“Comportamiento fotoquimico de
complejos diiminos frente a
nanoestructuras metalicas y modelos
biologicos: asociacion a biopolimeros y
fotosensibilizacién celular”

Tesis para optar al grado de Doctor en Ciencias
Quimicas

Lic. Pablo Facundo Garcia

Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Nacional de Cérdoba
Cordoba, Argentina

2016






El presente trabajo de tesis fue realizado en el INFIQC y
CIBICI, Departamentos de fisicoquimica y Departamento de
Bioquimica Clinica, Facultad de ciencas Quimicas,
Universidad Nacional de cordoba, bajo la direccion del Dr.
Gerardo Arglello y se presenta a consideracion de dicha
Facultad para optar al grado de Doctor en ciencias
Quimicas

Dr. Gerardo Arguello

Comision evaluadora:

Dra. Ana Cabanillas Dr. Juan Arguello

Dra. Adriana Pierini Dra. Adriana Casas
(Evaluadora Externa)






[©0] 1 K=Y 1o Lo X< A-H

F AN oY S\ VA = 1 1 == I-J
(10 ] o Yo [0 o T Y o 1
R IENCIAS. . . oo e 4

Capitulo 1: Aspectos Tedricos y generales

0 1] U1 0 1= o 7
1.2  Procesos fotofisicos y fotoquimicoS........coviiiiiiiiii e, 8
1.2.1 ASPECIOS ENETalES. ... .ot 8
1.2.2 Procesos de Transferencia Electronica....................oooiii, 13
1.2.3 Mecanismos de QUENCHING..............coouieiiiiii i 15

1.2.4 Procesos de oxidacién inducidos por sustancias
fotosensibiliZadoras. ... ..o 17

1.3 Propiedades fotofisicas y fotoquimicas de los complejos

=T = o] 0B 20
1.3.1 ASPECIOS gENETAIES. ... .ot 20
1.3.2 Espectro de absorcion del estado fundamental............................ 20
1.3.3 Espectro de absorcién del estado excitado.................ccoceviienntn. 23
1.3.4 Decaimiento de los estados excitadosS............cccveveieieiiininiiininnnn, 24
1.3.5 Relajacion del estado excitado...........cccoeiiiiiiiiiiiiiiieea, 25
1.3.6 Reacciones de fotoSOIVOlISIS. ..........ooiiiiiiiii 25
1.3.7 Mecanismo de fotoSUSHItUCION. .. ... ..o, 26
1.3.8 Propiedades REDOX.......coiiiiiiiiie i e 27

1.3.9 Reacciones de Transferencia Energética y Electronica del estado

Loy (el = Lo [ TP 29



1.3.10 Toxicidad de los complejos metalicos de Cr(ll)..............c.ccevene. 30
1.3.11 Interaccion CON ADN.......uiri e 31

1.4 RSy L =] 1= TP 33

Capitulo 2: Materiales y métodos experimentales

220 I (-1 T T o 39
0 |V = 1= o = 1= 40
2.2.1 Complejos polipiridiNiCOS. ... ..c.uiei et 40
2.2.2  PrOINGS. ..ttt 40
2.2.3  OMr0S FEACHIVOS. .. e.eeeee ettt et 41
2.3Metodologias eXperimentaleS...ucuic i ricriiieirireerer v e 43
2.3.1 Espectrofotometria de Absorcion UV-visible.....................ooooeeis. 43

2.3.2 Espectroscopia Infraroja con Transformada de Fourier (FTIR)......45

2.3.3  LUMINISCENCIA. ...ttt e 46
2.3.3.1 Luminiscencia resuelta en el tiempo..............cooooeeiiien..n. 48
2.3.3.2 Luminiscencia en estado estacionario................c.ceoeueunann. 49

2.3.4 Fotdlisis continua y pulsada.............coooiiiiiiiiiiii e 50

2.3.5 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)............ 51

2.3.6  EspectroscOpia RAMAN. ... 53
2.3.6.1 Espectroscopia Raman incrementada por la Superficie....... 54

2.3.7  DICroiSMO CIFCUIAN. ... ..ee e 55

2.3.8 Procesos de transferencia de energia resonante (FRET).............. 60

2.3.9  TEéCNICas MICIOSCOPICAS. .. .ueuene ettt aaaens 63
2.3.9.1 Microscopia de Transmision electrénica (TEM).................. 63
2.3.9.2 Microscopia de Fluorescencia.............ccoeviiiiiieiinninannnn.. 64
2.3.9.3 AV Telgo S oTo] o= Wo] o] {oF- VPP 65



2.3.10 Citometriade flujo..... ..o 66

2.3.11 Electroforésis en poliacrilamida................ccoooiiiiiiiiiiiii, 67
2.3.12 ENSAYO M T . 68
2.3.13 ENSAy0 COMET A .. e 69
2.3. 14 MICTOONUAS. ... ..ttt 70

2.3.15 Estudioes de transferencia de iones entre dos soluciones de

electrolitos no miscibles (ITIES).......ccoiiiiiii e 73
2.4 REIEIENCIAS . ttietitiariarierinrarsariraaranranrassasanransassaransansassassasansansansnsanss 76
Hipotesis, objetivos, y lineamientos generales...........cooooiiiiiiiiiic i, 79

Capitulo 3: Interaccion de Nanoparticulas de Au con complejos

metalicos de Ru (II).

3. RESUM BN .. 83
10 07 | 011 0T 1 o] o] ' 1 o 84
3.2.1  NANOMEAICING. ...t 84
3.2.2 Agregacion de NanOSIStEMAS. .........ouiriiiiiiieieiiee e 86

3.3 MOtIVACION Y O ELIVOS . ciuiiiiiieiieieiri e rasrrr s s sssanra e nsananranaennnns 88
3.4 MaterialeS ¥ MEtOAOS . .uuiieieiiri i i raerarae st s saaranranrasansanranrnsanranrnns 89
341 Materiales. ... 89
3.4.2 Sintesis del COMPIEJO.....cueiriei i 89
3.4.2.1 Sintesis asistida por microondas..............ccccvieiiiiiiennns . 89

3.4.3 Sintesisde las NPS.......o.iii 90
3.4.4 Medidas eSPeCtrOSCOPICAS. ...uvouiiriire ettt 91
3.4.5 Microscopia de transmision electronica..............ccoveeeiiiiiiiiinennnn. 91

3.5 ReSUItad0S Y AiSCUSION .uiuiiiiiitieirie e raersiaranraesasanranransasansanranannnnns 93



3.5.1 Sintesis de COMPIEJOS. ......coeiiiei i 93

3.5.2 Interaccion NPS-COMPIEJOS......c.viieieiiiii e 94
3.5.2.1 Experimentos de campo [ejano............c.coceviiiiiiiiiiiiiennn, 94

3.5.2.2 Y [Tl ot oo o - VPR 101

3.5.2.3 Experimentos de campo cercano (SERS)....................... 105

3.5.24 Quenching de los complejos por las NPs............c.ccoennee. 108

3.6 ConcClusSioNeSs ParCialeS...cuuuveiieiirieiiiirir e 113
O A (=T =] =] T o] I T 114

Capitulo 4: Caracterizacion espectroscopica de la asociacion

entre Cr(phen);>" v Transferrina

g =TS 0 1= o 119
2 1 ) o Yo [T o Lo o PP 120
4.2.1 Metabolismo del Hierro..........cooiiiiiii e 120
4.2.2 Transferrina: Apotransferrina y Holotransferrina........................ 121
4.2.3 Metabolismo de la Transferrina.............c.coooiiiiiiiiiiiii, 124
4.2.4 Uso de la Transferrina en la Terapia Fotodinamica.................... 126
4.3 Motivacion Y ODJetiVOS .. e 127
4.4 MaterialeS Y MEtOTOS . iuiuiiiiirirrrerrarar s s s s s s s s s s s s ranaanns 128
441 Materiales. ... o 128
4.4.2 EStudios de asoCiaCiOn...........covieiuiieiiiii i 128
4.4.3 Modelo de asoCiaCiOn...........o.viiiiiii i 130
4.4.4 Transferencia de energia..........cooeiiiiiiiiiiiiiii e 131
4.4.5 Estudios de Dicroismo Circular.............ccoooiiiiiiiiiiiiiieen, 131
4.5 ResultadoS Y diSCUSION .uuiuiiiiiieiriera s s s s s s e s e s s nna s eeanns 133
4.5.1 Quenching del estado excitado de la proteina.................c.ccueeee. 133



4.5.2 Asociacién entre Cr(phen)s®" y Transferrina. Efecto del pH......... 141
453 Pardametros termodinAmicos y naturaleza de las fuerzas de
11 =T = Lo o o ) o 1 144

4.5.4 Transferencia energética de la Holotransferrina al

45,5 Cambios estructurales inducidos por el Cr(phen)33+ a la

HOIOT TANSTEITINGAL. ..o e e e et e e e e e e 151
4.6 CoNClUSIONES PArCIAlES . uuuiiiiiieiiirir i e s 156
A o 2] =Y (=) 0 1o = K= T 158

Capitulo 5: Caracterizacion del proceso de asociacion vy

fotodegradacion de la AlbUumina Sérica humana y Bovina en

presencia de complejos de Cr (llI).

D L RS UM BN . L. e e e e 163
T2 | 1 4 e To 10 o] o1 oY o PP 164
5.2.1  AIDUMING SEIICA. .. oueitii et eaan 164
5.2.2 Fotooxidacion de proteinas..........c.coveiiiiiiiiiiiiie e 167
SIRC IV o1 A AV 2= Tod o] o VA0 o =] £ Vo 1 R 169
5.4 MaterialeS Y METOUOS cuuuiuiiiiiiririri s s s s nraes 170
541 MaterialesS. ... 170
5.4.2 Medidas eSPEeCIrOSCOPICAS. .. .uuuueueet ittt e e eeaeanns 170
5.4.3 EStudios de aSOCIaCION. .......ouiueiiie i 171
5.4.4 Modelo de asoCiaCiOn...........oiueeiiii i, 171
5.4.5 Estudios de Dicroismo Circular...........ccccooviiiiiiiiiiiiii e 172



5.4.6 Estudios de transferencia de Energia..............ccoooeiiiiiiiiiiinnn. 172
5.4.7 Estudios de fotodegradacion.................coooiiiiiiiii e, 172

5.4.8 Estudios de transferencia de iones entre dos soluciones de

electrolitos no miscibles (ITIES).......oiii i 173

5.5 ResultadoS Y diSCUSION ..uiuiuiiiiiiiiarrcr s s s r s e nas 174
5.5.1 Albumina Sérica HUumMana...........ccooeiiiiiiiiiiiii e 174
5511 Asociacién entre Cr(5Cl-phen)s® Yy HSA.........cccoveeeeennn.. 174

5.5.1.2 Parametros termodinamicos y naturaleza de las fuerzas de
1] (=T = (o o3 [0 o 1R 177

5.5.1.3 Cambios conformacionales de la HSA inducidos por la

presencia de COmMPIEJO.......ouiii i 179
55.14 Estudios resueltos en el tiempo..........coooieiiiiiiiiiin, 181
5.5.15 Estudios de fotodegradacion................c.coooviiiiiiiiiinans. 183

5.5.2 Albumina Sérica Bovina (BSA)........coiiiiiiiiiiiiiee e 185
5.5.2.1 Asociacion entre los complejos de Cr (lll) y BSA.............. 185

5.5.2.2 Parametros termodinamicos y naturaleza de las fuerzas de
191 (=] = Lo [o ] 1R PP 188
5.5.2.3 Estudios de Transferencia de iones entre dos soluciones de
electrolitos no miscibles (ITIES)........ooviiiiiii e 189
5.5.2.4 Estudios resueltos en el tiempo..........cooeieiiiiiiiiiiin, 190

5.5.2.5 Transferencia de energia entre la BSA y los complejos

MELAIICOS. ... 192
5.6 CONCIUSIONES PArCialeS...uiiiiiieiieiiriiieiasi e rasanranrassnsanranranannnnes 194
I A = =T =T o] - RPN 195



Capitulo 6: Estudios de interaccién entre Cr(phen)s>" v medios

biolégicos

0. L RO S UM BN . ettt e e e e 199
(T2 1 L0 o 10 o o3 0 o I 200
6.2.1 Uso de los fotosensibilizadores en PDT ..o 200

6.2.2 Antecedentes de los complejos de Cr (Ill) como fotosensibilizadores

PANA 18 P T ...t 201

6.3 MOtivaciOn Yy ODjJelIVOS .. 203
6.4 MaterialeS ¥ MEtOUOS cuuiiiiririiie i rieiaei s ra s sra s ranrasansanranranannanens 204
6.4.1 Lineas Ccelulares...........coouiieiiiiii 204
6.4.2 Mantenimiento de las lineas celulares...............cccocoiiiin. 204
6.4.3 Ensayos de viabilidad celular.................ccoooiiiiiiiii 204
6.4.4  TINCION NUCIEAN...... oo 205
6.4.5 ENSAY0 COMET A. .. e 205
6.4.6 Citometriade flujo.........ccooiii i, 207
6.4.7  FOUONISIS. ..o neeiei e 208

6.5 ResultadOS Y diSCUSION .c.eiiiiiiiii i rieie i rerasra s e s sansanranrnnannannns 210
6.5.1 Efectos fotodiNAmICOS. ........ociuiiiieie i 210
6.5.1.1 Efectos fotodinamicos sobre la viabilidad celular.............. 210

6.5.1.2 Efectos fotodinamicos sobre el nucleo...................c.c.eeee. 212

6.5.2 Estudios genotéxicos (Ensayo COMETA).......ccoivviiiiiiiiiiiinnnn. 214
6.5.3 Mecanismo de muerte celular..............oooiiiiiiiiiiii 215

6.6 CONClUSIONES PArCIAlES . uiieiiiiaeii i i i s riaeranransassanranssanranraainns 218
6.7 REfEIENCIAS. .ttt s 221



Capitulo 7: Conclusiones generales

00 R =] U1 0 =T o 225
7.2 CoNnCluSIONES gENEralesS...iuiiiiiiirir s e n s 226
7.3 Lineamientos a futuro derivados de la presente teSiS.....ccvevvirinrnrnne. 228
ANEXO

Publicaciones generales de la presente teSiS....ucvieriiiriaririeraririerinnnens. 231
Trabajos €N COlabOraCION .uuuiiesi i ieeirin i rariarinranrassasanransassnsansansansnnnnrens 232
Actividades de Extension y Articulacion....ccccveeveiieiiciiciiiicec v e e eeeee, 233



Abreviaturas

T

ADN

AEF

ApoTf

Bpy

BSA
Cr(4,7-diMephen)s**
Cr(5-Clphen)s*"
Cr(5-Mephen);**
Cr(5-Phphen)s**
Cr(phen)s>*

DC

Dppz

E

FA

FACS

FRET

FT

FTIR

HoloTf

HSA

ITIES

Kb
KSV
MO
MTT

Tiempo de vida

Acido desoxirribonucléico

Factor de Incremento analitico
Apotransferrina

2,2 -bipiridina

Albamina Sérica Bovina
Tris(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)Cr(ll1)
Tris(5-cloro-1,10-fenantrolina)Cr(lIl)
Tris(5-metil-1,10-fenantrolina) Cr(I11)
Tris(5-fenil-1,10-fenantrolina)Cr(ll1)
Tris(1,10-fenantrolina)Cr(lII)

Dicroismo Circulas

Dipirofenazina

Eficiencia de Transferencia energética
Fotoacustica

Clasificacion de células activadas por fluorescencia
Transferencia de energia resonante
Fototérmico

Infrarojo con transformada de Fourier
Holotransferrina

Albumina Sérica Humana

Infrarojo

Transferencia de iones entre dos soluciones de
electrolitos no miscibles

Constante de asociacion

Constante de Stern volmer

Microondas

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol



PACT
PDT
Phe
Phen

Ro
RMN
SERS
TEM
Trf
TrfR
Trp
Tyr
uv
AG
AH
AS

Terapia fotodinamica antimicrobiana
Terapia fotodinamica

Fenilalanina

1,10-fenantrolina

Quencher

Distancia donor aceptor

Radio critico

Resonancia Magnética Nuclear
Espectroscopia Raman incrementada por superficie
Microscopia de Transmision electrénica
Transferrina

Receptor de la Transferrina

Triptofano

Tirosina

Ultravioleta

Cambio de energia libre de Gibss
Cambio de entalpia

Cambio de entropia

Coeficiente de absortividad

Distancia interparticula



Introduccion

El estudio de los metales (y los complejos metalicos) interactuando con
sistemas bioldgicos, ha cobrado en los ultimos afios un especial interés debido
a la potencialidad de estos como posibles farmacos en el tratamiento de
distintas enfermedades. Esta area, que involucra el estudio de compuestos
inorganicos en medios bioldgicos, se conoce como Quimica Biolnorganica, y se
encuentra en la interfase entre la Quimica y la Biologia, pero toca de lleno
modelos y conceptos de la Fisicoquimica, Biologia molecular, Biologia celular,
Bioquimica, Medicina, Fisica, Quimica Inorganica, Quimica Orgénica, etc.

S.J. Lippard® define las principales lineas de actuacién de la Quimica

Bioinorganica como:
e Estudio de la funcién de los biometales® y de sus mecanismos de accion.

e Sintesis de modelos sencillos que reproduzcan el comportamiento de
sistemas mas complejos (Por ejemplo, el estudio de centros activos de

enzimas dependientes de iones metalicos).

e Adicién de iones metalicos o complejos de coordinacion a sistemas

biol6gicos como pruebas de estructura y funcion.

Ademas de estos aportes de la Quimica Bioinorganica, esta disciplina
creciente ha tenido un especial interés desde que se propuso a determinados
complejos de platino como potenciales farmacos anticancerigenos. Estos
complejos metalicos de Pt(ll) interaccionan con las hebras de ADN y han sido
relativamente eficaces en el tratamiento de varios tipos de cancer, entre los que
podemos incluir linfomas, sarcomas, algunos carcinomas, y tumores de células

germinales. (Figura 1)

® Los biometales son aquellos metales esenciales para la vida. Incluyen tanto a los metales que son
esenciales en cantidades importantes (Calcio, Hierro, etc.) como a aquellos metales que son necesarios
en trazas (Cobre, Cromo, etc.).



Sin embargo los complejos de Pt(ll) no han sido los Unicos metalofarmacos
estudiados en los ultimos afios. Podemos mencionar a los complejos de Ru(ll
y Ru(lll) ? utilizados como agentes antimetastasicos; o radiofarmacos de Tc(V);
0 bien, complejos aurosos como agentes antiartriticos. Numerosos ejemplos
nos muestran como la presencia de un atomo metdlico interactuando con
estructuras organicas, conforman un nuevo agente con propiedades
importantes en relacibn a su actividad biolégica, como por ejemplo: la
citotoxicidad, = genotoxicidad, selectividad, @ mecanismo de accion,

farmacocinética, etc. 3
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Figura 1. Cis-diaminodicloroplatino (11)

Uno de los caminos mas importantes que ha tomado la Quimica
Bioinorgéanica es en relacion con la Fotoquimica y la Fotofisica, permitiendo asi
explorar el efecto de la luz cuando un complejo metélico se encuentra inmerso

en un sistema bioldgico.

En este sentido aparece como una de las estrategias terapeduticas para el
tratamiento de lesiones neoplésicas, la terapia fotodinamica (PDT, del inglés
Photodynamic Therapy).*” Esta terapia utiliza la absorcién de un fotén por
parte de un cromoforo para generar un estado excitado capaz de promover
dafio a nivel celular. En este sentido los complejos metalicos poseen
propiedades fotofisicas y fotoquimicas interesantes en torno a la PDT. Entre
ellas podemos mencionar que tienen tiempos de vida lo suficientemente largos
como para generar dafo, directo o indirecto (segun los mecanismos de Foote)

en una entidad celular. EIl estudio de estos mecanismos y de su efectividad

2



tiene una importancia clave a la hora de disefiar y sintetizar nuevos

fotosensibilizadores para la PDT.

Es, quizds, uno de los inconvenientes mayores de los tratamientos
anticancerigenos, la falta de selectividad de los farmacos para identificar a las
células neoplasicas. Esto genera que el tratamiento no sea, a veces, lo
suficientemente efectivo, y que, a su vez, genere efectos secundarios en el
paciente. En este sentido la terapia fotodinAmica aporta una gran ventaja, ya
gue esta necesita de irradiar el tejido a ser tratado, generando asi dafio celular
solamente en el tejido irradiado. Esta ventaja de la PDT, es también una
limitacién, puesto que es una terapia que permite tratar lesiones neoplasicas
gue se encuentren accesibles a ser irradiadas, ya sea con una irradiacion
directa (cancer de piel) o bien, una irradiaciéon que implique el uso de fibras

Opticas (cancer de estbmago, por ejemplo).

