecuencias e intensidades relativas de las sefiales.

Por otro lado, al comparar el espectro SERS experimental con los espectros SERS tebricos,
se observd que en ambos modelos (Aus y Au10), los espectros correspondientes a la interaccion en
el atomo Os presentan un mayor grado de concordancia en términos de la distribucion e

intensidades relativas de las sefiales. En particular, este es el Unico espectro tedrico que reproduce
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la banda experimental ubicada en 1531 cm?, la cual aparece a 1532 y 1533 cm en los modelos
Aus y Au1o, respectivamente. Esta observacion podria indicar que el &omo Os puede ser uno de
los sitios de adsorcion mas probables durante la interaccion de la molécula del sildenafil con la
superficie de nanopilares de oro. No obstante, es importante sefialar que, desde el punto de vista
experimental, la adsorcion de la molécula sobre la superficie no puede atribuirse exclusivamente
a un Unico sitio de interaccion. Es decir, ademas de la interaccién predominante a través del &tomo
Os, también es probable que la molécula interactle con la superficie a través de otros sitios de
adsorcion, y, por lo tanto, presente orientaciones diferentes con respecto a la superficie. Estas
diversas interacciones y configuraciones producen cambios electrénicos y geométricos en el
entorno de la molécula que ocasionan modificaciones en su estructura vibracional, y como
consecuencia, se observan efectos de ensanchamiento, corrimiento e intensificacion de ciertas
bandas observadas en el espectro SERS en comparacion con las obtenidas en el espectro Raman,
tal como se evidencia en la figura 8. En resumen, estos resultados indican que, aunque el modelo
de adsorcién mas probable corresponde a la interaccion del atomo Os del sildenafil con la
superficie metalica, la forma y distribucion de las sefiales en el espectro experimental pueden verse
afectadas por la contribucion simultdnea de maltiples interacciones y orientaciones de la molécula
sobre la superficie, lo que permite explicar y comprender de forma mas detallada y realista los
efectos producidos sobre las sefiales durante el fendmeno SERS.

Figura 8

Comparacion del espectro Raman (azul) y SERS (rojo) experimental del sildenafil
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Una vez establecido el modelo de adsorcion del sildenafil sobre la superficie de oro, se
llevé a cabo la asignacion de los modos vibracionales a cada una de las sefiales observadas en el
espectro SERS experimental, usando como referencia los resultados obtenidos en los célculos del
complejo SDF-Aus en el sitio de interaccion Os. Este modelo fue seleccionado debido a su
capacidad para reproducir de manera adecuada las principales sefiales observadas en el espectro
con un menor costo computacional en comparacion con el modelo de mayor tamafio (SDF-Au10).
En este caso, al igual que en analisis de los espectros Raman, este estudio vibracional se centrd
especificamente en las sefiales méas representativas del espectro SERS experimental, ubicadas en
1232, 1387, 1531, 1581 y 1608 cm™, mientras que las demas sefiales solo fueron descritas y

presentadas en la tabla 6.
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Tabla 6
Asignacién de los modos vibracionales a cada una de las sefiales observadas en el espectro

SERS del sildenafil.

SERS SERS _ . .

Exp cmd)  DFT (cm) Asignacion de sefial
1232 1257 d(C-H) del grupo metilo (anillo 1) + 8(N8-H50) del anillo 2
1271 1288 6(C-H) del anillo 3
1369 1395 8(N8-H50) del anillo 2 + m(H60-C32-H59) del grupo 4-etoxi
1387 1409 O(N8-H50) del anillo 2+ @(H60-C32-H59) del grupo 4-etoxi
1444 1452 ®(H-C-H) del grupo metilo (anillo 1)
1489 1479 ®(H-C-H) del grupo metilo (anillo 1) + 8(C-H) del anillo 3
1531 1532 DA(anillo 1) + v(C28=05) del anillo 2 + s(H-C-H) del grupo metilo (anillo 1)
1581 1573 DA(anillo 3) + 8(N8-H50) del anillo 2 + v(C22-N10) del anillo 2
1608 1605 DA(anillo 3) + s(C22-N8-H50) del anillo 2

Nota. RA: Respiracion de anillo; DA: Deformacion de anillo; v: Vibracion de tensidn o estiramiento; vs:
Estiramiento simétrico; vas: Estiramiento asimétrico; &: Vibracion de flexion; s: Tijereteo; p: Balanceo; o: Aleteo y
7. Torsion.