En los Ultimos afios se ha profundizado sobre este aspecto disefiando
distintas vias de transporte especifico de farmacos, utilizando nanosistemas,
polimeros, proteinas de transporte, etc. Se conoce que existen algunos
receptores de membrana sobre-expresados en células tumorales, y esto motiva

el uso de proteinas como agentes transportadores de farmacos. **'%*?

Por ultimo es interesante mencionar el aporte de la nanociencia a la
medicina, ya sea como terapia o bien como método para diagnosticar
patologias. La Nanociencia es la disciplina que se encarga de estudiar
especies de tamafio nanométrico. En compuestos de este tamarfo, las
propiedades espectroscépicas difieren mucho de los compuestos en tamafios
varios ordenes de magnitud mayores. Estas propiedades hacen rico el estudio
de estos compuestos, ya que tienen un potencial importante en areas tan

variadas como la medicina, la industria, el arte, el deporte, etc.



Referencias

1 5.J. Lippard, J.M. Berg, Principles of Bioinorganic Chemistry, University
Science Books, Mill Valley, 1994.

2 H. Sigel, Metal ions in Biological System, Vol. 11, Metal complexes as
anticancer agents, Marcel Dekker Inc., New York, 1980.

% i) P.J. Sadler, Advances in Inorganic Chemistry, Vol. 36, Inorganic Chemistry
and Drug Design, A.G. Sykes Ed. Academic Press, California, 1997; ii) C.J.
Jones, J.R. Thornback, Medicinal Applications of Coordination Chemistry, The
Royal Society of Chemistry, 2007.

* V. Balzani, L. Moggi, M.F. Manfrin, F. Bolletta, G.S. Laurence, Coord. Chem.
Rev., 15 (1975) 321.

> B.W. Henderson, T.J. Dougherty, Photochem. Photobiol., 55 (1992) 145.
® J.G. Levy, M. Obochi. Photochem Photobiol., 64 (1996) 737.
" T.J. Dougherty, Photochem Photobiol., 58 (1993) 895.

8 L. Esserman, S. Takahashi, V. Rojas, R. Warnke, R. Levy, Blood, 74 (1989)
2718.

° R. Sciot, A.C. Paterson, P. van Eyken, F. Callea, M.C. Kew, V.J. Desmet,
Histopathology, 12 (1988) 53.

19p T. Gomme, K.B. MacCann, Adv. Drugs Delivery Rev., 10 (2005) 267.

'H. Du, J. Xiang, Y. Zhang, Y. Tang, G. Xu, J. Inorg. Biochem., 102 (2008)
146.

12 5.C. Shivastava, L.F. Mausner, M.J. Clarke, Ruthenium and other Non-
Platinum Metal Complexes in Cancer Chemotherapy, Ed. Springer-Verlag,
Heidleberg, 1989.



Aspectos tedricos y generales

Capitulo 1

5






1.1 Resumen

En el siguiente capitulo se detallan los aspectos tedricos mas relevantes de
los procesos fotoquimicos y fotofisicos que ocurren cuando un foton
interacciona con una molécula determinada. De manera mas especifica se
detallan los aspectos mas importantes de la fotofisica y fotoquimica de los
complejos metalicos (de Rutenio y Cromo) que se utilizaron durante el

transcurso de la tesis.



1.2 Procesos fotofisicos y fotoquimicos

1.2.1 Aspectos generales

Existen numerosas reacciones que se inician con la presencia de un foton,
algunas de suma importancia, como por ejemplo la fotosintesis o la sintesis de
la vitamina D que utilizan (comunmente) la luz solar para poder ocurrir.
También podemos incluir aquellos procesos de absorcidon de radiacion
ultravioleta (UV), que dan lugar al calentamiento de la atmésfera durante el dia;
0 bien procesos de absorcién de radiacion infrarroja (IR) relacionados con el

crecimiento y la produccion de algunas proteinas en las plantas.

Al comienzo de cualquier proceso fotofisico o reaccion fotoquimica, una
molécula debe absorber un fotébn. Cuando un foton se encuentra en la
vecindad de una molécula se produce una interaccion entre el vector de campo
eléctrico asociado a la molécula y el vector de campo eléctrico asociado al
foton. Esta interaccion puede generar que el fotbn sea absorbido por la
molécula y le transfiera toda su energia, generando cambios en la estructura

electrénica de la molécula.

La absorcién de un fotdn es el primer paso de una serie de multiples pasos
gue nos llevaran hasta la obtencion de un producto quimico final distinto al
inicial. El estado excitado formado posee una mayor energia que el estado
fundamental haciéndola una especie inestable. Si la molécula no modifica su
estructura quimica (proceso fotoquimico), perdera su energia de excitacion
para volver a su estado basal (proceso fotofisico). La diferencia en estos
procesos reside en que en un proceso fotoquimico existe una modificacion en

la naturaleza quimica del compuesto, mientras que en un proceso fotofisico no.

Las vias de desactivacion del estado excitado las podemos categorizar en

las siguientes (Figura 1.1):



e Proceso radiativo o luminiscente, donde el estad excitado emite una
radiacion electromagnética de menor energia que la absorbida por la

molécula, de este modo, la molécula retorna a su estado basal.

e Proceso no radiativo, donde la desactivacion del estado excitado ocurre

sin la emision de radiacion electromagnético, sino a través de calor.

e Proceso de guenching, donde otra especie (Q) presente en el medio

puede desactivar el estado excitado.

—>» A + hv’ (Proceso radiativo o luminiscente)

A » A » A + calor (Proceso no radiativo)

+Q
—>» A y/o producto (Proceso de quenching)

Figura 1.1 Esquema representativo de los procesos de desactivacion del estado excitado

El diagrama de Jablonski es, quizas, el diagrama mas explicativo de los
procesos fotofisicos que ocurren cuando un fotén es absorbido por una
molécula. La probabilidad de que un foton se absorba esta relacionada con la
funcion de onda de los estados involucrados y con el nidmero cuantico de
espin. Podemos clasificar las transiciones electronicas en prohibidas y
permitidas, siendo estas Ultimas las que ocurren de un estado a otro que posee
la misma multiplicidad. Las transiciones prohibidas son aquellas que involucran
estados con distinta multiplicidad, y que se encuentran impedidas por reglas de
seleccion de la mecanica cuantica y dificilmente se observan directamente en

los espectros de absorcion.

En casi todos los procesos fotofisicos, el primer estado excitado es un
estado triplete y el fundamental es un estado singlete. Las reglas de seleccion

indican que el estado triplete no puede poblarse directamente desde el estado
9



singlete fundamental. Sin embargo si es posible que el estado triplete se
pueble a través de procesos de desactivacion de estados superiores. En este
sentido, como podemos observar, en un proceso fotofisico, hay por lo menos

tres estados involucrados. (Figura 1.2)

S A
Econversi()n interna a S,
§ (102 s5)
E kr‘c
: Relajacion
A : —vibracional
— (10s)
S 1 v RN
isc h A
; L
Absorcion Fluorescencia Fosforescencia
(105 5) (10 s) i (103 s)
hv ;kjc hvﬂu kﬂu ki;(‘ hvfﬂs kf(ls
\4 N,
S ¥ ¥

Figura 1.2 Diagrama de Jablonski donde se pueden observar los distintos procesos que
ocurren desde que una especie absorbe un foton. K, iy, Kisc, K'isc ¥ Kios SON las constantes de
velocidad unimoleculares para los procesos de conversion interna, fluorescencia, cruce

intersistemas (S;—T3), cruce intersistemas (T,—Sy) y fosforescencia, respectivamente.
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La emisiébn de luz puede clasificarse, segun de que estado superior
provenga, en fluorescencia o fosforescencia. Si el estado excitado posee la
misma multiplicidad que el estado fundamental estamos ante un proceso que
podriamos denominar fluorescencia, mientras que si poseen diferente
multiplicidad, es un proceso de fosforescencia. En este mismo sentido la
desactivacion no radiativa puede llamarse conversion interna cuando ocurre
entre estados de igual multiplicidad, o cruce intersistemas cuando ocurre

entre estados de diferente multiplicidad.

Cada proceso se encuentra caracterizado por su constante de velocidad, y
cada estado excitado se encuentra, a su vez, también caracterizado por su
tiempo de vida. Existe una relacion estrecha entre estos dos parametros,

dada por la ecuacion 1.1:

__L
S

T (Ec. 1.1)

donde, k; es la constante de decaimiento para un proceso i tal que conduce a la

desaparicion del estado excitado.

Para cada proceso, también se puede determinar el rendimiento cuantico,
gue se define como la relacién entre la cantidad de especie formada y la
cantidad de luz absorbida. Los rendimientos cuanticos de fluorescencia (®y,) y
de fosforescencia (drs) Son cantidades caracteristicas de cada especie y
teniendo en cuenta el diagrama de Jablonski, pueden expresarse mediante las

siguientes ecuaciones.

Dy, =Ky, T, s (Ec.1.2)

D fos — nisckfosTTl ' (Ec.1.3)

donde, 7 y z; son los tiempos de vida del estado excitado singlete y triplete,
respectivamente,
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~ 1 y oo 1
' kqu + kic + kisc " k + ki,sc

Ts , (Ec 1.4y 1.5)

fos

Y 7misc €S la eficiencia de poblacion del estado excitado A(T;) a partir del estado
A(Sl):

isc

kﬂu + kic + I(isc .

Thisc = (Ec.1.6)

Cuando tenemos procesos de desactivacion intramolecular que no son lo
suficientemente rapidos, el estado excitado tiene una mayor probabilidad de
encontrar una molédula diferente (Q) con la cual interaccionar dando lugar a un

proceso bimolecular. (Figura 1.3)

k
—>» A+ 'Q (Transferencia de energia)

kd
k
A+ Q (_—’ [A--Q] —» B+ C (Reaccién quimica)

k» 3 Complejo de encuentro

k,
——» A + Q (Desactivacion catalizada)

Figura 1.3 Esquema de los procesos que pueden ocurrir una vez que se encuentran la

especie excitada *A y una molécula diferente Q.

Cabe aclarar que, en solucion, solo aquellos estados excitados que posean
tiempos de vida mayores que ~1ns van a tener la oportunidad de encontrarse
con otras especies. Inicialmente cuando el estado excitado se encuentra con
una molécula Q, se forma un complejo de encuentro, con sus respectivas
constantes de formacién y de disociacion, que luego puede dar lugar a una
transferencia energética, una reaccion quimica, o bien una desactivacion

catalizada.
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Los procesos de este tipo mas comunes son los de transferencia energética
y los de transferencia electronica; estos ultimos dan lugar a la reduccion u

oxidacion de alguna de las dos especies involucradas.

La capacidad de un estado excitado en intervenir en un proceso de
transferencia de energia esta relacionada con las energias espectroscopicas
de punto cero (E®%? de las especies involucradas. Para los procesos de
transferencia electrénica, los potenciales de oxidacién y reduccion del estado
excitado (A/A* y "A/A) son los parametros termodindmicos relevantes. Debido
a su alto contenido energético, un estado excitado es en general, un agente

oxidante y/o reductor mas fuerte que su estado fundamental.

1.2.2 Procesos de Transferencia Electrénica

La teoria de la transferencia electrénica puede aplicarse tanto a especies
gue se encuentren en su estado fundamental (transferencia de electrones
térmica) como a especies que se encuentren en su estado excitado

(transferencia de electrones fotoinducida).

En la Figura 1.4 se muestra el mecanismo general para un proceso de
transferencia electronica donde la sustancia D le transfiere un electrén a la
especie A en su estado excitado. Llamaremos a la especie D=especie donora

o donor y a A=especie aceptora o aceptor. *

En la figura 1.4 podemos distinguir a kg, K'q, K4 Y K. que son constantes de
velocidad para la formacién y desaparicion del complejo de encuentro

precursor y sucesor de esfera externa, respectivamente, ke y ke son las

% La energia espectroscépica de punto cero corresponde a la diferencia de energia entre el
primer nivel vibracional del primer estado electronico excitado (A(Sy,vp)) Y €l primer nivel

vibracional del estado electrénico fundamental (A(So, tp)).
13



constantes de velocidad unimoleculares para la etapa de transferencia
electrénica que involucra el estado excitado y ke(g) Yy Kke(g) son las
correspondientes constantes de velocidad para el proceso de transferencia

electrénica en el estado fundamental.

k

d

A+ D <—2Z['A...D]
k

! x
X ’
b k

hv || o [A~ D] — > A+ D+l> productos
(—k’
k (2) “

K, k(g
A+D <T_> [A--D]

-d

Figura 1.4 Mecanismo general para un proceso de transferencia electronica desde el estado

fundamental y desde un estado excitado.

Podriamos expresar el proceso de transferencia electrénica en una simpe

ecuacion:

"A+D—f= s A 4 DY, (Ec.1.7)

Y su correspondiente constante de velocidad experimental, puede
expresarse como una funcién de las constantes de velocidad de las distintas
etapas (Ec.1.8):

P ky kgik,.’ (Ec.1.8)
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1.2.3 Mecanismos de Quenching

Las sustancias que tienen la capacidad de inhibir la emision luminica de una
especie en su estado excitado, son conocidos como quenchers, y el proceso
por el cual se da esta inhibicion es conocido como quenching. La
interpretacion tedrica y mecanistica de estos procesos son accesibles mediante
el estudio de las constantes de quenching y de los rendimientos cuanticos de

reaccion.

La constante bimolecular de quenching, kq, puede obtenerse mediante la
medicion de los tiempos de vida y/o de la intensidad de luminiscencia de una
especie excitada (‘A) como una funcién de la concentracién de quencher (Q), a
partir de la ecuacién de Stern-Volmer?

7, _ K

—=—=1+K_,[Q], (Ec.1.9)
r F

donde n y 7 son los tiempos de vida de la especie excitada en ausencia y

presencia de Q, respectivamente; Fo y F son las intensidades de luminiscencia

de A en ausencia y presencia de quencher, respectivamente y Kg, es la

constante de Stern-Volmer, siendo
st = quO (Ec.1.10)

Es importante distinguir que existen dos tipos de quenchings, el quenching
dinamico (o colisional o bimolecular) y el quenching estatico. En el primero lo
gue ocurre es la desactivacion del estado excitado por una colision con el
qguencher. En el segundo existe una asociaciOn previa entre el estado
fundamental y el quencher, que genera la desactivacion de la emision luminica.
(Figura 1.5) Graficando Fo/F y wn/7z en funcion de la concentracién de Q,
deberian ambas curvas coincidir y ser lineales con pendiente igual a Ks, Si nos
encontramos en presencia de un quenching puramente dindmico. Por el

contrario si el quenching es puramente estatico las mediciones resueltas en el

15



tiempo (w/7) no debieran sufrir cambio alguno en presencia de agregado de

guencher.

Quenching
dinamico
Quenching
estatico Q «—*Q

. NN/

AQ

Complejo no
fluorescente

Figura 1.5 Esquema representativo para un proceso de quenching tanto estatico, como

dinamico.

Otro dato importante para caracterizar si nos encontramos frente a un
guenching dinamico o estético, consiste en evaluar como se modifica la Kg, en
presencia de un cambio de temperatura. Si estamos en presencia de un
Quenching dinamico, con un aumento de temperatura, el quencher tiene mayor
energia cinética, y por ende, mayor probabilidad de desactivar el estado
excitado. Por este motivo aumenta la Kg, si el quenching es dinamico. Por el
contrario una disminucion de la temperatura, genera un proceso de
favorecimiento de la asociacion entre Ay Q, y por ende un aumento en la Kgy,

si el Quenching es estatico.
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1.2.4 Procesos de oxidacion inducidos por sustancias

fotosensibilizadoras

Los fotosensibilizadores tienen la capacidad de inducir procesos oxidativos
en determinados sustratos. Si, por ejemplo, inducimos un proceso oxidativo en
un sustrato biolégico clave para el desarrollo de una célula, podriamos estar
generando un dafio que conduzca a la muerte celular. En esto se sustenta la
terapia fotodinamica, que consiste en generar dafio en células neoplasicas

utilizando la accién combinada de un fotosensibilizador y luz visible.**

La PDT (PhotoDynamic Therapy) es una técnica que se ha estudiado
profundamente en los ultimos afios. Desde la investigacion basica hasta
ensayos clinicos, esta técnica ha demostrado ser una técinca promisoria en el
tratamiento de lesiones precancerosas y cancerosas, como asi también en
infecciones localizadas (PACT, photodynamic antimicrobial chemotherapy). La
PDT ya posee procedimientos que han sido aprobados y adoptados por las

agencias de salud de diferentes paises. >®

La estrategia de la PDT consiste en combinar dos agentes que por si solos
no pueden generar dafo celular: la luz y el fotosensibilizador. Sin embargo
cuando se combinan estos dos agentes, nos encontramos frente a un
fendbmeno que puede llevar a la destruccion de células tumorales y la, posterior,
erradicacion de un tumor mediante la generacién generacion in situ de
especies citotdxicas altamente reactivas. La presencia de oxigeno molecular
disuelto se ha considerado como una condicion necesaria para la obtencion del

fenémeno fototéxico deseado**!

, Sin embargo en una clasica discusion sobre
los mecanismos de oxidacién se puede encontrar que existen vias capaces de

evitar la intervencion del oxigeno.

Desde 1968, Foote'' consideré dos categorias de fotoreacciones que
prevalecen en soluciones aerébicas y que son de suma importancia para la
PDT. EIl primero de estos procesos tiene en cuenta la posibilidad de que el

estado excitado del fotosensibilizador reaccione directamente con una molécula
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del sustrato (S) y se genere una transferencia electrénica o de atomos de
hidrégeno; este es conocido como mecanismo de Foote tipo I. Por otra parte,
el mecanismo de Foote tipo IlI, considera que el proceso primario es la
interaccion entre el estado excitado del fotosensibilizador con una molécula de

oxigeno.*>*! Figura 1.6

El estado excitado involucrado en estos procesos suele ser el primer estado
excitado, triplete, porque este estado vive mucho méas tiempo con respecto al
estado singlete y esto favorece interacciones entre este estado y el sustrato (S)

y/o el oxigeno molecular.

En el mecanismo de Foote tipo |, el par radical del sustrato que se genera
luego de la transferencia electronica o de atomo de hidrégeno, puede
reaccionar con oxigeno molecular disuelto pudiendo producir asi una variedad
de especies reactivas derivadas del oxigeno como ser radicales peroxido
(HOO' en su forma protonada), superéxido (O,") e hidroxilos (HO"), entre otros.
Por su parte, en las reacciones de mecanismo de Foote tipo I, la especie

reactiva formada es el oxigeno singlete (*O,).

A

3 :

*0," + Sens
Tipo 1
W —
Sensibilizador (Sens) Sustrato™ + Sens™
A H
Y
Tipo I1N_ 5
10,"+ Sens

—— _;0

Figura 1.6 Representacion esquematica de los mecanismo de Foote tipo | y tipo I
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Cuando las especies se encuentran libres en solucion los parametros que
gobiernan el tipo de mecanismo son las k; y k; y las concentraciones de
sustrato y oxigeno presentes. Sin embargo el panorama cambia rotundamente
cuando tenemos el fotosensibilizador asociado (enlace no covalente) a algun
sustrato biolégico, como ser una proteina, una membrana, o el mismo acido
desoxirribonucleico (ADN). 1213141516 Al estar el agente fotosensible (en su
estado basal) asociado a un sustrato, el mecanismo Tipo | se vuelve mucho
mas competitivo, especialmente cuando el fotosensibilizador se encuentra en
una regién de dificil acceso al oxigeno molecular. En otras palabras, la
asociacion a un sustrato ofrece un resguardo contra el quenching difusional por

el oxigeno®"*2.

Es importante considerar otros aspectos también cuando existe una
asociacion del fotosensibilizador en su estado basal a un biopolimero. Por
ejemplo, dada la naturaleza del microambiente en el que se puede ubicar el
fotosensibilizador, pueden existir cambios en las propiedades fotofisicas y
fotoquimicas del mismo. Por otra parte considerando la ubicacion del
fotosensibilizador, la dinamica de separacion de los productos fotoquimicos
primarios puede verse alterada, por lo que vias de reaccion que no se observan
para especies libres en solucion, pueden volverse mas competitivas en

espacios restringidos.

19



1.3 Propiedades fotofisicas y fotoquimicas de los

complejos metalicos

1.3.1 Aspectos generales

A pesar de que ambas familias de complejos -Ru(ll) y Cr(lll)- son de
microsimetria octaédrica (Oy), poseen prodiedades fotofisicas bien diferentes.
Los complejos polipiridinicos del Cr(lll) poseen una configuracién del estado
fundamental (tzg3) con simetria octaédrica d*, mientras que los complejos de
Ru(ll) poseen una configuracion de estado fundamental (tzge), también con

simetria octaédrica d°.

Los complejos de Cr(lll) poseen un estado fundamental A, y el estado
excitado mas bajo permitido es el *T,, mientras que el mas bajo prohibido por
espin son dos estados dobletes muy cercanos entre si que se encuentran en
equilibrio térmico (*T./?E) *®. (Figura 1.7)

Cabe aclarar que durante el transcurso de la tesis se trabajé con mayor
ahinco en los complejos polipiridinicos del Cr(lll), mientras que los complejos
de Ru(ll) se utilizaron solamente como agentes agregantes en los sistemas
nanoscopicos. Por tal motivo el desarrollo de este capitulo apuntara en su
mayoria a exhibir mayoritariamente los aspectos teéricos de los complejos de
Cr(ll).

1.3.2 Espectro de absorcion del estado fundamental

En un contexto de microsimetria octaédrica, el estado fundamental de los

complejos de Cromo (I1l) es un estado “A,, es decir un estado con multiplicidad®

® La multiplicidad de un sistema se define como 2s+1, donde s es el niimero cuantico de spin.
20



cuartete. La letra A que asigna el estado se refiere al nUumero cuantico azimutal
(en notacion espectroscopica) y el subindice 2 corresponde al nimero cuantico
de momento angular total. Todos los estados electrénicos se definen de este

modo.

En la Figura 1.8 podemos observar los espectros de absorcion para los
complejos [Cr(bpy)s]** (bpy = 2,2-bipiridina) y [Cr(phen).(dppz)]*" (dppz =
dipirido[3,2-a:2’,3’-c]-fenacina). Existen tres bandas correspondientes a
transiciones permitidas por espin (‘A;—*T,, n = 1 y 2) en la regién del

ultravioleta y visible, y dos mas débiles (*A,—°T,, n = 1 y 2) prohibidas por

espin en la zona del rojo.**?
b*T s
1 A '
o LV —
a H
LA conversion interna a ‘T,
£ (1072 5)
: ic k"
> Productos
A 4
‘T -
: A I f:‘ ‘jf(i.«: 2T
T K
k>3 _zElerductos
Absorcion Fluorescencia Fosforescencia
(103 5) (10%5) (103 5)
by 4k:.u' hvnu kﬂu 2I‘m" Ve kf'os
" v V¥ %

Figura 1.7 Diagrama de Jablonski para el complejo metalico Cr(bpy)s°>". Dada la similitud en el
comportamiento fotofisico, este esquema se aplica para todos los complejos polipiridinicos de
Cr(lll) estudiados en esta tesis. Adaptado de la referencia *

Para el complejo [Cr(bpy)s]*" se ven las tres bandas A = 427, 346 y 283 nm

se asignaron a las transiciones ‘A>T, ‘A,—>a’T; y “‘A,—b'Ty,
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respectivamente, correspondientes al acoplamiento d-d y modo vibracional del
ligando. Las bandas de absorcion en la regién de A = 306 nm y A = 280-230 nm

corresponden a transiciones n-n centradas en el ligando.?**

Para el complejo [Cr(phen).(dppz)]**, por ejemplo, se presentan dos bandas
caracteristicas, una de baja intensidad a A = 430 nm, correspondiente a la
transicion d-d del metal y otra de mayor intensidad correspondiente a las
transiciones electrénicas del tipo n-n’, caracteristicas del ligando dppz,?® en la

region de A = 350-380 nm.*’

| B 4.

40,6

0,6
0,5
{05 04

0,44 {04 0,3

eloueqIOSqy
eloueqIosSqy

0,34

o
N

10,3

Absorbancia
Absorbancia

0,2+

40,2 0,1

0,14
0,1 0,0

250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
A (nm) A (nm)

Figura 1.8 Espectro de absorcion para el [Cr(bpy)g,]3+ (A yel [Cr(phen)z(dppz)]3+ (B). Las
curvas continuas y punteadas corresponden a diferentes concentraciones. Adaptado de

referencia %

Es importante destacar que la introduccion de sustituyentes en los ligandos
bpy o phen (1,10-fenantrolina) genera cambios en las porpiedades fotofisicas
de los complejos que se traducen en cambios en el espectro de absorcion del
estado fundamental.”>* A modo de ejemplo cuando la bpy se sustituye por
una especie metilica (Me) o bencénica (Ph) en la posicién 4,4°, se induce un
corrimiento hacia el azul de la principal banda de absorcion en la regién visible.
Por otro lado los valores de los coeficientes de extincidn se incrementan de
modo abrupto cuando los ligandos tanto phen como bpy se encuentran

sustituidos por Ph.
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1.3.3 Espectro de absorcion del estado excitado

La técnica de flash fotdlisis permite obtener los espectros de absorcion del

estado excitado de diversas moléculas para obtener informacion sobre las

propiedades fotofisicas de dichas moléculas.

La excitacion es generada a

través de un laser pulsado, y la especie transitoria que se forma presenta un

espectro de absorcidén caracteristico.

En la figura 1.9 podemos observar el

espectro de absorcién del estado excitado del complejo [Cr(phen)s]**

([Cr(phen)s]*).
0,024] ,
\ Lkhv
\ ...‘ gﬁ&x 3+
o016 | - \ \w/}\?
Q \ ? * [ /NfN‘ —
o) 1 o® \ ¥a
< .’ (]
®
0,008 \o®
[ ]
0,000 ./
400 500 600 700 800
A (Nnm)

Figura 1.9 Espectro de absorcion del [Cr(phen)g]3+ en su estado excitado. Espectro

tomado a 150 ps luego del flash del laser. A¢:=337 nm. Adaptado de la referencia 29.

Dicho espectro (°T1/°E ) se caracteriza por exhibir una extensa banda

centrada en A = 515 nm (asignada a la transicion E —b”T;)?®. Esta banda es
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poco sensible a la sustitucion de los ligandos en las posiciones 4,7 y 3,4,7,8 por
grupos Me. Sin embargo, la presencia de grupos Ph, en las posiciones 4,7 y la
sustitucion en la posicion 5 con Cl induce un corrimiento hacia mayores

longitudes de onda de la principal banda de absorcién ~ 20 nm.?

1.3.4 Decaimiento de los estados excitados

El decaimiento radiativo de los complejos de Cr(lll) ha sido motivo de

estudio intenso en las dltimas décadas. 3**

Una vez que el complejo absorbe
un fotén, se ocupa un estado excitado “T, que rapidamente (~10ps) se
despuebla, a través de un cruce entre sistema, a un estado doblete. Desde

agui se da la emision fosforescente.

Cabe aclarar que el rendimiento cuantico de cruce intersistemas (®isc) a los
estados doblete tiene un valor préximo a 1,0. Para ser mas precisos 0,95% o
1,0%"3®8 para [Cr(phen)s]*" y 1,0% para [Cr(bpy)s]**.

El espectro de emision de fosforescencia posee dos bandas bien definidas,
las cuales son asignadas a las transiciones “E—”A, (la mayor centrada cerca
de los 725nm) y 2T;—*A, (el hombro centrado cerca de los 695nm). El

decaimiento de las dos bandas de emision presenta un tiempo de vida similar.
(Figura 1.10)

1,5 -
1,2
0,9 -
0,6 -

0,3 -

Intensidad de emisién x10° (U.A.)

0,0 T T T —
680 720 760 800
A (nm)

Figura 1.10 Espectro de emisién para el [Cr(phen)g]3+ a temperatura ambiente.
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La presencia de sustituyentes en los ligandos, o el reemplazo de un ligando
fenantrolina por uno similar, como puede ser el dppz no genera cambios
radicales sobre la longitud de onda del maximo de emision. Sin embargo el
tiempo de vida del estado excitado y los potenciales rédox si pueden variar

significativamente.?**°

1.3.5 Relajacion del estado excitado

El tiempo de vida de los estados excitados doblete es controlado por todos
los procesos que toman partido con ese estado; a considerar decaimientos

radiativos (k;), no radiativos (k) y procesos fotoquimicos (k):

1
To = K +k 1k, (Ec 1.11)

El proceso no radiativo (ky), es el que mas contribuye al tiempo de vida del
estado excitado, ya que el rendimiento cuantico de emision es bajo (o, <
0,001)?**'y @, < 0,2 por lo tanto se podria expresar el tiempo de vida como 7
~ 1/k,. El hecho de que los complejos se encuentren sustituidos no genera

cambios en el rendimiento cuantico de emision.

1.3.6 Reacciones de fotosolvadlisis

Los complejos de Cr(lll) como todos los complejos inorganicos pueden sufrir
reacciones de sustitucion en las que los ligandos se sustituyen por moléculas
de solvente, actuando este como un nucleodfilo. Este tipo de reacciones se

puede dar tanto en presencia de luz, como en ausencia de ella.
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En soluciones acuosas (neutras o basicas) de [Cr(phen)s]** y [Cr(bpy)s]**, la
presencia de luz conduce a reacciones donde se sustituye uno de los ligandos

bidentados por moléculas de H,O o OH" a través de la siguiente reaccion:
[CFH(NN)s** + 20H + hv  —  [Cr(NN)2(OH),]* + NN (Ec.1.12)

Esta reaccion de fotosolvdlisis es también llamada, por ser el sustituyente
H,O o OH’, reaccién de fotoacuacion; y es una reaccion altamente dependiente
del pH de la solucion. En tal sentido en la figura 1.11 se muestra como varia el
rendimiento cuantico de fotoacuacion (®sy) y la constante de velocidad térmica
de sustitucion (ky) en funcién del pH para el [Cr(bpy)s]** (sin embargo cabe
aclarar que todos los complejos polipiridinicos de Cr(lll) poseen un

comportamiento similar).?*2*42

0,12
0,10

-0,08

(O
L 0,06 fot

k,,s'x107

- 0,04

1 0,02

Figura 1.11 Representacién gréafica de la relacién entre en rendimiento cuantico de
fotoacuacion (dy) v la constante de velocidad térmica de sustitucion (ky,) y el pH para el

[Cr(bpy)s]**. Adaptado de la referencia **.

1.3.7 Mecanismo de fotosustitucion

El mecanismo mas aceptado para entender el proceso de fotosustitucién por
una molécula de agua (fotoacuacion), involucra necesariamente al estado
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excitado °T,/’E. La evidencia mas clara de que este estado excitado se
encuentra involucrado en el proceso de fotoacuacion es el hecho de que un
guencher que desactive dicho estado excitado, genera que el rendimiento de la

fotoacuacion disminuya un 97%.

El mecanismo de reaccion propuesto es el siguiente:

(‘A)[Cr(NN)]** + hv - (*T2) [Cr(NN)s]** (Ec.1.13)
(*T2) [Cr(NN)s]** - (T/PE)[Cr(NN)3* (Ec.1.14)
(CT./’E) [Cr(NN)3]* - (CA)[Cr(NN)s** + hv' (Ec.1.15)
CT/E)[Cr(NN)s** + H,O0 —  [Cr(NN)3(H,0)]*" (Ec.1.16)
[Cr(NN)3(H,0)]** - (“A)[Cr(NN)s]*" + H,0 (Ec.1.17)
[Cr(NN)3(H20)]** —  [Cr(NN)s(OH)]** + H* (Ec.1.18)
[Cr(NN)3(OH)]* + OH"  —  [Cr(NN)»(OH),]* + NN (Ec.1.19)

La presencia del intermediario [Cr(NN)s(H,O)]** es clave para entender la
dependencia del rendimiento cuéntico de fotoacuacién con el pH. Es un
intermediario que se encuentra presente en los procesos de sustitucion tanto

en la via fotoquimica como en la via térmica.?*4%*2

1.3.8 Propiedades Rédox

La voltametria ciclica permite conocer los potenciales de reduccion de los
complejos polipiridinicos de Cr(lll) en su estado basal, mientras que para
conocer los potenciales de reduccién del estado excitado (‘E° Cr(lI1)/Cr(1l)) se

debe aplicar la siguiente ecuacion (ec 1.20):
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E°(TCr(NN)s]*"?*) = E([Cr(NN)s]****) + Ego( [Cr(NN)s]*") (Ec.1.20)

donde E°([Cr(NN)s]*"?*) es el potencial de reduccién del estado fundamental y

Eoo( [Cr(NN)3]*") es la energia del estado excitado.?**°

En la Tabla 1.1 podemos observar los potenciales de reduccion del estado
fundamental y del estado excitado doblete para algunos de los complejos de

Cr(lll) estudiados en la presente tesis:

Tabla 1.1 Potenciales redox para los complejos polipiridinicos de Cr(lll) en su estado

fundamental y en su estado excitado. Electrodo de referencia de Ag/AgCl Datos de referencia
27,43

Complejos del Cr(lll) E°, V "E°, V(°T/°E)

Cr(l/Cr(lly -~ *Cr(lny/Cr(lr)
[Cr(phen)s]®* -0,28 1,42
[Cr(5-Mephen)s]** -0,30 1,40
[Cr(4,7-diMephen)s]** -0,45 1,24
[Cr(3,4,7,8-tetraMephen)s]*®* -0,57 1,11
[Cr(5-Phphen)s]** -0,21 1,49
[Cr(5-Clphen)s]** -0,17 1,53
[Cr(phen),(dppz)]** -0,17 1,53

Como se puede observar existe una diferencia notable entre los potenciales
de reduccién de un estado fundamental y el de un estado excitado, al menos
para los complejos de Cr(lll). Esto es una evidencia contundente del alto poder
oxidante que poseen los estados excitados (en comparacién con su estado
fundamental) y como esto favorece que estos compuestos sean buenos

agentes fotosensibilizadores para la PDT.
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1.3.9 Reacciones de Transferencia energética y electrénica del

estado excitado

El tiempo de vida en solucién acuosa de los complejos polipiridinicos de
Cr(lll) oscila entre los 40 y 700us. Este tiempo de vida es mucho mas largo
que el de los complejos de Ru(ll) (~100ns), que han sido los complejos
metdlicos estudiados por excelencia de cara a la PDT. En este sentido los
complejos de Cr(lll) poseen una ventaja mayor (comparativamente con los
complejos de Ru(ll)), ya que tienen mas tiempo para reaccionar con algun
sustrato biolégico y asi generar dafio celular en algun tejido neoplasico.
Ademas de esta propiedad clave para la PDT, existen otras propiedades que
los hacen buenos candidatos como, absorber luz visible, ser fotoestables en

medio acido, de fosforecer a temperatura ambiente, etc.

Un dato importante a considerar es que algunos fotosensibilizadores (cuyo
mecanismo es de Foote tipo Il) pierden efectividad en regiones tumorales que
sufren hipoxia (baja concentracion de oxigeno molecular). En este sentido los
complejos de Cr(lll) poseen una amplisima ventaja, ya que se ha demostrado
gue la principal via de reaccion de estos, no involucra al oxigeno molécular.
Las constantes de quenching bimolecular para el estado excitado *T1/°E de los
Cr(NN)s** con O, son del orden de 10’ M*s™, valor radicalmente méas bajo que
aquellos procesos que ocurren controlados difusionalmente. Este valor de kq
es entre 100 y 1000 veces mas chico que las kq para estados tripletes de

compuestos organicos que reaccionan con O,.%%%*

La reaccién de generacidon del estado 1Ag del O, se da a través de la

siguiente ecuacion:
TCr(NNYS** + (32)02  —  [Cr(NN)3** + (*Ag)O2 (Ec.1.21)

Brunschwig B. S. y Sutin N.?° sugieren que en el proceso de quenching se
da la formacion del intermediario ‘=, que luego decae al estado reactivo *Aq.

La transferencia de energia entre el estado excitado de los Cr(NN);*" y el
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estado (329)02 es factible si comparamos sus energias (alrededor de 13700cm”

! para el donor y 12900cm™ para el aceptor).

El estado doblete de los complejos de Cr(lll) puede conducir a reacciones

de quenching tanto oxidativo como reductivo®*2°4%:4°

, siendo estos procesos de
especial interés no solo para la PDT, sino también para posibles aplicaciones

en el campo del disefio de fotoceldas solares.

1.3.10 Toxicidad de los complejos metalicos de Cr(lll)

Lo primero que es clave a la hora de entender la toxicidad de los complejos
metdlicos, es que la naturaleza organica de los ligandos genera que, como es
bien sabido, las propiedades del cation metalico aislado sean extremadamente
diferentes a cuando este se encuentra quelado por especies organicas. Lo
segundo que es clave para analizar las propiedades téxicas de los complejos
de Cr(lll) es que existe una diferencia abismal entre diferentes estados de
oxidacion. Asi para el caso particular del atomo de cromo aislado, en funcién
del estado de oxidacion del mismo, podemos tener una especie altamente
reactiva y peligrosa por su capacidad carcinogénica, como es el Cr(VI). O bien,
podemos tener una especie mas estable y que, no solo no genera dafo al
organismo, sino que es se convierte en un metal esencial para la vida, como es

el caso del Cr(lll).

El Cr(Ill) es un oligoelemento esencial para la vida que cumple la funcion de
potenciar la accién de la insulina e influr en el metabolismo de los
carbohidratos, las proteinas y las grasas. Un déficit de dicho metal puede
generar, entre otros, algun tipo de intolerancia a la glucosa, hiperglucemia en
ayunas (alta concentracion de glucosa en sangre), hiperlipedimia (nivel de
grasa elevada en la sangre), 0 en casos mas severos, hipercolesterolemia o

diabetes tipo I1.464
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Por el contrario el cromo hexavalente es una especie altamente dafiina para
cualquier organismo por su alta capacidad oxidante. Las fuentes de este
compuesto son mayoritariamente provenientes de la industria, sobretodo de la
produccion de algunas pinturas, pigmentos, tintas, etc. Los dafios que puede
provocar este compuesto dependen del tiempo de exposicion y la via de
ingreso al organismo. Las enfermedades mas comunes involucran: irritacion,
alergias, dermatitis, asma, bronquitis, ulceraciébn de mucosas gastricas e

intestinales, cancer de higado, dafio renal, etc.*4°05?

Como ya mencionamos existe una diferencia considerable entre el atomo
metalico aislado y quelado con ligandos organicos. Un estudio reciente
muestra que los complejos fenantrolinicos de Cr(lll) inducen apoptosis en
linfocitos, con la formacion de especies reactivas del oxigeno (EROS) y de
tirosinas quinasas. Otros trabajos, sobre el efecto en fibroblastos, muestran
gue la presencia de complejos de Cr(lll) genera condensacion de la cromatina,
formacion de cuerpos apoptoticos, y formacién de ADN aneploide. Sin
embargo, a pesar de la existencia de trabajos que profundizan sobre la
citotoxicidad, genotoxicidad y los mecanismos de dafio celular de los complejos
de Cr(lll), estos no hacen foco sobre el efecto de la presencia de luz en los
sistemas de trabajo.

1.3.11 Interaccion con ADN

Uno de los principales blancos de accién para generar dafio en sistemas
tumorales, es el ADN.>? Por tal motivo muchos fotosensibilizadores se disefian
pensando en la posibilidad de actuar sobre este biopolimero.>***>**® E| modo
de interaccionar que tiene un complejo de metal de transicién con el ADN
puede darse a través de tres mecanismos: electrostatico, superficial (sobre los

surcos de la doble hélice) o de intercalacién.>"®
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El mecanismo electrostatico esta fuertemente ligado a la carga del complejo
metéalico, que estd dada por la carga positiva del nucleo metéalico y por la
naturaleza de los ligandos presentes en el complejo. Complejos con carga
positiva son fuertemente atraidos por el esqueleto de residuos fosfatos
periféricos en la doble hélice del acido nucleico. El mecanismo de interaccion
superficial ocurre en los surcos mayor y menor de la doble hélice, y

generalmente es una interaccién gobernada por puentes hidrogenos.