Para comenzar, la banda en 1232 cm™ se atribuye principalmente a una flexion del enlace
C-H del grupo metilo del anillo 1, acompafnada de una flexion del enlace Ns-Hso ubicado en el
anillo 2. Asimismo, la sefial observada a 1387 cm™ se origina de una flexion del enlace Ns-Hso y
un aleteo del enlace Heo-C32-Hs9 situado en el grupo 4-etoxi. Por otro lado, a frecuencias mas
altas, la banda localizada en 1531 cm™ se asocia principalmente a una deformacion del anillo 1,
junto con un estiramiento del enlace C28=05y un modo de tijereteo del enlace H-C-H localizado
en el grupo metilo del anillo 1. De igual manera, la banda mas intensa ubicada en 1581 cm™ esta
relacionada con la deformacion del anillo 3, en coordinacion con una flexion del enlace Ns-Hsoy
vibracion de tensidn del enlace C22-N1o ubicadas en el anillo 2, mientras que la banda observada

en 1608 cm™ corresponde especificamente a la deformacion del anillo 3 y vibracion de tijereteo
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del enlace C22-Ns-Hso situada en el anillo 2.

Este andlisis vibracional, permitio evidenciar que las sefiales mas representativas e intensas
del espectro SERS estdn dominadas principalmente por vibraciones asociadas a los anillos y
enlaces situados alrededor del sitio de interaccion Os. En particular, la sefial experimental ubicada
en 1531 cm?, que solo fue reproducida por el modelo de adsorcion en el sitio Os, describe un
estiramiento del enlace C28=0s, lo que respalda la participacion directa del atomo Os en la
interaccion de molécula del sildenafil con la superficie de oro. Estos resultados refuerzan aln mas
la idea de que el fendmeno SERS esté fuertemente influenciado por aquellas regiones o sitios de
interaccion de la molécula que presentan una mayor probabilidad de interaccion con la superficie.
En otras palabras, el efecto de intensificacion SERS resulta ser un fendbmeno altamente localizado,
que depende principalmente de la orientacion y el sitio de interaccion con el que la molécula se
adsorbe a la superficie, y afecta en mayor grado a aquellos modos vibracionales relacionados o
cercanos a estos sitios de mayor probabilidad. En conclusion, este estudio vibracional permite
validar y confirmar que el modelo de adsorcion mas probable es aquel en el cual molécula de
sildenafil interactda con la superficie de oro a través del &tomo de Os. La figura 9 muestra el mapa
de potencial electrostatico molecular del complejo SDF-Au6 en el sitio de interaccién Os.
Figura 9
Mapa de potencial electrostatico molecular (MEP) del complejo SDF-Au6 en el sitio de

interaccion Os.
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5.3 Evaluacion del potencial analitico del método SERS para la deteccion de sildenafil

En esta fase, se evaluo el desempefio y el potencial analitico del método SERS para el
analisis y deteccion de sildenafil. Para ello, primero se registraron los espectros SERS del sildenafil
en un rango de concentraciones de 6puM a 100uM (Figura 10A), y despues, con base a estos
espectros, se construy6 un gréafico de barras que relaciona la intensidad SERS de las cinco sefales
caracteristicas del sildenafil seleccionadas previamente (1232, 1387, 1531, 1581 y 1608 cm™) en
funcion de su concentracion (Figura 10B). Esto con el objetivo de establecer y definir las sefiales
mas apropiadas para el analisis y deteccion de sildenafil.