Por ultimo, los complejos metalicos que se unen por intercalacion de las
hebras de ADN tienen ligandos aromaticos heterociclicos planos vy
espacialmente extendidos, los cuales pueden insertarse y anclarse en el
espacio existente entre los pares de bases nitrogenadas en la doble hélice. En
este sentido el ligando dppz cumple con los requisitos necesarios para

intercalarse.>®%061

En trabajos previos de Toneatto et al. se ha observado que la asociacion del
[Cr(phen)(dppz)]** sigue, principalmente un modelo de intercalacién que
involucra la insercién y posterior anclaje del ligando dppz entre los pares de
bases del ADN; mientras que por otro lado el complejo [Cr(phen)s]*" tiene una
interaccion con el ADN de tipo superficial en el surco menor de la hebra de
ADN. En ninguno de los dos casos se puede descartar la presencia de
interacciones electrostaticas debido a la carga de ambos complejos

involucrados en el proceso.?%%
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Materiales y metodos

experimentales

Capitulo 2
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2.1 Resumen

En el presente capitulo se mencionan y describen los materiales y las
técnicas empleadas en la presente tesis doctoral. Uno de los logros del
presente trabajo de doctorado es quizas la amplitud de técnicas utilizadas
durante el desarrollo de la misma: involucrando metologias netamente de la

biologia celular hasta técnicas de la fisicoquimica.
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2.2 Materiales

2.2.1 Complejos polipiridinicos

Los complejos Tris(1,10-fenantrolina)Cr(lll), Cr(phen)s®*, Tris(5-metil-1,10-
fenantrolina)Cr(lll), Cr(5-Mephen)s**, Tris(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)Cr(lll),
Cr(4,7-diMephen)s*, Tris(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)Cr(lll), Cr(3,4,7,8-
tetraMephen)s>*, Tris(5-fenil-1,10-fenantrolina)Cr(Ill), Cr(5-Phphen)s®" y Tris(5-
cloro-1,10-fenantrolina)Cr(Ill), Cr(5-Clphen)s**, como sales de perclorato,
fueron sintetizados por nuestro grupo, segun procedimientos reportados en

1,23

bibliografia y purificados por recristalizacion. Las estructuras de los

ligandos se muestran en la Figura 2.1.

Las soluciones stock de los complejos Cr(phen)s**, Cr(5-Mephen)s**, Cr(4,7-
diMephen)s**, Cr(3,4,7,8-tetraMephen)s>*, Cr(5-Phphen);** y Cr(5-Clphen);** se
prepararon en solucién amortiguadora (buffer) fosfato (0,04 M PO,*, 0,1 M
NaCl, pH = 7,4) y las concentraciones se determinaron por espectroscopia UV-
visible usando los siguientes coeficientes de extincién molar: €354 = 4.200 M™*
cm™, €275 = 63.778 Mt cm™, €350 = 3.388 M cm™, €320 = 12.300 M™* cm™, €243 =

93.325 Mt cm™ y €575 = 61.660 M™* cm™, respectivamente.

También se trabajé con el complejo de rutenio comercial Ru(phen)s*.

2.2.2 Proteinas

Las proteinas: albumina sérica bovina libre de &cidos grasos y de globulinas
(BSA, A-0281), albumina sérica humana libre de acidos grasos y de globulinas
(HSA, A-3782), apotransferrina bovina libre de hierro (apoTf, T-1428) y
holotransferrina bovina saturada de hierro (holoTf, T-1283) fueron obtenidas de

Sigma-Aldrich Corporation.
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1,10-fenantrolina (phen) 5-metil-1,10-fenantrolina
(5-Mephen)

Cl

N N
5-fenil-1,10-fenantrolina 5-Cloro-1,10-fenantrolina
(5-Phphen) (5-Clphen)

3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina
(3,4,7,8-tetraMephen) (4,7-diMephen)

Figura 2.1 Estructuras de los ligandos de los complejos polipiridinicos del Cr(lll) en estudio.

2.2.3 Otros reactivos

Los buffers fueron preparados a partir de: TRIS (Anedra), NaCl (Cicarelli),
EDTA (Anedra), NaH,PO, (Anedra) en agua Millipore Milli Q (18,5 MQ cm™).
Otros solventes y reactivos utilizados fueron: acido clorhidrico (Merck), metanol
HPLC (MeOH, Merck), &cido acético (HAc, Dorwil), agarosa (Seakem LE
agarose -Bioproducts, p.a.), bromuro de etidio (BrEt, Bio-Rad), glicerina
bidestilada (Cicarelli, p.a.), azul de bromofenol (Merck), Células competentes
(XL1-Blue Subcloning-Grade, Stratagene La Jolla, CA, USA), Agar-agar
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(Britania), triptona (Britania), extracto de levadura (Britania), MgCl, (Cicarelli) y
MgSO, (Cicarelli).
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2.3 Metodologias experimentales

2.3.1 Espectrofotometria de Absorcion UV-visible

La espectroscopia de absorcion UV-visible es una técnica éptica basada en
la absorcion de luz por parte de algunas moléculas, denominadas croméforos.
La relacion existente entre la intensidad de luz antes (lp) y una vez transmitida
(I) a través de una muestra dada, es lo que se conoce como transmitancia (T).
Este pardmetro, no sélo depende de la presencia de croméforos en la muestra,
sino de la capacidad de absorcién de estos, su concentracion y la longitud de
onda de la radiacién incidente. La aplicacion cuantitativa de este fendbmeno se
fundamenta en la Ley de Lambert-Beer (Ec.2.1), que establece una relacién de
proporcionalidad directa entre la concentracion de la sustancia absorbente y la

cantidad de luz absorbida por ésta, para una determinada longitud de onda (A):

I
A, =log I—O =g, xl xc, (Ec.2.1)
T

donde A es la absorbancia (adimensional), I+ e ly son los flujos fotdnicos
transmitido e incidente, respectivamente, | es el paso Optico (espesor
atravesado por el haz de luz, en cm), c es la concentracion de la sustancia
absorbente (en moles/litro) y ¢ es el coeficiente de absortividad molar o
coeficiente de extincion, caracteristico de un cromoforo a una longitud de onda
dada (en M* cm™). Esta constante es una propiedad molecular para un

solvente dado, a una temperatura y presion particular.

Las limitaciones que surgen en las medidas de absorbancia derivan de las
desviaciones instrumentales o quimicas que se producen en la ley de Lambert-

Beer. Asi, a concentraciones elevadas (generalmente > 0,01 M) la distancia
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entre las moléculas absorbentes es tan pequefia que interaccionan entre si,
alterando la capacidad de absorcion de la especie a una determinada longitud
de onda. Del mismo modo, se producen desviaciones quimicas de esta ley
cuando se produce la asociacion, disociacion o interaccion del croméforo con el
disolvente, originando una nueva especie cuyo espectro de absorcion es

diferente del de la especie inicial.

Los espectros de absorcion de las especies estudiadas fueron obtenidos
con un espectrofotometro UV-visible (UV-Vis) Agilent modelo 8453 con detector
PDA (Arreglo de Fotodiodo), con resolucion 1 nm. El equipo cuenta con un

porta celda termostatizado, el cual permitié realizar experimentos con control

de temperatura. (Figura 2.2)

Figura 2.2 Espectrofotometro de Absorcién UV-visible
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2.3.2 Espectroscopia Infraroja con Transformada de Fourier

(FTIR, Fourier Transform Infrared)

La espectroscopia Infrarroja es una técnica analitica instrumental que
permite conocer los principales grupos funcionales de la estructura molecular
de un compuesto. Luego de someter a una muestra a radiacion infrarroja, se
recoje la luz remanente para determinar la absorbancia del compuesto. Los
fotones infrarrojos tienen la capacidad de generar transiciones en los niveles

vibracionales y rotacionales de las moléculas.

Al igual que las transiciones electrénicas, las transiciones vibracionales
corresponden a energias especificas, y las moléculas solo absorben radiacién
IR a una longitud de onda (y frecuencia) particular. Debido a la posibilidad de
transiciones entre estados de energia vibracionales y rotacionales de las
moléculas, una molécula puede absorber la energia de fotones en el rango
energético del IR si se produce un cambio en el momento dipolar de la
molécula durante un movimiento vibracional o rotacional, entonces se dice que
son vibraciones activas al IR. Cuanto mayor sea el cambio en el momento
dipolar del enlace provocado por la excitacion, mayor serd la intensidad de la
absorcion de la molécula. Ademas, es necesario que la energia que incide
sobre ella, sea del mismo valor que la energia de vibracién que poseen las
moléculas de esa sustancia. Ya que en una molécula existen diferentes
atomos que forman distintos enlaces, en el espectro de IR apareceran bandas

de absorcion a distintos valores de frecuencia o longitud de onda.

La regién entre 1400cm™ a 4000cm™ es de especial utilidad para la
identificacién de muchos grupos funcionales presentes en la molécula organica.
Las absorciones que aparecen en esta zona, proceden fundamentlamente de
las vibraciones de estiramiento. La zona situada a la derecha de 1400cm™, es
por lo general, compleja, debido a que en ella aparecen vibraciones de

stretching (estiramiento) y bending (flexiobn). Esta zona del espectro se
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denomina “Regién de la huella dactilar” por ser extremadamente especifica

para cada molécula.

Un espectrofotometro FTIR utiliza un interferémetro. La luz IR va desde la
fuente luminica hasta un separador de haz luminoso (de KBr pulido) y colocado
a un angulo de 45° con respecto al haz. Parte de la luz atraviesa el separador
y parte es reflejada con un angulo de 90°. La luz reflejada incide sobre un
espejo estacionario, mientras que la transmitida sobre un espejo que se mueve
a velocidad constante. Los rayos retornan de los espejos para recombinarse
en el separador. Los rayos del espejo mévil han recorrido una distancia
diferente a la recorrida por los del espejo fino y los dos tipos de rayos se
combinan para crear un modelo de interferencia denominado interferograma.
Dicho interferograma, que contiene simultaneamente todas las frecuencias
peros desfasadas unas de otras una fraccion de segundo, pasa luego a través

del compartimiento de la muestra hasta alcanzar el detector.

El espectro de IR se puede registrar utilizando muestras soélidas, liquidas, o
gaseosas. Los solidos se pueden analizar después de un tratamiento previo de
triturar y dispersar la muestra en un soporte de KBr, hasta conseguir una

muestra homogénea que se somete a altas presiones en un molde.

Para esta tesis se utilizé un equipo FTIR Bruker IFS 28, con un detector

DTGS (Cristal piroeléctrico de sulfato de triglicina deuterada).

2.3.3 Luminiscencia®

Cuando una molécula se excita por la radiaciéon UV-Vis, los electrones mas
externos que participan en sus enlaces son promocionados a niveles
electronicos energéticamente superiores y, dentro de estos, a distintos niveles
vibracionales. El primer proceso que se produce tras la excitacion de una
molécula es la relajacion vibracional, liberando asi una parte (muy pequefa) de

la energia adquirida con la absorcion de luz. Desde el estado vibracional mas
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bajo de un estado electrénico excitado, la molécula puede volver al estado
fundamental emitiendo un fotén de luz. Este fenOmeno es lo que se denomina,
de manera general, luminiscencia y se caracteriza por ocurrir a longitudes de
onda superiores a las de la luz incidente, debido a la pérdida de energia
producida por la relajacion vibracional. La distancia existente entre la longitud
de onda del maximo del maximo de absorcion y emision en un compuesto se
denomina desplazamiento de Stokes. Sin embargo, en la mayoria de las
moléculas organicas, la desactivacion de la molécula excitada electrénicamente
se produce mediante un proceso de conversion interna (seguido de relajacion
vibracional), en el que los electrones pasan a niveles electronicos inferiores sin
emision de luz. Este proceso compite cinéticamente de manera eficaz con la
luminiscencia, lo que se traduce en un numero muy limitado de moléculas

emisoras de luz.

Segun el Principio de exclusién de Pauli, en un orbital no puede haber
mas de dos electrones y estos deben tener los espines apareados, dando lugar
a especies diamagnéticas y a estados electronicos singlete. Cuando uno de
estos electrones es promocionado a un nivel energéticamente superior
conserva su espin, generando de nuevo un estado singlete desde el que puede
desactivarse emitiendo un fotéon de luz, en un fenébmeno que se denomina
fluorescencia, o bien invertir su espin, generando un nuevo estado de menor
energia, conocido como estado triplete, en un proceso denominado cruce
intersistemas. El cambio de espin es un fendbmeno poco comun y esta
favorecido en moléculas con un alto ndmero de electrones. Cuando la
desactivacion ocurre desde un triplete a un singlete con emision de luz se
denomina fosforescencia. Los tiempos de permanencia de la molécula en el
estado excitado son mucho mayores en este caso (us —ms) que en los
procesos que implican fluorescencia (ns), ya que se requiere el cambio de
espin, con lo que se favorece la competencia de otros sistemas de
desactivacion no radiativos. Por esta razdn se conocen muy pocas especies

gue emitan fosforescencia a temperatura ambiente.
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2.3.3.1 Luminiscenciaresuelta en el tiempo

Esta técnica se utilizo principalmente en la medicion de los tiempos de vida
de fosforescencia de los diferentes complejos del tipo [Cr(NN)s]** y [Cr(NN)s.
(N'N),J** y para las medidas de quenching. Las experiencias consistieron en
irradiar la solucién del fluoréforo (complejo metalico) contenida en una celda de
cuarzo de 1 cm de paso 6ptico con las cuatro caras pulidas, con una fuente de
luz pulsada; en este caso se utilizé un laser de NdYAG, (Figura 2.3) A = 355
nm, cuyo pulso tiene un tiempo de 5 ns. La luminiscencia se recoge a 90° con
un monocromador Oriel 77200 y se detecta con un tubo fotomultiplicador

Hamamatsu R928 extendido al rojo.

Figura 2.3 Sistema laser para las mediciones resueltas en el tiempo

La sefial proveniente del fotomultiplicador se digitalizé y almacené a través
de un osciloscopio LeCroy SS 140. Se adquirieron los decaimientos de emision
correspondientes a un promedio de 8 a 16 sefiales, dependiendo de la relacién
sefial-ruido. Las curvas obtenidas se ajustaron mediante cuadrados minimos
no lineales, con una funcibn monoexponencial, y las curvas de los datos

procesados fueron representadas graficamente con programas adecuados. Los
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datos experimentales fueron analizados con el programa Origin Version 7.5 de

Origin Lab Software Corporation.

2.3.3.2 Luminiscencia en estado estacionario

Las mediciones de intensidad de luminiscencia se realizaron con un
espectrofluorometro PTI QM2 (Quanta Master 2) de Photon Technology
Internacional (Figura 2.4), el cual posee como fuente de excitacion una

lampara de Xe de 75 W y como detector un contador de fotones.

Las medidas de quenching del estado excitado de los complejos
polipiridinicos del Cr(lll) se llevaron a cabo con el uso de un filtro de corte A =
620 nm (rojo) a fin de eliminar el segundo orden de la red de difraccion del
equipo que se sitla en la region donde emiten los complejos del Cr(lll) en

estudio (longitud de onda de excitacion, Aex.. = 305-420 nm segun el complejo).

Las medidas de quenching de intensidad de luminiscencia de proteinas se
realizaron usando como longitudes de onda de excitacion A = 280 y 295 nm,
obteniendo los espectros de emision en la regién de A = 300-500 nm. A su vez,
las intensidades de fluorescencia fueron corregidas por filtro interno (Fl),

usando la siguiente (Ec.2.2),
FI = K[10 %="° (1 —10%='2*)10%"°], (Ec.2.2)

donde &y Y &m. SON los coeficientes de absorcion molar de todas las especies
presentes a la longitud de onda de excitacién y de emision, respectivamente, ¢
la concentracion de las especies presentes que absorben; I, I, y I3 son
parametros que tienen en cuenta las distancia de recorrido del haz en la celda,
0,4, 0,2 y 0,5 cm, respectivamente y K es una constante que incorpora los
diferentes parametros instrumentales y el rendimiento cuantico de

fluorescencia.
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Los datos se procesaron con el Software del equipo y a posteriori
representados graficamente con el programa Origin Versién 7.5 de Origin Lab
Software Corporation.

Figura 2.4 Espectrofluorémetro PTI de Quanta Master 2

2.3.4 Fotdlisis continua y pulsada

Los experimentos de fotdlisis continua se realizaron con un sistema de
LEDs blancos (type NSPW500CS, Nichia America Corporation, lo = 2,1 x10*°
fotones cm? s 0 2,1 x10” einstein min™*, determinada por actinometria, usando
ferrioxalato de potasio como actinGmetro). La irradiacion incidi6 de forma

vertical a la muestra. La longitud de onda de irradiacion fue A = 457 nm.
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La elecciéon de la fuente de irradiacion fue en funcion de lograr una
absorcion selectiva, es decir que la Unica especie que absorbiera la irradiacion
fuera el complejo metélico presente en el medio de reaccion. De esta manera la
A =457 nm corresponde a la banda de absorcion centrada en el metal para los
complejos polipiridinicos del Cr(lll), desde la percepcion de la teoria del campo

de los ligandos.

Las muestras fotolizadas se analizaron usando las técnicas de
espectrofotometria UV-Vis, luminiscencia estacionaria, electroforesis en geles

de agarosa.

2.3.5 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Esta técnica espectroscopica puede utilizarse solo para estudiar nucleos
atomicos con un namero impar de protones o neutrones (o de ambos). Los
nicleos atdmicos mas estudiados son los de *H y **C. Un nucleo con un
namero atémico impar, o con un nimero de masa impar tiene un espin nuclear
gue se puede observar en el espectrometro de RMN. Este tipos de nucleos
son magnéticamente activos, ya que poseen carga positiva y un movimiento de
rotacion sobre un eje, el cual genera un campo magnético, llamado momento
magnético. En ausencia de campo magnético externo (Bo), los espines
nucleares se orientan al azar, mientras que en presencia de un campo
magnético By los nucleos con espin positivo se orientan en la misma direccion
del campo, en un estado de minima energia. Este estado es llamado de espin
a. Por otra parte, los nucleos con espin negativo se orientan en direccion
opuesta a la del campo magnético en un estado de mayor energia llamado de

espin B.

Como el estado de espin a es de menor energia, hay mas protones con
espin a que con B. La diferencia de energia entre los dos estados depende de

la fuerza del campo magnético aplicado (Bg). Cuanto mayor sea el campo
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magnético, mayor diferencia energética habra entre los dos estados de espin.
Cuando una muestra que contiene un compuesto organico es irradiada
brevemente por un pulso intenso de radiacion, los nucleos en el estado de
espin a son promovidos al estado 3. Esta radiacion se encuentra en la region
de las radiofrecuencias del espectro electromagnético. Cuando los ndcleos se
relajan a su estado inicial emiten sefiales cuya frecuencia depende de la
diferencia de energia entre los estados de espin a Y . El espectrémetro de
RMN detecta estas sefiales y las registra como una grafica de frecuencias

frente a intensidad, que es el llamado espectro de RMN.

Debido al mayor ancho espectral en sus desplazamientos quimicos, los
espectros de '°C presentan en general un mejor ancho espectral que los
correspondientes espectros de *H. Este hecho puede ser explotado a través
de la realizacién de experimentos en dos dimensiones (2D) de correlacién *H-
13C, los cuales aportan evidencias directas (por ejemplo) de qué protones estan

unidos a cada carbono en una molécula.

El problema de la asignacion ha sido simplificado de manera importante
gracias a la espectroscopia de correlacion heteronuclear bidimensional, en la
cual las dos coordenadas de cada resonancia son los desplazamientos
guimicos de un proton y del carbono enlazado directamente a él (0o a 2, 3
enlaces). Hay dos técnicas de amplio uso que proporcionan correlaciones
heteronucleares a un enlace y que son conocidas como HMBC y HSQC. Esta
ultima, emplea la aproximacion de establecer las correlaciones via deteccion
(inversa) de 'H, en la cual el ntcleo de protén es usado como “origen” y como
“detectado”. La necesaria supresibn de las senales principlaes
correspondientes a los protones unidos a heteroatomos de espin nuclear %
como **C, es actualmente realizada con gran efectividad mediante la aplicacion
de gradientes de campo magnético.

Por otra parte la secuencia basica HMBC es bastante sencilla y solo consta
de 4 pulsos de radiofrecuencia, rf. La secuencia comienza con la excitacion del

proton seguida de la evolucion de su magnetizacion bajo la influencia del
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acoplamiento *JCH. Durante un periodo determinado, de aproximadamente

3,3ms, se desarrolla una magnetizacién en antifase de *H con respecto a *JCH.

2.3.6 Espectroscopia RAMAN

El efecto de la dispersion inelastica de la luz fue predicho en 1923 por Adolf
Smekal, pero fue recién en 1928 que sir C. V. Raman y K. S. Krishnan® lo
observaron experimentalmente. Por su descubrimiento C. V. Raman recibi6 en

1930 el premio Nobel de Fisica.

Cuando una molécula es irradiada por una onda electromagnética
monocromatica pueden ocurrir dos procesos dispersivos: Rayleigh y Raman.®’
El primero se refiere a un proceso colisional elastico, siendo la radiacion
incidente y dispersada de la misma frecuencia. Por otra parte, el efecto Raman
es un proceso inelastico donde la radiacion incidente y la dispersada poseen

diferentes frecuencias.

Estados virtuales
de Energia A

Estados de Energia

Vibracional
+ v
A 4 A 4

Absorcion Rayleigh Stokes Anti-
IR Stokes

Figura 2.5 Esquema de los decaimientos de Rayleigh, Stokes y Anti-Stokes.
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Si la molécula se encuentra en su estado fundamental, y al interaccionar
con el foton llega a un estado virtual de energia y luego se relaja a un estado
vibracional, tenemos lo que se conoce como Raman Stokes. En este caso la
energia del foton incidente es mayor que la del fotdn dispersado. Si, por el
contrario, la molécula inicialmente se encuentra en un estado vibracionalmente
excitado, y luego de llegar a un estado de energia virtual se relaja a su estado
fundamental, tenemos un efecto de Raman anti-Stokes, en donde la energia

del foton incidente es menor que la energia del foton dispersado. Figura 2.5

Cabe aclarar que el efecto Raman es un efecto diferente al de la
fluorescencia, ya que en el efecto Raman, el fotdbn no necesita ser aborbido;
cuestion necesaria en la fluorescencia. En este sentido, el efecto Raman
ocurre en tiempos mucho mas cortos que los de la fluorescencia. A la hora de
tomar un espectro Raman es importante considerar si la molécula fluoresce,

puesto que si lo hace, podria interferir con la medicién.

2.3.6.1 Espectroscopia Raman incrementada por la Superficie®®

Una de las técnicas de mayor crecimiento en las Ultimas décadas ha sido la
Espectroscopia Raman incrementada por la Superficie, mas conocida como
SERS, del inglés: Surface Enhaced Raman Spectroscopy. Este fendmeno fue
observado por primera vez en 1974 por Fleischmann'® y colaboradores, donde
se observé un incremento de la sefial Raman de 10° unidades en una
monocapa de piridina adsorbida sobre una superficie de Ag, en comparacion

1011121314 Basicamente, la

con la sefial Raman de la piridina en solucion.
SERS se constituye como un proceso por el cual la seflal Raman de una
determinada molécula, aumenta de manera considerable, cuando esta se
encuentra adsorbida sobre una superficie metalica, ya sea, por ejemplo, un

electrodo o una estructura de tamafio nanomeétrico.

Existen dos mecanismos complementarios que explican el efecto del
incremento de la sefial Raman: uno de ellos es el Incremento por el campo

electromagnético, donde el incremento de la sefial se debe a que en las
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cercanias de nanoestructuras plasmonicas el campo se encuentra
incrementado, por lo que el momento dipolar inducido en la molécula esta
también incrementado. El otro mecanismo es el Incremento Quimico, donde el
incremento se debe a la formacién de complejos de transferencia de carga por
los cuales se modifica la identidad molecular, y por lo tanto la seccién eficaz de
la molécula adsorbida sobre la superficie. A pesar de que este mecanismo es,
en literatura, considerado como un mecanismo para explicar la SERS, es el
incremento quimico, en realidad, la modificacion de la identidad molecular del

analito.

La técnica de SERS se ha posicionado como una herramienta analitica
poderosisima en la espectroscopia vibracional. Posee limites de deteccion
muy bajos, pudiéndose obtener factores de incremento de hasta 10%,

permitiendo hasta la deteccién de una Gnica molécula.*>*°

2.3.7 Dicroismo Circular?’

El dicroismo circular es una técnica espectroscopica no destructiva, que
puede emplearse en el analisis conformacional de sustancias 6pticamente

activas.

La luz polarizada circularmente tiene naturaleza quiral, y se puede
considerar formada por dos componentes que son imagenes especulares una
de la otra y que pueden ser diferenciadas por su interaccion con moléculas
Opticamente activas.? Esta Ultima interaccion puede detectarse por dos
maneras: por una diferencia en la velocidad de los dos haces de luz a través de
la muestra —que da lugar a la llamada dispersion optica rotatoria (DOR) —, o

bien por la diferente absorcion de cada haz por parte de la muestra —originando

® para que una molécula sea dptimamente activa debe ser quiral ya sea (1) por factores intrinsecos
provenientes de su estructura, (2) porque se encuentre enlazada a un centro quiral o (3) por estar ubicada
en un ambiente asimétrico.
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el dicroismo circular (DC) —. El gran desarrollo y aplicabilidad de la técnica en el
estudio de sistemas biologicos permite interpretar directamente los cambios en

la estructura secundaria y terciaria de proteinas.

Las medidas de DC se realizan determinando la diferencia de absorbancias
entre la luz polarizada circularmente hacia la derecha (Ap) y hacia la izquierda
(A). Teniendo en cuenta la ley de Lambert-Beer, puede expresarse esta

diferencia de absorbancias como (Ec.2.3)

AA=A - A, =(gcl)—(g0l), (Ec.2.3)

donde c es la concentracion molar del soluto quiral, ¢ es el coeficiente de
extincion molar y | es la longitud del paso optico. De aqui, se define A¢c = g - &p,

de donde resulta AA = Aecl.

Al atravesar un medio quiral, los vectores campo eléctricos de luz polarizada
describen una elipse cuyo eje mayor se mueve hacia un nuevo angulo de
rotacion. Cuando los vectores campo eléctricos de las dos componentes
circulares se encuentran en la misma direccion, la suma de sus magnitudes
proporciona el semieje mayor de la elipse; cuando, por el contrario, se
encuentran en direcciones opuestas, la diferencia de sus magnitudes
proporciona el semieje menor de la elipse. EI DC se define, precisamente, a
partir de la relacién entre los semiejes mayor y menor. Esta relacion es la

tangente del angulo ¢, conocido como elipticidad, mostrado en la Figura 2.6.

Moléculas con un centro o plano de simetria tienen fuerzas rotacionales
nulas para todas las transiciones y por lo tanto son aquirales. Por otro lado, las
moléculas intrinsecamente quirales son aquellas que carecen de simetria de
reflexibn no teniendo restricciones en sus transiciones y por lo tanto, exhiben
dicroismo. Moléculas complejas contienen cromoforos con transiciones
electronicas identificables, débilmente acopladas con el resto de la molécula.

Algunos de estos cromoforos pueden ser intrinsecamente quirales. Ademas,
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existen los cromoéforos aquirales con simetria perturbada, los cuales, a causa
de otros grupos presentes en la molécula, experimentan distorsiones en sus
estructuras electrénicas alterandose la simetria de reflexién. El grupo peptidico
planar y los aminodacidos fenilalanina (Phe), Trp y Tyr son ejemplos de éste tipo
de cromoforos, lo que permite estudiar la estructura secundaria y terciaria de

proteinas por DC en diferentes regiones espectrales.

A Espectro de DC
4
Co=[ J0-001 +© =
luz polarizada luz polarizada Molécula - )
IZQUIERDA  DERECHA quiral »om

Figura 2.6 llustracion esquemética del fendmeno de absorcion diferencial de la luz polarizada
circularmente hacia la izquierda (1) y hacia la derecha (D) al pasar por una muestra dpticamente
activa. La recomposicién de los haces produce luz elipticamente polarizada. La diferencia entre

la absorcién de ambas componentes es la sefial de dicroismo circular. B: Se muestra de
izquierda a derecha: luz polarizada en un plano representada por sus vectores campo

eléctricos a la derecha (Ep) y a la izquierda (E)); luz polarizada elipticamente con un angulo o

de corrimiento, y el angulo 6 conocido como elipticidad, definido a partir de la elipse.

En la regién del UV lejano, tipicamente entre 180 y 250 nm, el grupo
absorbente es la union peptidica, pudiéndose estimar el contenido de
estructura secundaria de proteinas. Por otro lado, en el UV cercano y
particularmente en la zona comprendida entre 250 y 300 nm, absorben las
cadenas laterales de aminoacidos aroméaticos los cuales pueden informar sobre

el plegamiento terciario de la cadena polipeptidica.*®
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Las transiciones principales que ocurren en el grupo amida en la region del

UV lejano son: la transicion m—1* que involucra a los electrones 1 del

carbonilo y la n—>1* en donde participan los electrones no enlazados del

oxigeno de ese mismo grupo.

Dependiendo del ordenamiento de los enlaces peptidicos, las transiciones

Opticas del enlace amida pueden dividirse en multiples transiciones de diferente

frecuencia e intensidad, y, en consecuencia, las estructuras secundarias (ya

sea a-hélice, ldmina g, giro B o desordenada) tendran espectros de DC

caracteristicos. Una representaciéon esquematica de lo antedicho se muestra en

la Figura 2.7.

[6] (mgdo. cm? dmol)

100

75

Giro 3

Desordenada

o —— e e e o
s

a—hélice

200 210 220 230 240

A (nm)

Figura 2.7 Apariencia general de los espectros de dicroismo circular en la region del

ultravioleta lejano (UV-lejano) para las conformaciones mas comunes que presentan las

proteinas: a-hélice (—), lamina S (—), desordenada (- - -) y giro g (). Adaptado de la ref."®

Se describe a continuacion sintéticamente el espectro caracteristico para

cada una de estas estructuras.
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a-hélice. Es la estructura secundaria mas comun, observada con
frecuencia en proteinas globulares. El espectro presenta tres bandas
caracteristicas que corresponden a las transiciones n—1* (banda
negativa a 220-222 nm), m—1* paralela (banda negativa a 207-209 nm),
T—T* perpendicular (banda positiva a 191-193 nm). La intensidad de
estas tres bandas refleja la proporcién de elipticidad en los péptidos
analizados.

lamina g. El espectro muestra una banda negativa ancha sobre los 216
nm, una banda positiva entre 190 y 200 nm, y otra banda negativa
alrededor de 175 nm. Estos espectros presentan mayor variabilidad que
los de una a-hélice, tanto en la amplitud como en la posicion de las
bandas.

Giro f. Las transiciones caracteristicas de un giro £ son las n—>1*, que
muestran una banda negativa débil alrededor de los 220-230 nm, y la
T—T* que muestra una banda positiva a 200-215 nm y una banda
negativa a 180-200 nm.

Desordenada. El espectro tipico de una estructura desordenada —en
inglés, ampliamente usado, random coil- se caracteriza por una banda
intensa negativa alrededor de los 190 nm y otra banda muy débil,

negativa o positiva, en la region de los 220-230 nm.

La estimacion de los distintos tipos de estructura secundaria esta basada en
la deconvolucién de un espectro complejo utilizando como referencia un
conjunto de espectros de proteinas de estructuras conocidas. Varios factores
pueden afectar la exactitud de los resultados obtenidos. Entre ellos pueden
mencionarse: la falta de una solucion Unica, la absorcion de aminoacidos
aromaticos y puentes disulfuro en la region del UV lejano y la regularidad y
longitud de los distintos elementos estructurales que pueden modificar la forma

del espectro®®.

El grupo fenilo, fendlico e indol de Phe, Tyr y Trp, respectivamente, asi
como puentes disulfuro y cofactores absorben en la zona del UV cercano. Las

contribuciones de los aminoacidos aromaticos tienen perfiles caracteristicos y
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la intensidad de las bandas de DC puede ser afectada por la rigidez del
ambiente en donde estan ubicados, por interacciones con otros aminoacidos
aroméaticos y el numero de los mismos. En el caso de proteinas nativas, las
cadenas laterales de estos aminoacidos se ubican en un ambiente asimétrico
caracteristico de la estructura terciaria de la conformacion plegada, pudiéndose
utilizar sus propiedades espectrales como sondas sensibles a la conformacion

de la proteina y la unién de ligandos.*®

Las medidas de dicroismo circular se realizaron a temperatura ambiente en
un espectropolarimetro Jasco 810 bajo purgado constante de N». Las proteinas
fueron disueltas en buffer TRIS o fosfato. Los datos de DC fueron expresados
en términos de elipticidad media por residuo ([6]) en gdo.cm?.dmol™ (Ec.2.4)

D
[(9]: C observado ’ (EC.2.4)
C,nl10

donde C, es la concentracion molar de proteina (mol cm™®), n es el nimero de

aminoacidos y | es la longitud del paso éptico (cm).

Los datos experimentales fueron analizados con el programa Origin Version
7.5 de Origin Lab Software Corporation.

2.3.8 Procesos de transferencia de energia resonante (FRET)

La transferencia de energia por resonancia se debe a la existencia de una
perturbacion que permite el acoplamiento entre la desactivacién del estado
excitado de la molécula donora (D) y la excitacion de una molécula aceptora
(A) originalmente en su estado fundamental.*® Es un proceso que compite con
los demés procesos de desactivacion del estado excitado de la molécula
donora y por ello determina la disminucion del rendimiento cuantica de

fluorescencia.
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De acuerdo a la teoria de Forster,®®?* la constante de velocidad de
transferencia de energia (k1) entre el donor y aceptor a una distancia (r) es
(Ec.2.5)

1 R
k =__061 L.
T rg[r] (Ec.2.5)

donde 7} es el tiempo de vida del estado excitado del donor (en ausencia del
aceptor) y Ry se conoce como el radio critico de Forster y corresponde a la
distancia para la cual kt = 1/72, de tal manera que la transferencia de energia 'y

el decaimiento espontdneo del estado excitado del donor son igualmente
probables. La eficiencia de la transferencia de energia (E) se define segun
(Ec.2.6)

ks 1
E=—: = =
Uy +ki 1+(r/Ry)

(Ec.2.6)

La expresion para el radio critico (Ro) desarrollada por Forster es, (Ec.2.7)

s 9(In10) KZCDD
Ry = 5 4
1287°N, n

J, (Ec.2.7)

donde Na es el nimero de avogadro, «* es el factor que tiene en cuenta la
orientacion relativa de los momentos de transicion de donor y aceptor,
importante para evaluar el efecto del campo eléctrico generado por el dipolo de
transicion del donor sobre el dipolo de transicion del aceptor, n es el indice de
refraccion del medio en la region del solapamiento espectral, ®p es el
rendimiento cuantico de fluorescencia del donor en ausencia del aceptor y J
corresponde a la integral del solapamiento entre la emisién del donor y la

absorcion del aceptor, definida alternativamente como (Ec.2.8)
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34 = [T 6 (DA'A[ T dA=1 (Ec.2.8)

. ., —D*
donde & es el coeficiente de absorcion molar del aceptor y 1, es el espectro

de emisién del donor normalizado a area unitaria sobre longitud de onda, A.

La teoria de Forster esta restringida al caso limite de acoplamiento débil.
Para transiciones permitidas esta aproximacion funciona bien cuando la
distancia D-A excede los tamafios de los cromoforos (1-10 nm). La distancia
entre el donor y aceptor debe ser constante durante el tiempo de vida del
primero, y mayor a 1nm. Cuando esto no ocurre, el promediar las densidades
de transicion y luego acoplarlas no es adecuado, ya que el término coulémbico
se ve fuertemente influenciado por la forma de la distribucion de cargas
molecular debido a que se origina de un acoplamiento de las densidades de
transicién de ambas moléculas.?> Ademas, cuando las distancias son menores
a 1 nm, las interacciones de corto alcance, que resultan del solapamiento entre
orbitales deben tenerse en cuenta.’*** Otro factor a considerar es la
dependencia de la interaccién coulémbica con la constante dieléctrica del
solvente alrededor del donor y aceptor. Cuando éstos estan muy préximos
entre si, cambia la esfera de solvatacion y la forma del entorno dieléctrico
alrededor de ambas moléculas, de tal manera que el apantallamiento de la

interaccion por el solvente se ve reducido.?

Existen varios métodos que pueden ser usados para determinar la
eficiencia de transferencia de energia. Es fundamental tener en cuenta que,
para cualquier método que se emplee, dado que las caracteristicas del donor
y/o el aceptor se deben medir en ausencia y presencia de transferencia, la
concentracion de los mismos, como asi también sus microambientes deben ser

iguales.
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2.3.9 Técnicas microscopicas

Existen diversas técnicas de microscopia con diversos fundamentos y
limites en la deteccidon de los tamafios a ser observados. Durante el trayecto
experimental de la tesis doctoral se trabajo con distintas técnicas de
microscopias para estudiar tanto muestras de agregados metéalicos, como

muestras biolégicas.

2.3.9.1 Microscopia de Transmision electréonica (TEM,

Transmission Electron Microscopy)

La técnica de microscopia TEM utiliza un haz de electrones para visualizar
la muestra, lo que permite obtener una imagen de hasta 6 érdenes de magnitud
mas grande. El equipo consta de un tubo cilindrico de 2 metros
aproximadamente donde se genera vacio, y por donde transita un disparo de
electrones que atraviesa la muestra. Este disparo es direccionado a través de
un complejo sistema de lentes magnéticos. Para recoger la imagen existe un
sistema detector anclado a un sistema computarizado que muestra las

imégenes.

La fuente de emision de electrones suele ser un filamento de Tungsteno o
bien una fuente de hexaboruro de Lantano. Luego estos son direccionados en
el vacio a través de un conjunto de lentes magnéticas que permiten focalizar y

localizar el disparo de electrones en la muestra.

La importancia de generar un buen sistema de vacio yace en que los
electrones pueden interaccionar fuertemente con las moléculas gaseosas
presentes en la trayectoria de los electrones. Por tal motivo se buscan lograr

presiones bajisimas normalmente entre 10*y 10" Pa.
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La técnica TEM ha cobrado una altisima importancia en las ultimas décadas
debido al potencial tremendo que tiene en el analisis de minerales y metales. A
su vez, debido al potencial alcance para analizar estructuras sub-celulares,

esta técnica puede ser utilizada para diagnéstico de ciertas patologias.

2.3.9.2 Microscopia de Fluorescencia

La microscopia de fluorescencia, es a diferencia de la TEM, una
microscopia optica, donde es radiacion luminica lo que recorre lentes Opticos
hasta llegar a la formacion de una imagen. En el caso particular de la
microscopia de fluorescencia lo que se observa es la emision radiativa de
diferentes fluoréforos que son marcadores especificos de diferentes organelas

0 moléculas.

Luego de algun tratamiento a un cultivo celular se pueden marcar diferentes
partes de la célula con algun fluoroforo particular. EI microscopio excita el
fluoréforo con una longitud de onda especifica y recoge la emision de esa
especie excitada en una imagen de microscopia. La técnica permite localizar
gue zonas son las que se han marcado especificamente. Se puede utilizar una
combinacion de fluoroéforos siempre y cuando se puedan diferenciar
espectroscopicamente; esto es que no absorban y emitan en la misma zona del

espectro electromagnético.

En la Figura 2.8 se observa una imagen de microscopia de fluorescencia de
células epiteliales de ovario de hamster chino (CHO-K1). En la misma se
puede ver la presencia de distintos marcadores como el DAPI, anti-a tubulina,

Faloidina, etc.
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Figura 2.8 Imagen de microscopia de fluorescencia de CHO-K1, en presencia de marcadores

fluorescentes especificos

2.3.9.3 Microscopia Optica

La microscopia optica es la mas sencilla de entender, pues es un dispositivo
constituido con una serie de lentes opticos que amplian y toman una imagen de
la muestra. En la Figura 2.9 se observan imagenes de microscopia de un
cultivo celular de CHO-K1.
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Figura 2.9 Imagen de microscopia Optica de CHO-K1.

2.3.10 Citometria de flujo

Una de las técnicas mas revolucionarias de los ultimos afos, en el universo
de la bioquimica y biologia celular, ha sido la citometria de flujo. Sus
aplicaciones han permitido agilizar el diagnéstico y el seguimiento (y por ende
el tratamiento) de numerosas enfermedades como por ejemplo leucemias, el

SIDA o la granulomatosis cronica.

En los citometros de flujo, las células suspendidas en un fluido atraviesan
un pequefio tubo sobre el que incide un rayo laser. La luz dispersada, y
transmitida llega a una serie de detectores, los cuales permiten determinar

algunas propiedades de las células como ser tamario, tipo y complejidad.

Los citbmetros actuales pueden analizar varios miles de particulas por
segundo y separarlas y aislarlas en funcion de propiedades comunes. Una de
las aplicaciones mas importantes de la citometria es la “Clasificacion de células
activadas por fluorescencia” (FACS, del inglés, Fluorescence Activated Cell
Sorting). Esta técnica clasifica células en funcion de las propiedades
fluorescentes que tiene cada poblacion. Estas propiedades luminiscentes
vienen dadas por la presencia de marcadores especificos para evaluar alguna

propiedad en particular en la muestra (dafio mitocondrial, actividad enzimatica,
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expresion proteica, etc). Para estos estudios existen numerosos colorantes
organicos disponibles para su uso, como ser la picoeritrina, rodamina, ioduro
de propidio, DAPI, Hoescht, Naranja de Acridina, etc. Pero también en los
ultimos afios se han comenzado a usar marcados isotépicos y los quantum
dots (Puntos cuanticos), que hacen uso de nanoestructuras de Ultima

generacion.