Figura 10
A) Espectros SERS del sildenafil a diferentes concentraciones y B) Gréfico de barras de la

intensidad SERS en funcién de la concentracién de sildenafil
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Nota. A) Espectros SERS del sildenafil a diferentes concentraciones 6uM (rojo), 12uM (azul),
25uM (verde), 50uM (violeta) y 100puM (dorado). B) Grafico de barras que relaciona la intensidad
SERS de las sefiales caracteristicas del sildenafil en funcion de su concentracion: 1232 cm™ (rojo),
1387 cm (verde), 1531cm™ (amarillo), 1581cm™ (azul) y 1608cm™(rosado).

Al analizar los espectros SERS del sildenafil a diferentes concentraciones (Figura 10A), se
evidencio que todas las sefiales caracteristicas de la molécula, localizadas en 1232, 1387, 1531,
1581 y 1608 cm™, estan presentes y bien definidas en todo el rango de concentraciones estudiado.
Incluso, en el espectro de color rojo correspondiente a la concentracion mas baja (61M), las bandas
permanecen claramente visibles e intensas, lo que demuestra una alta sensibilidad y un gran
potencial del método SERS para detectar niveles de concentracién ain mas bajos. Sin embargo, al
analizar la relacion entre la intensidad y la concentracion del analito de cada una de las sefiales
caracteristicas (Figura 10B), se observan diferencias significativas entre las variables analizadas
para cada sefial. Por un lado, las sefiales ubicadas en 1232 y 1581 cm™ son las Gnicas que exhiben
un incremento constante en su intensidad a medida que aumenta la concentracion, lo que indica
una mejor correlacién entre las variables y las postula como las sefiales mas apropiadas para la
identificacion y deteccion de sildenafil. En cambio, las sefiales localizadas en 1387, 1531 y 1608
cm? presentan un comportamiento irregular e inconsistente, lo que dificulta establecer una

correlacién clara entre la intensidad y la concentracion del analito. La figura 11 ilustra los graficos
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de dispersion que describen de forma més explicita las relaciones descritas previamente entre la
intensidad de la sefial y la concentracidn para cada una de las sefiales estudiadas.
Figura 11

Gréficos de dispersién de la intensidad SERS en funcion de la concentracion.
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Nota. Gréaficos de dispersion que relacionan la intensidad SERS de las sefiales caracteristicas del
sildenafil en funcion de su concentracion: (A) 1232 cm (rojo), (B) 1387 cm™ (verde), (C) 1531cm
! (amarillo), (D) 1581cm™? (azul) y (E) 1608cm™ (rosado).

El analisis de los graficos de dispersion de cada una de las sefiales (Figura 11), permitid
corroborar que evidentemente las bandas ubicadas en 1232 y 1581 cm™ presentan la mejor
correlacién entre la intensidad de la sefial y la concentracién del analito. No obstante, los graficos
11Ay 11D, evidenciaron que dicha relacidn no describe un comportamiento completamente lineal,
sino que presentan una tendencia logaritmica. Estos graficos revelan que en el régimen de bajas
concentraciones (~ 6 - 40uM) existe una correlacion casi lineal entre la intensidad y la

concentracion, demostrando asi una alta sensibilidad del método en este intervalo de
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concentracion, lo cual que resulta Gtil para la deteccién a nivel de trazas. Por el contrario, a mayores
concentraciones (~ 40 - 100uM), la intensidad de la sefal tiende a estabilizarse o nivelarse a
medida que aumenta la concentracion. Este comportamiento logaritmico es caracteristico de los
sistemas SERS y suele atribuirse principalmente a fendmenos relacionados con la aglomeracion
y/o saturacién de las moléculas del analito sobre la superficie metélica, los cuales impiden que
ocurra una interaccion efectiva del analito con la superficie y provocan una disminucion de los
efectos de amplificacibn o mejora en la intensidad de las sefiales pese al aumento de la

concentracion.