2.3.11 Electroforesis en poliacrilamida

Una de las técnicas mas utilizadas para conocer la estabilidad de una
proteina luego de un proceso degradativo es la de las corridas electroforéticas.
En las mismas se hace correr una muestra proteica en un gel de poliacrilamida.
La muestra se encuentra entre dos potenciales durante un determinado de
tiempo, y debido a la carga superficial que tienen las proteinas, estas se

movilizan a lo largo del gel.

El movimiento de las proteinas depende del potencial eléctrico de la corrida,
del medio en el que se encuentren las proteinas (pH, porosidad del gel, etc), y
de su tamafno. Por tal motivo fragmentos pequefios de proteina tienen la
capacidad de correr mas rapidamente hacia el ahodo que fragmentos mas
grandes. Debido a esto es que podemos identificar si han existido procesos
degradativos luego de un tratamiento con nuestros fotosensibilizadores, ya que
en caso de existir un degradacién proteica, los fragmentos de la proteina
migrarian més rapido (por su menor tamafio) que la proteina no degradada

(que se encuentra entera).

Esta técnica también se utiliza para separar e identificar proteinas. En
nuestro caso, solo nos permitio identificar procesos degradativos, sin ahondar

en el tamafio y composicion de los fragmentos.
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2.3.12 Ensayo MTT

El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico que determina, a través de la
reduccion metabodlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT), los cambios en la viabilidad celular dado un determinado
tratamiento. El ensayo consiste en la formaciéon de una sal de formazan
(insoluble en medio acuoso) que luego se redisuelve en DMSO y se cuantifica
colorimétricamente. La formacion de esta sal ocurre cuando el MTT reacciona
con la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa®®.  Dicha enzima se

encuentra presente en células viables. Figura 2.10

Mitocondrial g /k

succinato-deshidrogenasa HN—N
A
N:::N

Bromuro de 3-(4,5- 1-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-3,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- d|fen|ltetrazol difenilformazan

Figura 2.10 Reaccién de formacién de la 1-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-3,5-difenilformazan.

La cantidad de sal de formazan es directamente proporcional a la cantidad
de enzima presente en la muestra, y esta es directamente proporcional a la

cantidad de células viables.

Existen otras sales de la misma familia del MTT (sales de tetrazolio) que se

han propuesto para determinar la viabilidad celular, entre ellas:
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e XTT: Mayor sensibilidad
e MTS: Ensayo con menor cantidad de pasos

e WSTs: Sales de tetrazolio solubles en agua

2.3.13 Ensayo COMETA

Conocer el efecto genotoxico de una droga, es de especial interés antes de
considerar a esa droga como un posible farmaco terapéutico. En ese sentido
se han disefiado numerosas técnicas en pos de conocer el dafio genotéxico
gue podria generar un determinado tratamiento. Dentro de las técnicas que
mas han avanzado en los Udltimos afios, se encuentra el ensayo cometa,
llamado asi por la estela, similar a la de los cometas espaciales, que se genera

en los nucleos cuando existe un dafio genotoxico. (Figura 2.11)

Figura 2.11 Imagen de microscopia de fluorescencia de un cometa de nicleo de CHO-K1
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La técnica es variable segun la procedencia (cultivo celular, tejido, etc) y tipo
de muestra (epiteliales, neuronales, linfocitos, etc), pero basicamente consiste
en ubicar células tratadas (con sus respectivos blancos) en geles de agarosa y
lisar de manera tal que solo permanezca el nucleo fijado a la célula. Luego, se
procede a realizar una corrida electroforética horizontal (similar para la
deteccidon de fragmentos proteicos) de modo que los fragmentos de ADN mas
pequefios migren por el gel de modo mas rapido, y asi se genere la estela en

caso de dafio genotoéxico.

Luego de la corrida a pHs altos (pH~13), se procede a hacer una tincion con
un marcador de ADN y se revelan las imagenes en el microscopio de

fluorescencia

2.3.14 Microondas

Una técnica alternativa para la sintesis de compuestos quimicos consiste en
proporcionar energia térmica utilizando microondas (MO). Las principales
ventajas de este tipo de sintesis consisten en el ahorro de energia, disminucién
del tiempo de reaccidn, optimizacion de rendimientos, disminucién de la

cantidad de pasos de sintesis, etc.

En este sentido, una de las principales ventajas del uso de MO es su
contribucién a la green chemistry (quimica verde). Esta quimica tiene por fin
disminuir la contaminacion y desarrollar nuevas técnicas y metodologias de
trabajo que sean menos dafiinas para el medio ambiente. En el afio 1998,
Anastas y Warner proponen doce principios para la consolidaciéon de la quimica

verde o sustentable:
e Prevenir la formacion de residuos
e Economia atdmica: minimizar la formacién de subproductos

e Uso de compuestos de nula o baja toxicidad
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e Generacion de productos eficaces y no téxicos
e Reducir el uso de sustnacias auxiliares

e Disminuir el consumo energético

e Uso de materias primas renovables

e Evitar la formacién de derivados innecesarios
e Potenciacién de la catélisis

e Generacion de productos biodegradables

e Desarrollo de metodologias analiticas para la monitorizacion

en tiempo real

e Disminuir el potencial de accidentes quimicos

A pesar de que cumplir estos doce principios es practicamente imposible,
sirven de guia general para volcar la investigacion quimica a metodologias mas
sustentables. En miras de lograr este objetivo aparece la sintesis asistida por

Microondas.

Las MO son ondas electromagnéticas que se encuentran entre las
radiaciones infrarrojas y las radiofrecuencias. Es decir que son ondas de
longitudes de onda (A) entre 1Tmm y 1m; u ondas entre un rango de frecuencias
de 0,3 y 300 GHz. Los equipos de microondas del laboratorio utilizan una
frecuencia de 2,45 GHz (A=12,2cm) y poseen una energia (por foton) de 1x10°
®eV. Esta energia es insuficiente para generar rupturas de enlaces quimicos,
por lo que no es la absorcién directa de radiacidon la que genera reaccion, sino

gue la quimica del MO se basa en los efectos del calentamiento dieléctrico.

La componente eléctrica de las ondas electromagnéticas es la que
interactia principalmente con la materia pudiendo generar calentamiento
mediante dos mecanismos: conductividad idnica y polarizacion dipolar. La

componente magnética en ocasiones también puede interaccionar con la
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materia. El mecanismo de la conduccion idnica depende de la presencia de
iones en la matriz que oscilan por la influencia del campo eléctrico de la onda
colisionando con las moléculas y atomos vecinos. Estas colisiones generan
movimientos que producen calor. Sin embargo este proceso es considerado

secundario, porgue no es tan eficiente como el de polarizacioén dipolar.

Para que ocurra el proceso de polarizacion dipolar, es necesario que las
moléculas tengan un momento dipolar para absorber las MO. Cuando son
irradiadas, los dipolos tienden a alinearse con el campo eléctrico, pero como el
campo es oscilante, se producen alineaciones y realineaciones secuenciales
gue generan friccion molecular y pérdida dieléctrica. Este efecto genera una
energia caldérica que depende de dos condiciones: la capacidad de las
moléculas para alinearse y la frecuencia de oscilacién de la onda. Si el dipolo
no cuenta con tiempo suficiente para realinearse (radiacion de alta frecuencia)
o retorna a su estado inicial antes de que oscile el campo eléctrico (radiacién
de baja frecuencia), no se produce calentamiento alguno. El valor de
irradiacion de 2,45GHz es un valor de irradiacion 6ptimo que se encuentra

entre estos dos limites.

Esta forma de calentamiento utiliza la propiedad de algunas moléculas de
transformas la energia electromagnética en calor, para entender un poco este
fendmeno consideremos el efecto de una radiacion electromagnética de
alrededor de 900MHz, la cual provoca la rotacion de los dipolos dentro del
liquido lo que causa que las moléculas polares se alineen y luego relajen en el
campo oscilante de la radiacién electromagnética. Cuando la energia de la
rotacion de esos dipolos se disipa se produce el calentamiento del liquido, por
eso, al producirse el calentamiento en el interior del liquido y no transferirse
desde el vaso es por lo que el liquido estd a mayor temperatura que el
recipiente. A lo largo de la tesis se utiliz6 un microondas Monowave-300 de

Anton Paar. Figura 2.12
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Figura 2.12 Microondas Monowave-300 de Anton Paar.

2.3.15 Estudios de Transferencia de lones entre dos soluciones

de electrolitos no miscibles (ITIES)

La interfaz entre dos soluciones electroliticas inmiscibles (ITIES — ‘Interface
between Two Inmiscibles Electrolytic Solutions’) se forma cuando se ponen en
contacto dos solventes liquidos de baja (idealmente cero) miscibilidad mutua,
cada uno conteniendo un electrolito adecuado para aplicaciones
electroquimicas. Uno de estos disolventes es por lo general agua, y el otro es
un solvente organico con una permitividad dieléctrica moderada o alta, tal como
nitrobenceno (NB) o 1,2-dicloroetano (1,2-DCE).

En la década del 70, se desarroll6 un enfoque experimental novedoso para
estudiar los procesos de transferencia de iones en ITIES, basado en la
polarizacion de estas interfaces. La diferencia de potencial de Galvani,

(A2, 0 = 0° — @, donde @° es el potencial de la fase organica y @" es el

potencial de la fase acuosa) generada entre las dos fases es utilizada como
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una fuerza motriz para las reacciones de transferencia de carga, y por lo tanto,
se puede medir la corriente eléctrica que fluye a través de la interfaz. El
pionero en este campo fue Claude Gavach en Francia, quien comenzoé a aplicar

métodos electroquimicos para estudiar las reacciones de transferencia de

iones.27’28’29'3°
Electrodo de Contraelectrodo de
referencia de la la fase organica

fase acuosa e
L

Electrodo de
referencia de la
fase organica

Fase organica

Placa porosa Fase acuosa

T Contraelectrodo de

la fase acuosa

Figura 2.13 Esquema de la celda de vidrio donde se llevaron a cabo los experimentos de
ITIES.®

Los experimentos voltamétricos se llevaron a cabo en una celda de vidrio,
representada en la Figura 2.13, que permite utilizar un sistema de cuatro
electrodos, dos de los cuales son electrodos de referencia de Ag|AgCI|CI" y se
utilizan para aplicar una diferencia de potencial a la interfaz en estudio. Los
otros dos electrodos, contraelectrodos de platino, cierran el circuito y permiten
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medir la corriente que circula a través de la interfaz liquida. El electrodo de
referencia correspondiente a la fase organica se sumerge en una solucion
acuosa que esta en contacto con la fase organica. Esta fase acuosa tiene
disuelta una sal que contiene el mismo cation del electrolito soporte de la fase
organica, y cloruro como contraion, de manera tal que la interfaz formada entre

esta solucién y la fase organica sea no polarizable.

Las soluciones utilizadas comprendieron siempre electrolitos conductores en
fase acuosa o en 1,2-dicloroetano. Para la fase acuosa se empleé LiCl 1,0x1072
M, mientras que la fase organica se utilizd la sal dicarbolil cobaltato de
tetrafenilarsonio (TPhAsDCC) en una concentracién igual a 1,0x10% M. La
solucion acuosa en contacto con la fase organica dentro del compartimiento del
electrodo de referencia fue TPhAsCI 1,0x10% M.

Los electrodos de referencia de Ag/AgCI fueron preparados conectando un
alambre de plata y un contraelectrodo a un terminal positivo y negativo,
respectivamente, de un galvanostato con el cual se aplica una corriente
constante de 1mA/cm? en una solucién acuosa de NaCl y HCI. Esta corriente
produce la oxidacion de la superficie de plata, sobre la cual se genera un
depodsito de AgCl. Los electrodos de referencia usualmente se encuentran
dentro de capilares Luggin localizados cerca de la interfaz, con el objetivo de

minimizar la resistencia de la solucién.>**3
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Hipotesis, objetivos y lineamientos

generales

Nuestra hipotesis de trabajo supone que los complejos metélicos podrian
ser posibles agentes fotosensibilizadores para la terapia fotodinamica; mientras
gue por otro lado, podrian ser utiles en el disefio de nanoestructuras metalicas

con fines medicinales.

En primer lugar se buscara indagar sobre la interaccion de los complejos
metalicos con nanoparticulas metalicas en pos de generar nuevas
nanoestructuras con un potencial uso en la deteccion y el tratamiento de

enfermedades neoplasicas.

Luego se plantea estudiar como interaccionan los complejos de Cr(lll) con
distintas proteinas de transporte, especificas y no-especificas, en pos de
proponer algin mecanismo de transporte de ingreso al interior de células

neoplasicas.

Por ultimo se estudiara cudl es el efecto de uno de los complejos de Cr(lll)
en cultivo celular, analizando que ocurre cuando el complejo se encuentra en
su estado basal, pero también en su estado excitado. A pesar de que existen
ciertos estudios sobre la familia de estos complejos en relacion a modelos

celulares, ninguno de estos le da un rol fundamental a la luz.
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Interaccion de Nanoparticulas de Au

con complejos metalicos de Ru(ll)

Capitulo 3
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3.1 Resumen

En este capitulo se presenta un estudio de la interaccion entre complejos
metalicos de Ru(ll) y nanoparticulas de Oro metdlicas de distintos tamafios.
Inicialmente se realiz6 la sintesis de las nanoparticulas y de los complejos de

Ru(ll) utilizando distintos protocolos.

Posteriormente se utilizaron técnicas espectroscopicas (Absorcién, emision,
raman, etc) para analizar la interaccidbn entre las nanoparticulas y los
complejos metalicos; y microscopia de transmision electronica para analizar la

morfologia de los nano-agregados sintetizados.
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3.2 Introduccidn

3.2.1 Nanomedicina

Es quizas uno de los desafios mas grandes en la investigacion en
nanoplasmonica el disefio de nuevos nanosistemas que puedan responder a
las demandas de la medicina. Las diferentes propiedades fotofisicas, y
fotoguimicas de distintos nanosistemas (NS) han permitido el amplio
crecimiento de la nanomedicina, como una herramienta eficaz en la deteccion y

123456 Numerosos

el tratamiento fototerapeutico de distintas enfermedades
estudios se han desarrollado en relacion al uso de nanocompuestos para el
tratamiento terapéutico de enfermedades neoplésicas. Dicho tratamiento se
conoce como terapia fototérmica, pues es la relajacién de un estado superior el
que genera un aumento (local) de la temperatura en la superficie de los NS. Si
dicho NS se encuentra en el interior de una célula tumoral, el aumento de la
temperatura podria generar algun dafio irreparable que conduzca a la muerte

de dicha célula.”®

Por otra parte, diversos nanosistemas se han propuesto como agentes
contrastantes para la localizacién de un tejido tumoral, usando como técnicas
de bioimagen la emision visible de algun fluor6foro asociado al NS, o a través
de Puntos cuanticos (Quantum Dots). Sin embargo una de las técnicas mas
promisorias y novedosas para el diagnostico es el uso de la fotoacustica
(optoacustica): técnica que mide los cambios de presion resultantes de la
relajacién no radiativa de un estado excitado®. Este campo de estudio es, aun,

muy reciente, y no ha sido estudiado en su profundidad.

La técnica de bioimagen reconstruida a partir de sefiales fotoacusticas (FA)
tiene enorme ventajas, entre ellas, podemos mencionar: gran resolucion
espacial, penetracion tisular profunda, uso de radiacién no ionizante, etc. Las

sefiales FA se generan a través de alguno de estos cuatro mecanismos:
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expansion térmica, vaporizacion, reaccion fotoquimica y optical breakdown®®.
De estos cuatro mecanismos solo la expansion térmica es segura para Su uso

clinico®.

Cuando ocurre una expansion térmica, la eficiencia de conversién de
energia luminica a una onda de presion FA es el factor mas relevante para
lograr buenos resultados de contraste Optico en la reconstruccion de
imagenes. La eficiencia de conversion esta determinada mayoritariamente por
la absorbancia y la capacidad calorifica del compuesto utilizado. Sin embargo,
la expansion térmica es el mecanismo menos eficiente para generar este tipo
de sefales. Por tal motivo el disefio de agentes con buena capacidad para
generar sefial FA, es un campo de especial interés.

Una de las principales ventajas de este tipo de compuestos, es que tendrian
la capacidad simultdnea de actuar como agentes contrastantes y como agentes
terapeuticos.

Recientemente se han estudiado las propiedades fotoacusticas vy
fototérmicas (FT) de diferentes nanosistemas: nanoparticulas (NP) de oro™,
nanorods'?, nanotubos®®, nanocajas'®, etc. Sin embargo aldn no se han
estudiado en profundidad sistemas que involucren pequefios nanoagregados
de NPs.

Estudios previos han demostrado que el plasmon de nanoagregados posee
un incremento del campo eléctrico en la zona del gap (zona interparticula).
Este incremento del campo podria conducir a un aumento localizado de la
temperatura y por ende, a un aumento de la sefial FT y FA. En la figura 3.1 de
Coronado et al. se observan célculos electrodinamicos donde se manifiesta un
aumento progesivo del campo a medida que disminuye la distancia entre dos

NPs (0_)115,16,17

85



A B

25§ 0 b 5' 30
- ob
C 10 ‘c d
20F J o 4
038 1.0 1.2 14 16 18 2,0 22

0,5

—_

J B M
QQqQq
o n
- anN
o
()]

—

w
(=3
=]
w
ol 3
=)

400 450 500 550 600
longitud de onda / nm

Figura 3.1 A) Espectros “tedricos” de dimeros de NPs de Plata (60nm) a diferentes valores de
0. B) Calculos del incremento del campo eléctrico para dimeros de NPs de Plata (20nm) en

funcién de o.

Sin embargo, la exaltacion del campo soélo se observa en agregados
pequefios. Por tal motivo, la construccion de agregados pequefios supone un
reto interesante pensando en un potencial uso en el campo de la
nanomedicina. A medida que aumenta la cantidad de NPs en el agregado, el

incremento tedrico empieza a disminuir.

3.2.2 Agregacion de Nanosistemas

Las Nps pueden ser de distintos tamafios y composicién y son consideradas
los ladrillos de la construccion en la nanoarquitecura de distintas estructuras.
Sin embargo, en la actualidad los NS no solo estan compuestos de NPs sino
gue estan conformados por una basta red de sofisticadas interacciones entre
componentes oOpticos, electrénicos, quimicos, etc. En este sentido, ha sido
necesario desarrollar métodos especificos de medicién, protocolos, etc. que
permitan controlar detalladamente el proceso de "ensamble" de los

componentes que forman las estructuras. Es la modificacion superficial de las
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NPs, un proceso de gran importancia en el disefio de la arquitectura de NS

complejos.

Las metodologias de sintesis de las NPs pueden clasificarse, segun la
forma de obtencion de las estructuras, en "bottom up" o "top down"; y
dependiendo del principio empleado en la sintesis, pueden clasificarse en
fisicos y quimicos.® 1?21 | as NPs sintetizadas, en esta tesis, se encuentran

como dispersiones coloidales en un medio electrolitico.
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3.3 Motivacion y objetivos

El disefio de nanoestructuras para ser aplicadas al campo de la
nanomedicina es un area de creciente auge. Una de las estructuras mas
dificiles de sintetizar, por su alta inestabilidad, es la de agregados pequefios de
nanoparticulas. Estos agregados, al tener un incremento del campo en el gap,
son de especial interés pues el efecto fototérmico es mucho mayor que en las
NPs aisladas. Los complejos metalicos podrian servir como agentes capaces

de agregar, y estabilizar los agregados formados.
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3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Materiales

Se trabajo con los complejos Ru(1,10-fenantrolina)s** y el Ru(5amino-1,10-
fenantrolina);®>*. El primero fue obtenido comercialmente, mientras que el

segundo se sintetizo utilizando una técnica asistida por microondas.

También se utiliz6 HAuCl, (Carlo Erba), citrato de sodio (SIGMA Aldrich),
agua MQ, etilenglicol (SIGMA Aldrich)

Las concentraciones de las soluciones coloidales de NPs se determinaron

utilizando los valores del maximo de absorbancia y modelando con la teoria de
Mie 22,23,24,25

3.4.2 Sintesis del complejo

3.4.2.1 Sintesis asistida por Microondas

Para la sintesis del [Ru(5amino-1,10-fenantrolina)s]®* (Figura 3.2) se
pesaron 0,0138g de tricloruro de rutenio y 0,0527g del ligando fenantrolinico.
La mezcla, de color negro, fue ubicada en un vial de 10mL apto para

microondas.

Los parametros para esta sintesis asistida por microondas fueron
optimizados previamente. Para ello se probaron diferentes solventes, tiempos
de reaccion y temperaturas de reaccion, encontrandose que para esta sintesis
el mejor solvente fue el etilenglicol. Se trabajé con un tiempo de reaccion de 2
minutos y 200°C de temperatura de reaccion. La temperatura de ebullicién del
etilenglicol es de 198°C, por lo que la sintesis fue factible.
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Una vez finalizada la reaccion, se observo un color naranja oscuro en el
crudo de reaccion. Sobre el crudo se afiadio gota a gota una solucion saturada
de NH4PF¢ (haxafluorofosfato de amonio). Se observo una turbidez propia de
la formacién de un precipitado de la sal de hexafluorofosfato de nuestro
complejo. Dicho precipitado se filtrd, y se lavdé numerosas veces la muestra
con agua destilada y a posteriori con éter. Se dejo secar en estufa a 45°C
durante 48hs y luego el sélido se pesd. Un procedimiento similar también
involucré el uso de éacido perclérico, para formar el perclorato de nuestro

compuesto.

5 ..:;,,”/RU\\\\\m

AT

Figura 3.2 Estructura del Ru(5amino-1,10-fen(:1ntrolina)3]2+

3.4.3 Sintesis de las NPs

Uno de los métodos mas ampliamente difundidos para la sintesis de
nanoparticulas metalicas esféricas fue desarrollado por Turkevich vy
colaboradores?®. Este método consiste en la reduccién de una sal precursora
de oro, generalmente acido tetracloro aurico: HAuCl,;, usando como agente
reductor un reductor débil, como el citrato de sodio en solucion acuosa. A
temperatura ambiente, el proceso se encuentra cinéticamente desfavorecido
por lo que la sintesis debe ser llevada a cabo a temperaturas mayores, en
particular, cercanas a la ebullicion (90°C aproximadamente). EIl tiempo de

reaccion es de aproximadamente 30 minutos.
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Al comienzo de la reaccién la soluciébn permanece traslicida, y luego
comienza a tornarse de color de acuerdo al tamafio de las particulas metalicas
sintetizadas. Las NPs resultantes son relativamente estables durante periodos
prolongados (incluso meses) encontrdndose estabilizadas por el propio
reductor (citrato) o sus productos de reaccion.?’?®  La relacion de
concentraciones entre el precursor y el estabilizante es de suma importancia,
puesto que es responsable de sintonizar el tamafio deseado de las NPs.
Mientras mayor sea la concentracion de estabilizante, menor sera el tamafio
promedio de las NPs obtenidas. En este trabajo doctoral se utiliz6 un espectro
amplio de NPs de diferentes tamafios y distintas relaciones de

precursor/estabilizante.

3.4.4 Medidas espectroscopicas

Para los estudios de espectroscopia Raman de superficie aumentada
(SERS, por sus siglas en inglés: Surface Enhanced Raman Spectroscopy) se,
emplearon laseres de He-Ne de longitud de onda 632,8 nm, de iones Ar a
514,5y 488 nm y de estado s6lido 785 nm. En todos los casos las intensidades

del haz incidente medido antes de las muestras fue del orden de algunos mW.

Se calcularon los valores del factor de incremento analitico (AEF), utilizando

la siguiente ecuacion:

AEF = Izgrsl Jraman (EC 31)
IRamanl lsEms

3.4.5 Microscopia de Transmision electrdnica

Las imagenes de microscopia de transmision electrénica (TEM, del inglés
Transmission Electronic Microscopy) de las NPs y nanoagregados, fueron

registradas en un microscopio electronico JEM-Jeol 1120, empleando un
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voltaje de aceleracion de 80 kV. Las muestras fueron preparadas dejando

secar una gota de solucion sobre la grilla TEM a temperatura ambiente.

Dicho microscopio se encuentra en el Instituto de Fitopatologia y Fisiologia
Vegetal (IFFIVE), del INTA.
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3.5 Resultados y discusién

3.5.1 Sintesis de complejos

La sintesis de los complejos de Ru(ll) (Figura 3.3) ya ha sido bien descripta,
nuestro aporte ha consistido en el uso de un equipo de microondas capaz de
disminuir considerablemente el tiempo de reacciéon y el uso de solventes. En

este sentido se busca aportar a lo que se conoce como green chemistry.

HgN

W NH3
RUC|3 + N‘\\ RN etilenglicol g
2002C / 30min
N P Microondas

NH3

Figura 3.3 Diagrama de la reaccion de sintesis por Microondas

Se us6 hexafluorofosfato como contraién para precipitar el complejo del
crudo y se calculd el rendimiento de la reacciébn encontrandose un valor de
93,7%.

Para identificar los complejos sintetizados se caracterizé el complejo
espectroscopicamente  (Figura  3.4), encontrandose los espectros
caracteristicos de absorcion y emision de los complejos fenantrolinicos de
Ru(ll).
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Figura 3.4 Espectro de Absorcion (izq) y de emision (der) del complejo

Ru(5NH,-1,10-fenantrolina)s]** en medio acuoso.

El espectro de IR arroj6 bandas caracteristicas de los complejos
fenantrolinicos de Ru(ll) y mostré la presencia del sustituyente amino.?  Por
otra parte el espectro de RMNP coincide con los valores encontrados en

bibliografia.?®3%3!

3.5.2 Interaccion NPs-complejos

3.5.2.1 Experimentos de campo lejano

Cuando se procede a mezclar una solucion de NPs con una solucién de
complejo de Ru (Il) se obtienen cambios en el espectro de absorcion, tal como
muestra la Figura 3.5. En la misma se observa como la presencia de complejo

genera la aparicion de una banda a longitudes de onda superiores a la del

% El espectro de infrarojo mostré las sefiales propias de los ligandos de tipo fenantrolina y la
sefial de stretching a 3402 cm™ propia de la presencia del ligando —NH..
® RMN-H (400,16 MHz, Acetona deuterada, 22°C) & (ppm), J (Hz) = 8,94 (3H, d, J= 8,4); 8,67
(3H, dd, J;=8,5, J,=1,8); 8,37 (3H, d, J=8,4); 8,26 (3H, s. ancho); 8,22 (3H, m); 8,09 (3H, m);
8,02 (3H, dd, J;=6,2, J,=1,7).
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plasmén de la NP (~550nm). La aparicion de este tipo de bandas son tipicas
de la formacion de agregados de NPs. Como control, en violeta podemos
observar que ante un agregado de solvente no hay aparicibn de una nueva
banda; solo se observa una disminucién en la intensidad de la absortividad

propia de la dilucién del sistema.
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Figura 3.5 Espectros de extincion de una soluciéon de NPs de Au (56 nm de diametro), en
ausencia (espectro negro) y presencia (espectro violeta) de Ru(5NH2-phen)32+. En violeta se
encuentra una solucion de NPs con un volumen agregado de solvente similar al de complejo, a
modo de control. Concentracion de [NPs]=2,45x10™** M y [complejo]=2,39x10° M.

Un estudio cinético nos permiti6 demostrar que a medida que pasa el tiempo
desde que se realiza el agregado de complejo a la solucion de NPs, aumenta la
formacion de nanoagregados. (Figura 3.6) Este efecto se observa tanto para el

Ru(5-NH.-phen)s?* como para el Ru(phen)s*".

A la hora de la formacién de los nano-agregados, juega un rol importante la
metodologia por la cual se procede a mezclar las soluciones de NPs y de
complejo de Ru(ll). En la Figura 3.7 podemos observar tres soluciones, la
primera (a) es una solucién de NPs de Au de un tamafio de 56 nm (1,07x10™**
M). Cuando a dicha solucién se le hace un agregado unico de complejo no se

observan cambios de color (apreciables), tal como nos indica la solucion (b).

95



Sin embargo cuando se procede a agregar el mismo volumen de complejo que

en la solucion (b), pero ahora, alicuotado, obtenemos al final de los agregados

una solucion de color diferente (c).

w— (0 Minutos

w13 minutos
w35 minutos
w85 minutos

Absorbancia

——
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 3.6 Espectros de extincion de una solucidn de NPs de Au (56 nm de didmetro), en
presencia de Ru(5NH.-phen);** a distintos tiempos de reaccién. Concentracion de
[NPs]=1,14x10™ M y [complejo]=1,16x10° M.
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Figura 3.7 Soluciones de AuNPs. a. Sin agregado de complejo. b. Solucion de AuNPs con
agregados consecutivos de Ru(5NH2-phen)32+. c. Solucién de AuNPs con un agregado Unico
de Ru(5NH,-phen)s?".

Estos nos estaria indicando que el producto resultante de la reaccion entre
las NPs y los complejos, es sumamente labil al método en que se agregan los
reactivos. La Figura 3.8 muestra los espectros de absorciébn para las
soluciones, donde se realiza un Unico agregado y agregados progresivos. El
espectro negro corresponde a la solucion (b) mientras que el rojo corresponde

a la solucién (c).

Podemos observar que agregados progresivos de complejo, genera que los
nanosistemas obtenidos sean de mayor tamano, ya que la banda formada se

encuentra corrida a longitudes de onda mayores.

— Agregado Unico
—— Agregados progresivos

Absorbancia

0,0 LI | 1
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Longitud de onda (nm)

Figura 3.8 Espectros de Absorcién de AuNPs. a. Sin agregado de complejo. b. Solucion de
AuUNPs con agregados consecutivos de Ru(5NH2-phen)32+. c. Solucién de AuNPs con un
agregado Unico de Ru(5NH,-phen);?*. Concentracion de [NPs]=1,07x10™ My
[complejo]=1,07x10° M
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En tal sentido también podemos pensar que las relaciones de
concentraciones de NPs y complejo juegan un rol importante en la formacién

de los nanoagregados.

La Figura 3.9 muestra una solucién de NPs en ausencia de complejo (I) y
soluciones de NPs con diferentes concentraciones de complejo (Il a VI). Las
condiciones de cada una de las mezclas aparecen en la Tabla 3.1. Como
podemos observar no existe una respuesta lineal de la formacion de los
nanoagregados con la concentracién de complejo afiadido a la solucion.

Tabla 3.1 Valores de relacién de concentraciones de las NPs con el complejo.

Relacion de

Eppendorf n®  [Ru(5NHx-phen)s]*"

concentraciones

[ 0 2,55x10 M -
I 2,55x10% M 2,55x10 M 1x10°
M 2,55x10™ M 2,55x10 M 1x10°
IV 2,55x10° M 2,55x10" M 1x10°
Vv 2,55x10" M 2,55x10 M 1x10*
VI 2,55x10° M 2,55x10 M 1x10°

Podemos observar que a concentraciones pequefias de complejo (VI) las
soluciones no sufren un cambio de color apreciable. Sin embargo a
concentraciones mayores los cambios de color en las soluciones si son
considerables. A su vez, se llevl a cabo el analisis espectral de las distintas
soluciones, considerando dos estadios en el proceso de agregacion. (Figura
3.10). Como podemos observar, los cambios en el espectro de absorcion para
la mezcla Il son considerablemente mayores que para las otras mezclas,

entendiéndose por esto una mayor formacion de agregados. También se
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observa en esta mezcla, a diferencia de las otras, que existe una diferencia
espectral a los diferentes estadios de la agregacion (1 y 8 minutos) estudiados,

indicando un aumento en el tamafio de los agregados.

Figura 3.9 Soluciones de NPs de Au, con distintas concentraciones de Ru(5NH2-phen)32+.

Si analizamos las mezclas (IV) y (V), donde las concentraciones de
complejo son menores, podemos observar que no existen cambios
considerables en los espectros aun. Incluso para la mezcla (V) practicamente
los cambios son nulos. Esto resulta l6gico, puesto que a menor concentracion
de agente agregante (complejo de Ru(ll)), menor serd la formacion de

agregados.

Sin embargo cuando evaluamos comparativamente las mezclas (1) y (Ill),
observamos que no existe la misma tendencia, que para las concentraciones
menores. Cuando la concentracion de complejo es mucho mayor, la
agregacion de las NPs no pareciera ser tan efectiva. La formacion de
agregados se debe a que los citratos (carga negativa), que se encuentran
estabilizando las NPs, interaccionan con los complejos cationicos de Ru(ll). Un
exceso de complejo, podria generar que, rapidamente, la totalidad de la
superficie de la NP se recubra con complejo, y ahora se encuentren

estabilizadas cargadas, en su superficie, positivamente. Existe, por tanto, una
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concentracion critica a la cual, por debajo de esta, la formacién de agregados

es menor, y por encima de esta existe un efecto protector de los complejos

cationicos a las NPs.
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Figura 3.10 Espectros de soluciones de NPs de Au a distintas concentraciones de Ru(5NH,-

phen)s”".

Relacién de citrato/A. Adrico= 1,5.

Por otro lado analizando NPs que han sido sintetizadas con una

concentracion mayor de citrato (Figura 3.11) y tratadas con la misma relacién

de concentracién [Complejo]/[NPs], encontramos que la concentracion critica a

la cual se da un mayor cambio espectral es diferente que para las NPs
sintetizadas con una relacion [citrato]/[[HAuCIO,]. En tal sentido podemos inferir

gue no solo es relevante para la formacion de los agregados, la relacion

[Complejo]/[NPs], sino que también es de vital importancia tener en cuenta la

relacion [citrato]/[HAuUCIO,], pues da una idea de cuan estabilizada esta la NP.
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Figura 3.11 Espectros de soluciones de NPs de Au a distintas concentraciones de Ru(5NH,-
phen);®*. Relacion de citrato/Acido Adrico= 2

3.5.2.2 Microscopia.

Se llevaron a cabo estudios en distintas imagenes TEM tomadas a
diferentes estadios del proceso de agregacion. En particular se tomaron dos

tiempos: 13 minutos (Fig 3.12a) y 35 minutos (Fig 3.12b).

Como podemos observar a estadios iniciales de la agregacion se obtiene
una gran cantidad de agregados pequefios (dimeros y trimeros). La Figura
3.13 es una imagen ampliada (escala 1um) de la muestra a 13 minutos. La
imagen posee marcados los mondmeros (rojo), los dimeros (verde) y los
trimeros (azul) de NPs. Se cuantifico el tipo de nanoestructura presentes en la
muestra, analizando mas de 500 NPs encontradas en diversas imagenes TEM

de baja magnificacion. Se encontré que tenemos un 38% de las NPs aisladas,
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un 36% como dimeros y un 26% como trimeros o agregados mayores. Estos
datos se obtuvieron considerando como total el nimero de NPs que tenemos
en la imagen. Si cuantificamos en funciébn de las nanoestructuras totales,
obtenemos que tenemos solo un 52,5% de NPs aisladas, un 42,5% como

dimeros, y un 5% como trimeros.

Figura 3.12 Imagenes de microscopia TEM a dos tiempos del proceso de agregacion (a. 13
minutos. b. 35 minutos) para NPs de 56nm de didmetro en presencia de Ru(5NH2-phen)32+.

Estos porcentajes muestran que a tiempos cortos de la agregaciéon existe
una gran cantidad de nanoagregados pequefos y que estos son relativamente
estables. A diferencia de otros agentes agregantes, los complejos de
Rutenio(ll) tendrian la capacidad de generar agregados ordenados con una

cinética controlada.

Estos porcentajes muestran que a tiempos cortos de la agregacion existe
una gran cantidad de nanoagregados pequefios y que estos son relativamente
estables. A diferencia de otros agentes agregantes, los complejos de
Rutenio(ll) tendrian la capacidad de generar agregados ordenados con una

cinética controlada.
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Figura 3.13 Imagenes de microscopia TEM a 13 minutos del proceso de agregacién para NPs
de 56nm de diametro en presencia de Ru(5NH,-phen)s**. b. Se encuentran marcados los tipos
de estructuras presentes en la imagen, NPs aisladas (rojo), dimeros (verde) y trimeros (azul)
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A estadios mas largos de la agregacion (35min) se puede observar la

presencia de agregados lineales en forma de cadena. Un posible mecanismo

podria explicarse considerando un proceso de adicién secuencial de las NPs o

de los agregados pequefios que se vayan formando. (Figura 3.14) Entender el

mecanismo por el cual se generan estas nanocadenas requeriria un analisis

mas profundo que no es parte de los alcances de esta tesis.

Figura 3.14 Imagenes de microscopia TEM a 35 minutos de agregacién
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3.5.2.3 Experimentos de campo cercano (SERS)

Cuando las NPs se encuentran agregadas, se produce un gran incremento
del campo eléctrico en la region inter-particula (gap). Este incremento del
campo puede producir incrementos en la respuesta espectroscopica de las
moléculas que se encuentren en el gap. Si nuestros complejos metalicos son
responsables de la agregacion, debieran encontrarse en espacio interparticula

donde el campo se encuentre incrementado.

Se realizaron experimentos SERS utilizando los dos complejos metalicos de
Ru(ll) estudiados y se procedi6é a determinar el factor de incremento analitico
(AEF), utilizando la ecuacion 3.1. Se trabajo con una solucion de NPs de
35nm, utilizando una concentracién de 3x107'M de complejo en presencia de
las NPs, y de 2,55x10™“M en ausencia de NPs.

1000 : : : - . .
i — NPs
Ru5NH2 2.55E-4M
800 L —— NPs + RusSNH2 3E-7M
m
(3] L
whd
S
S 600}
O,
= i
(3]
T 400}
»
[ o
= i
c
£ 20}
" \---r——-m-r . -
500 1000 1500 2000
Corrimiento Raman (cm™)

Figura 3.15 Sefiales Raman para una solucidon de NP (negro), una solucién de complejo de
Rutenio (1) (rojo) y una solucién de agregados de NPs (azul).
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Los factores de incremento analitico obtenidos para el modo 1490cm™
fueron de 9,2x10* para el complejo Ru(5-NH,-phen);** (Figura 3.15) y de
1,3x10* para el Ru(phen);**. Estos valores son muy similares y pueden ser
considerados casi idénticos dentro de las incertezas experimentales de la
técnica. Estos valores implican que los complejos se encuentran localizados
en el gap interparticula formando puentes moleculares que son responsables
de la formacion de agregados. Por otro lado, podemos observar que la
presencia de los sustituyentes aminos no influye en el proceso de agregacion;
siendo la fuerza impulsora de la agregacién la interaccion electrostatica entre
las cargas superficiales de las NPs y la carga global positiva del complejo

metalico.

Como ya se menciond previamente los procesos de agregacion de las NPs
son procesos dinamicos, es decir que a diferentes tiempos se encuentran
distribuciones de agregados de diferente tamafio. Por tal motivo, se evalué la
sefial SERS a intervalos diferentes de tiempos, adicionando a una solucién de
NPs, una concentracién de 4x10™° M de Ru(5-NH,-phen)s®* inicial y fija.
(Figura 3.16)

Este estudio cinético de la sefial SERS, presenta ciertos inconvenientes
experimentales. Al ser muy baja la concentracion de complejo metalico, es
necesario integrar el espectro SERS durante tiempos prolongados; sin
embargo, los tiempos de integracion deben de ser menores a los tiempos de
agregacion. Es esta situacion de compromiso la que generé que se ensayaran
diversas condiciones experimentales, logrando una buena respuesta entre la
sefal obtenida y la cantidad de mediciones realizadas cuando los espectros se
integraron durante dos promedios de 30 segundos. La Agy fue de 632,8nm
(que corresponde al laser de He-Ne). En paralelo se midieron los espectros de
extincion de la misma solucibn de NPs de 50nm de didmetro a la misma

concentracion de complejo.

Como podemos observar en la Figura 3.16, luego de dos minutos de
agregacion de las NPs, la sefial SERS (a 1306nm) tiene una intensidad

significativa, y esta sefial disminuye paulatinamente durante los siguientes 20
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minutos. Evaluando los espectros de extincién se observa que la banda de las
NPs aisladas disminuye con el tiempo, mientras que aumenta la extincion a

longitudes de onda mayores, indicando la presencia de formacion de

agregados.
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Figura 3.16 Evolucién de la sefial Raman y del AEF durante el proceso de agregacion.

En la Figura 3.16 también se observa como se modifica el valor de la AEF
en funcion del tiempo, observandose valores cercanos a 8x10° a tiempos cortos
y una disminucién cercana a valores de 4x10® luego de los 22 minutos de la
agregacion®.  Dicha disminucién tiene relacion con el tipo de agregado
predominante a cada tiempo de agregacion; a mayor tiempo se empiezan a
observar agregados lineales de mayor longitud, los cuales poseen valores de

sefial SERS (y por ende de AEF) mucho menores.

También se procedio a determinar de manera conjunta con la variacion del
espectro Raman (y el AEF), la variacion del espectro de extincion durante el
proceso de agregacion (Figura 3.17). Estas variaciones también soportan la

idea de la formaciéon de agregados cada vez mayores.

¢ AEF es una magnitud adimensional.
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Figura 3.17 Evolucién de la extincion durante el proceso de agregacion.