Ahora bien, con el objetivo de analizar y describir de forma mas adecuada y precisa el
comportamiento logaritmico observado anteriormente, se procedid a construir los graficos de
dispersion que relacionan la intensidad de cada sefial (1232 y 1581 cm™) con el logaritmo en base
de 10 de la concentracion del analito, cuyos resultados se ilustran en la figura 12. El uso de esta
escala logaritmica no solo permite linealizar la relacién entre ambas variables, sino también

identificar y seleccionar la sefial que ajusta mejor a los resultados experimentales.

Figura 12
Gréficos de dispersion que relacionan la intensidad SERS de las sefiales ubicadas en 1232y

1581cm en funcion del logaritmo en base 10 de la concentracion.
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En este caso, el andlisis de los graficos de dispersién permitié evidenciar que ambas sefales
presentan una muy buena correlacion lineal entre las variables, la cual fue respaldada por la
obtencion de coeficientes de determinacion (R?) relativamente altos. No obstante, cuando se
comparan los valores obtenidos de R? para ambas sefiales, se observa que la sefial ubicada en
1232cm? presenta un mejor ajuste (R? = 0,9714) en comparacion con la banda localizada en
1581cm™ (R? = 0,9587). Por lo tanto, este resultado permite establecer que la sefial ubicada en
1232 cm! resulta ser la mas adecuada para el analisis de sildenafil, debido a que exhibe una mejor
correlacién entre las variables y ofrece una respuesta mas estable y consistente en todo el rango de
concentracion evaluado, lo que la convierte en un marcador analitico apropiado y confiable. Sin
embargo, es importante sefialar que para una evaluacion y validacion méas completa del método
SERS se requieren estudios adicionales de limite de deteccion, limite de cuantificacion, nivel

precision, recuperacion y reproducibilidad intersustrato.

5.4 Determinacion de sildenafil en un multivitaminico mediante SERS

En esta dltima etapa del estudio, se llevo a cabo la determinacion de sildenafil en un

extracto de un multivitaminico fortificado mediante SERS. Este multivitaminico fue seleccionado
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como modelo de matriz adulterada debido a los multiples sefialamientos relacionados con
presuntos casos de falsificacion y adulteracion con sildenafil. Para este analisis, se realizd la
simulacion de un escenario real de contaminacién mediante la adicion controlada de sildenafil a
una muestra del multivitaminico. Para ello, se midieron y compararon los espectros SERS de tres
sistemas diferentes: una solucion estandar de sildenafil (25uM), una muestra del multivitaminico
sin adicion y una muestra del multivitaminico enriquecida con sildenafil (25uM). La figura 13
ilustra los espectros SERS obtenidos para cada una de las muestras analizadas.

Figura 13

Espectros SERS de los tres sistemas analizados.
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Nota. Espectro SERS de una solucién de sildenafil 25uM (azul), una muestra del multivitaminico
sin adicion de sildenafil (verde) y una muestra del multivitaminico enriquecida con sildenafil
25uM (rojo).



ESTUDIO DE SILDENAFIL MEDIANTE SERS 71

Al analizar comparativamente los espectros SERS se logr6 observar una clara y evidente
diferencia entre los tres sistemas evaluados, caracterizada por la presencia o ausencia de las sefiales
caracteristicas del sildenafil. Por un lado, tal como se esperaba, el espectro correspondiente a la
solucion estandar de sildenafil 25 uM (linea azul) mostr6 todas las bandas caracteristicas de la
molécula identificadas previamente, incluyendo la sefial usada como marcador analitico ubicada
en 1232 cm. Por su parte, el espectro del multivitaminico sin adicion (linea verde) no exhibi6
tales sefiales caracteristicas del sildenafil, sino por el contrario, mostré una banda intensa y
prominente alrededor de 1031 cm™, la cual se atribuye cominmente a vibraciones de respiracion
de anillos aromaticos relacionadas con la presencia de vitaminas, como la riboflavina u otros
excipientes fenolicos. En cambio, al analizar la muestra del multivitaminico enriquecida con
sildenafil (linea roja), se observa claramente la aparicion e intensificacion de las sefiales
caracteristicas de la molécula, en particular la sefial a 1232 cm™, asi como también la presencia de
la banda asociada a la matriz del multivitaminico ubicada en 1031 cm™. Estos resultados
demuestran la gran capacidad y potencial del método SERS para la identificacion y deteccion de

sildenafil en matrices complejas, incluso en presencia de sustancias o excipientes interferentes.

6. Conclusiones

En este estudio vibracional se desarrollé y establecié un procedimiento analitico sensible
y eficiente para la identificacién y deteccion de sildenafil en matrices complejas mediante el
método SERS y célculos DFT. Este enfoque tedrico-experimental es una estrategia util y efectiva
que no solo ofrece una descripcion precisa y detallada acerca de la estructura y las propiedades
vibracionales de la molécula, sino también permite evaluar y demostrar la capacidad y el potencial
del método SERS para el analisis de sildenafil. En primer lugar, mediante este estudio se logrd

demostrar que el método tedrico B3LYP (6-31G(d)/Lanl2dz) es una herramienta precisa y



ESTUDIO DE SILDENAFIL MEDIANTE SERS 72

confiable para la optimizacion de la geometria molecular del sildenafil y la simulacion de sus
espectros Raman y SERS. Este resultado fue respaldado por el alto grado de concordancia exhibido
entre los datos experimentales y los calculos teéricos, lo que permitio validar el buen desempefio
del método para el andlisis estructural y vibracional de la molécula. Por su parte, el analisis del
MEP del sildenafil, revel6 que los sitios de mayor probabilidad de interaccién de la molécula con
la superficie metalica se localizan especialmente sobre los atomos de oxigeno (02, O3y Os) y
nitrogeno (N1oy N11) de la estructura. No obstante, el andlisis comparativo de los espectros SERS
calculados en los diferentes sitios de adsorcion, permitié establecer que la interaccion del sildenafil
con la superficie de nanopilares de oro (AuNPs) ocurre principalmente a traves del atomo de

oxigeno (Os) del grupo carbonilo (C=0) ubicando en el anillo de pirimidina (anillo 2).

Por otro lado, la buena correlacion evidenciada entre los espectros experimentales y
teoricos, facilito la caracterizacion y asignacion precisa de los modos vibracionales a cada una las
sefiales observadas en los espectros Raman y SERS. En particular, la asignacion de los modos
vibracionales reveld que las principales bandas del espectro SERS, ubicadas en 1232, 1387, 1531,
1581 y 1608 cm™, se encuentran relacionadas principalmente con vibraciones de sistemas
aromaticos y grupos funcionales situados alrededor del sitio de interaccion O5, lo que fortalece y
valida aun mas el modelo de adsorcion propuesto. Asimismo, la evaluacion del método SERS,
demostré que la banda localizada en 1232cm™ es la mas adecuada para el analisis y deteccion de
sildenafil, debido a que exhibe la mejor correlacion lineal entre la intensidad de sefial y el logaritmo
de la concentracion (R? = 0,9714). Ademas, esta banda ofrece una respuesta mas estable y
consistente en todo el rango de concentracion estudiado (6-100uM), lo que la convierte en un

marcador analitico apropiado y confiable para la deteccién de sildenafil en matrices complejas.



ESTUDIO DE SILDENAFIL MEDIANTE SERS 73

Y finalmente, el método SERS permitio identificar las bandas caracteristicas del SDF en
el extracto de multivitaminico fortificado, lo que demuestra la gran capacidad y potencial del
método para la identificacion y deteccidn de sildenafil en matrices complejas, incluso en presencia
de sustancias y compuestos interferentes. El enfoque propuesto en este trabajo ofrece una
herramienta analitica rapida, sensible y eficiente para el analisis in situ de sildenafil en productos
adulterados, lo que la convierte en una alternativa prometedora para su uso en controles de calidad

y vigilancia dentro de la industria farmacéutica y de suplementos.
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Apéndice A. Geometrias optimizadas de los diez conférmeros de SDF obtenidas con el nivel

de teoria B3LYP/6-31G(d).
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