3.5.2.4 Quenching de los complejos por las NPs

Los complejos polipiridinicos del Ru(ll) poseen una emisién caracteristica
alrededor de los 610nm. Analizar los cambios de dicha emisidon nos puede
brindar importante informacién sobre la interaccion entre el complejo metélico y
las NPs. Se realizaron los estudios de quenching tanto para el complejo de

Ru(ll) sustituido con NH», como para el complejo con fenantrolina no sustituida.

Como podemos observar en las Figura 3.18, NPs de diferentes tamafios
(30nm, 56nm y 70nm) tienen la capacidad de generar una disminucion en la
intensidad de emision de los complejos de Ru(ll) sin generar cambios en el

maximo de emision (quenching).

108



Intensidad de emision (u.a.)

| L L DL DL DL DAL DL
500 525 550 575 600 625 650 675 700

Longitud de onda (nm)

Figura 3.18 Intensidad de emisién del Ru(5NH2—phen)32+ en presencia de diferentes agregados
de NPs (70nm) a temperatura ambiente. Concentraciones de NPs de entre 0 pM (espectro

negro) a 1,0 pM (espectro naranja).

Graficando Fo/F vs. [NP], (donde F es la intensidad de emisién del complejo
en ausencia de NPs y donde F es la intensidad de emision en presencia de
sucesivos agregados de NPs) podemos encontrar un comportamiento muy
diferente para cada diametro de NP. Para cada sistema se encontré que la
relacion Fo/F vs [Q] fue lineal, pudiéndose aplicar asi la ecuacion de Stern
Volmer (ec. 1.8). La linealidad para cada sistema se puede visualizar en la
Figura 3.19

Tabla 3.2 Valores de Kg, (M™) para los sistemas NP-Ru(phen)s>* y NP-Ru(5NH,-phen)z**

Tamafo de las NPs = K (x10™) Ru(phen)s” M* Ksv (x10™) Ru(5NH,-phen);®* M™

30nm 0,616+0,007 0,622+0,007
56nm 5,7+0,2 5,5+0,1
70nm 11,0+0,3 11,3+0,3
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Figura 3.19 Representaciones de Ster Volmer para el Ru(5NH2—phen)32+ (izq) y el Ru(phen)32+

(der) a diferentes concentraciones picomolares de NPs.

A partir de la ecuacion de Stern Volmer, pudimos determinar los valores de

Ksy para cada sistema. Los valores se muestran a continuacion en la Tabla 3.2.

Como primera observacion podemos reconocer que los valores de las

constantes de Stern Volmer aumentan segun los didmetros de las NPs. Esto

se puede ver representado en la Figura 3.19, y de manera mas especifica en la

figura 3.20.
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Figura 3.20 Valores de K, a diferentes tamafios de NPs para los sistemas NP-Ru(phen);*

(rojo) y NP-Ru(5NH,-phen)s** (azul).
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Del mismo modo podemos observar como los valores de las Kg, son
independientes del tipo de complejo metéalico. Esto nos daria una idea de que
la interaccion, en algun punto, estd gobernada por las interacciones
electrostaticas, y que el tipo de sustituyente presente en la fenantrolina es

irrelevante. (Figura 3.21)
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Figura 3.21 Gréficas de Stern Volmer para los sistemas NP-Ru(phen)32+ (rojo) y NP-Ru(5NH,-

phen)s”* (azul).

Cuando analizamos los valores de Kg, podemos observar que son valores
varios ordenes de magnitud mas grandes que los quenchings convencionales.
Esto ocurre cuando la desactivacion de la emision es extremadamente
eficiente, alin a bajas concentraciones de quencher (NPs) En nuestro sistema,

podemos observar que las concentraciones de quencher son del orden de pM.

Realizando estudios resueltos en el tiempo para los complejos metalicos en
ausencia y presencia de NPs, observamos que no existen cambios en los
tiempos de vida de los complejos (Figura 3.22), por lo que podemos inferir que
el quenching es estatico y no dinamico. Esto nos permite entender que el
proceso que esta ocurriendo, implica la interaccion directa de los complejos en
su estado fundamental con la superficie de la NP. Mientras mayor es la

superficie de la NP, esta tiene mayor posibilidad de interaccionar con mas
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cantidad de complejos de Ru(ll) en su estado basal. Estos ensayos se llevaron

a cabo para los dos complejos metélicos.

1/t Fo/F

Concentracion (pM)

Figura 3.22 Gréficas de Stern Volmer para el sistema NP-Ru(5NH,-phen); determinado con

medidas resueltas en el tiempo (o negro) y de intensidad de emisién (o rojo)

A pesar de que conocemos que el quenching es estatico, no existe una
relacion lineal entre las Kg, y la superficie de la NP, mientras que si existe una
relacion lineal para con el volumen de la NP. Quizas esta pueda ser una linea
interesante de trabajo a futuro, tratando de entender esa dependencia lineal

con el volumen de la NP.
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3.6 Conclusiones parciales

Los sistemas estudiados en este capitulo son sistemas materiales
termodindmicamente inestables, es decir que energéticamente estan
desfavorecidos, siendo mas estable el material masivo. En este sentido el uso
de complejos metélicos catidénicos de Ru(ll) como agente agregante, favorece
procesos de agregacion controlados. Podemos sintetizar, de esta manera,

agregados pequefios (dimeros o trimeros) y estables en el tiempo.

Esto nos permite obtener soluciones coloidales de nanoagregados para su
posterior estudio o utilizacion en técnicas de microscopia como la “Microscopia
optoacustica” donde los nanoagregados podrian tener propiedades muy

intersantes.

Las diversas técnicas utilizadas en este capitulo ponen de manifiesto que el
tipo de interaccion entre las NPs y los complejos de Ru(ll) es de naturaleza
electrostatica. Por otra parte, se observa un tipo de quenching estético, y no
dinamico. Son los complejos los que se adsorben sobre la superficie de la NP,

lo que permite explicar la estrecha relacion entre el tamafio de la NP y la K.
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Caracterizacion espectroscopica de

la asociacion entre Cr(phen);* y

Transferrina

Capitulo 4
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4.1 Resumen

En este capitulo se presenta un estudio de la asociacién del Cr(phen)s** con
la Transferrina. Se determinaron los parametros termodinamicos y se
caracterizo el tipo de interaccion presente. A su vez se analizaron los tipos de

residuo presentes en el sitio de asociacion.

Se realizaron estudios a distintos pHs, y se analizaron de manera
comparativa las constantes de asociacion a la Apotransferrina y a la
Holotransferrina. Por ultimo se estudiaron los cambios conformacionales en la
proteina en presencia del complejo, analizando la estructura secundaria y

terciaria de la misma.
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4.2 Introduccioén

4.2.1 Metabolismo del Hierro

La Transferrina es una proteina plasméatica, también llamada siderofilina,
gue transporta de manera especifica el hierro al interior celular. El hierro es un
elemento esencial para la vida de todos los organismos vivientes ya que esta
asociado a numerosas reacciones vitales: estd vinculado a reacciones que
controlan el flujo de electrones, la sintesis de ADN Yy el transporte de oxigeno
molecular a los tejidos, entre otros. Por tal motivo la homeostasis del hierro es
un proceso altamente controlado y complejo, y su desbalance puede ser
altamente nocivo.*

El hierro que proviene de la dieta es absorbido como catién ferroso (Fe*) y
cation férrico (Fe**). Dicho proceso se da en su mayoria en el duodeno, a
través de diferentes caminos sobre la superficie apical de los enterocitos®. El
cation ferroso ingresa a través de un transportador de metales divalentes
(conocido como DMT1, por Divalent Metal Transporter 1), mientras que el
cation férrico posee un mecanismo mas complejo que involucra su reduccion a
Fe?*.? Dicha reduccién y transporte se da a través de un complejo proteico
citoplasmatico que involucra proteinas como Bs-integrina, mobilferrina, flavin
monooxigenasa y B.-microglobulina.®> Por dltimo el hierro también puede

provenir de residuos de digestion proteolitica de hemoproteinas.*®

@ Células epiteliales encargadas de absorber moléculas procedentes de la alimentacion y
transportarlas al interior del organismo. Estas células poseen dos superficies caracteristicas:
apical (donde se da la absorcidn) y basolateral (donde se da la liberacién al torrente
sanguineo).
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Una vez dentro de los enterocitos, los cationes ferrosos son dispuestos para
su almacenamiento o su transporte. El almacenamiento se da a través de una
proteina llamada ferritina, la cual tiene la capacidad de almacenar hasta 4500
atomos de Hierro por proteina.®,’

El transporte del catién se da a través de la Transferrina, la cual recibe los
cationes férricos luego de que son liberados del enterocito a través de la
ferroportina y oxidados por la proteina de membrana conocida como hefaestina
o ceruloplasmina plasmatica. Debido a que no existe una via fisiolégica para la
excrecion del hierro, su absorcion a nivel duodenal estd cuidadosamente
regulada para mantener un equilibrio entre la incorporacién y la pérdida
corporal. En este sentido cabe destacar que, aparentemente, segin McVey
Ward, la ferroportina es la proteina clave en la regulacion de la absorcion de
este metal®. Una vez los cationes férricos se encuentran fuera del enterocito, la

Transferrina se encarga de transportarlos al interior celular.

4.2.2 Transferrina: Apotransferrina y Holotransferrina

La Transferrina tiene un peso molecular cercano a 80kDa, esta constituida
por una unica cadena polipeptidica, y se puede encontrar, no solamente en
plasma sanguineo, sino también en otros fluidos como liquido cefalorraquideo,
leche, y semen. Su ligando natural es el catién férrico, el cual se une con alta

afinidad a la Apotransferrina con una constante del orden de 10%° M™.%%° Sin
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embargo, también tiene la capacidad de unirse, con menor afinidad, a una
variedad de iones multivalentes. %!

Posee 679 aminoacidos divididos en dos Il6bulos, I6bulo-N (336
aminoécidos) y el I6bulo-C (343 aminoacidos). Cada Iébulo posee un sitio de
unién al hierro, con propiedades quimicas, cinéticas, espectroscépicas y
termodinamicas diferentes entre si, siendo el sitio ubicado en la region C-
terminal el méas afin por el cation férrico (Figura 4.1).*2

Cuando la Transferrina no posee atomos de Hierro ligados, la proteina se
denomina Apotransferrina (ApoTrf), mientras que cuando la proteina ya ha
incorporado dos atomos de hierro (lll), se denomina Holotransferrina (HoloTrf).
Cada l6bulo de la Transferrina se divide en dos dominios que forman una
“hendidura” entre si, donde se ubica el sitio de unién al Fe**. Cuando el hierro
se une, los dominios rotan alrededor de 60°, produciendo un cierre de la
‘hendidura”. Esto genera un cambio estructural muy marcado, que es de
especial importancia, para que el Receptor de membrana de la Transferrina
(Rtrf) identifique asi a la proteina cargada de hierro.*®

En ambos sitios de unién los Fe** se encuentran hexacoordinados, siendo
uno de los ligandos necesarios un anién carbonato. El mismo juega un papel
importante ya que facilita de manera sinérgica la unién del hierro a la
Transferrina. La funcién del anion es la de actuar como un ligando reforzador
de la union entre la proteina y el metal. A su vez, también cumple un rol

esencial en la liberacién del hierro al interior celular,'%*1°
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4.2.3 Metabolismo de la Transferrina

El ingreso de la Transferrina al interior celular es un proceso complejo,
mediado por un receptor de membrana especifico para esta proteina, RTr.
Dicho receptor es una glicoproteina homodimeérica, de aproximadamente unos
190kDa que tiene la capacidad de unir a si misma dos Transferrinas vy, asi,
incorporar cuatro cationes férricos.*®

El hierro ingresa al interior celular, a través de un proceso de endocitosis
mediado por RTrf. EIl primer paso es la asociacién de la Holotransferrina al
receptor de la membrana. A pH 7,40, el receptor posee muy baja afinidad por
la Apotransferrina, intermedia para la Transferrina monoférrica y cuatro veces
maés alta para la Transferrina diférrica.’

Los RTrf se encuentran concentrados en invaginaciones de la membrana
revestidas internamente por la proteina clatrina; luego de que se forma el
sistema Holotransferrina-RTrf, se completa la invaginacion dando origen a la
formacion de vesiculas que son transportadas al interior celular con la
holotransferrina asociada al RTrf en su interior.*® (Figura 4.2)

Una vez que la clatrina es removida, la vesicula resultante se fusiona con un
endosoma®®. La accién de una bomba de protones en el endosoma, genera
una disminucion del pH hasta alrededor 5,5 puntos. A este pH, el cation férrico
es liberado de la Transferrina. Posteriormente, este cation es reducido a cation
ferroso por una ferri-reductasa endosomal, para luego ser transportada al
citoplasma por el Transportador de cationes divalentes DMT1 (Divalent Metal

Transporter 1).192°
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El nuevo complejo Apotransferrina-Rtrf, despojado de las moléculas de Fe*?,
es transportado en forma intacta hacia la membrana plasmética, donde se
disocia lo que permite a la Apotransferrina, comenzar otro ciclo de transporte e

internalizacion.*

pH 7,4

ﬁ @ . M-:vt' fefring

UTILIZACION

(Hema)
DEFOSITO
(Ferritina)

REGULACION
(IRP)

B Antegring

Figura 4.2 Esquema del ingreso de hierro al interior celular
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4.2.4 Uso de la Transferrina en la Terapia Fotodinamica

Todas las células poseen en su membrana RTrf, pero éstas se encuentran
sobre-expresadas en células hepaticas, placentarias y de progenitores
eritroideos.?>  El nimero de receptores es aproximadamente constante en
células en reposo, pero aumenta marcadamente durante la proliferacién
celular.

Las células tumorales poseen una alta demanda de Hierro debido a su
crecimiento anormal. Por este motivo muchas células tumorales poseen una
sobre-expresion del Receptor de Transferrina. En este sentido, en los ultimos
afios se ha estudiado con profundidad la interaccion de la Transferrina con
drogas anticancerigenas bajo la premisa de utilizar a la Transferrina como un
agente transportador (carrier) especifico a células tumorales.??23:242%.26

Para poder utilizar a la Trf como una proteina transportadora, la droga
antitumoral debe cumplir ciertos requisitos:

e Asociarse a la proteina con cierta afinidad

e No debe modificar la estructura de la Trf, para que esta pueda ser

reconocida por el RTrf.

e Ingresary liberarse en el interior celular.
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4.3 Motivacion y objetivos

Estudios previos han demostrado que el Cr(phen)s** tiene la capacidad de
asociarse de manera espontanea a la ApoTrf con constantes de afinidad del
orden de 10° M™.?" En el presente Capitulo se reportan los experimentos y
resultados realizados para caracterizar la asociacién entre el Cr(phen)s>* vy la
holotransferrina. La importancia de estudiar este proceso de asociacién radica
en que es la holotransferrina la que ingresa al interior celular, y no la

apotransferrina.

En el presente capitulo se realiza un andlisis comparativo entre las
constantes de asociacion de la HoloTrf y la ApoTrf?’, se estudia el proceso de
asociacion a distintos pHs y se evalla la estructura de la proteina en presencia

de nuestro complejo.
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4.4 Materiales y Métodos

4.4.1 Materiales

Se trabajo con el complejo metélico Cr(phen)s(ClO,)s, el cual fue sintetizado
con anterioridad, segun procedimientos reportados en bibliografia, en nuestro
grupo de trabajo en el Departamento de Fisicoquimica. Estas proteinas
estudiadas fueron la Transferrina (Tf) en sus dos estados: Apotransferrina
(ApoTf) y Holotransferrina (HoloTf). Las soluciones de complejo y proteina
fueron preparadas en buffer fosfato (0,004+0,001 M de NayHPO,, vy
0,001+0,001 M de NaCl) usando agua MQ, a tres pH diferentes: 5,40+0,01;

6,40+0,01; y 7,40+0,01. Para llegar al pH de trabajo se utilizé HCl o NaOH.

Las concentraciones de las soluciones fueron determinadas por
espectroscopia UV-visible (UV-Vis)®, usando sus respectivos coeficientes de
extincion molar. Los coeficientes de extincion molar utilizados en el presente
capitulo fueron para la ApoTrf, €230 = 74.400 Miem™: para la HoloTrf, €50 =

93.000 M*cm™ y para el Cr(phen)s*", €354 = 4.200 M* cm™

4.4.2 Estudios de asociacion

Midiendo las constantes de asociacion del complejo de Cr(lll) con la

Transferrina se determinaron los cambios de la intensidad de fluorescencia de

® Detalles de la técnica han sido desarrollados en el capitulo 2 “Materiales y métodos

experimentales”.
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la proteina en presencia de distintas concentraciones de complejo metalico.
Las intensidades de fluorescencia fueron corregidas por filtro interno.®
Inicialmente se registré la emision de la proteina con una concentracién de
1.5x10° M y, posteriormente, se tomaron los espectros de la misma solucion
en presencia de diferentes concentraciones de complejo (desde 0 M hasta
1x10™M aproximadamente). Este ensayo se realizé tanto para la ApoTf como
para la HoloTf a tres diferentes pHs: desde el pH endosomal (5,40) hasta pH

fisioldgico (7,40) pasando por un pH intermedio (6,40).

El proceso de asociacion que se busca estudiar se encuentra representado

en el siguiente esquema (Ec. 4.1):

HoloTrf + Cr(phen);" < HoloTrf-Cr(phen)3* (Ec. 4.1)

Las constantes de asociacion se determinaron a partir del analisis de los
cambios en la intensidad maxima de los espectros de emision a A = 327 nm
con el incremento de la concentracién de complejo metalico usando la ecuacién

desarrollada por Bhattacharyya,?® (Ec.4.2),

1 1 N 1
AF  AF_  AF_ K.[Q]

(Ec.4.2)

donde AF = Fy-Fo y AFnax = F«-Fo, siendo Fo, Fy y F. las intensidades de

fluorescencia de la proteina en ausencia, en presencia de una concentracion

¢ Detalles sobre la correccion por filtro interno han sido desarrollados en el capitulo 2

“Materiales y métodos experimentales”.
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intermedia y a una concentracion de saturacion de complejo metélico,
respectivamente, Ky, es la constante de asociacion y [Q] es la concentracion de

complejo metalico.

4.4.3 Modelo de asociacion

Los parametros termodinamicos del proceso de asociacion HoloTrf-
Cr(phen)s**, se obtuvieron mediante la ecuacién de Van't Hoff, (Ec.4.3) una vez
habiendo determinado las Ky a diferentes temperaturas. Para hacer uso de
esta ecuacion supusimos que el cambio de entalpia (AH) se mantenia
constante en el rango de temperatura de trabajo. La siguiente es la expresion

de Van't Hoff:

AH 8

InK, =———+ , Ec.4.3
" RT R ( )

donde T representa la temperatura en K y R la constante de los gases ideales.
Los valores de AH y AS se calcularon a partir de la pendiente y la ordenada al
origen de la gréfica de la ecuacion de Van't Hoff, mientras que los valores de
cambio de energia libre de Gibbs (AG) se determinaron a cada temperatura

usando la ecuacion 4.3.

AG = —AH +TAS (Ec.4.3)
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4.4.4 Transferencia de energia

Para obtener los espectros de emision, para el donor, y de absorcion, para
el aceptor, es necesario tener en cuenta que la concentracion de ambas
especies deben ser equimolar, sumado a que las condiciones de medidas

deben ser lo mas semejante como sea posible.

Se determinaron los parametros E, J, Ro Yy r y se analizaron de manera

comparativa a distintos pHs.

4.45. Estudios de Dicroismo Circular

Se registraron los espectros de dicroismo circular de la proteina en dos
regiones determinadas, tanto en la regién del UV-lejano, con longitudes de
onda entre 200-250 nm, como en la zona del UV-cercano y visible, entre 250-
500 nm con el objetivo de revelar posibles cambios estructurales. La primera
zona evaluada nos permite conocer cambios en la estructura secundaria de la
proteina, mientras que la zona de longitud de onda mayor nos da herramientas

para analizar la estructura terciaria de la proteina.

Los espectros de dicroismo circular varian su intensidad segun la
concentracion y absorbancia de la muestra, por tal motivo las concentraciones
para las dos regiones de trabajo fueron diferentes. Para estudiar la estructura

secundaria se fij6 una concentracién de proteina a 1,5 x10®° M, mientras que
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para estudiar la estructura terciaria la concentracion fue de 1,0 x10* M. Todos
los ensayos se realizaron usando soluciones buffer frescas vy filtradas con filtros

de 0,22um.

Los experimentos se realizaron en un espectropolarimetro Jasco J-810 bajo
un constante purgado de N,%. Se trabajé a temperatura ambiente, usando
celdas de 0,2 cm de paso 6ptico para las medidas de estructura secundaria y
celdas de 1,0cm de paso 6ptico para las medidas de estructura terciaria. Los
datos se promediaron 5 veces, a una velocidad de barrido de 100 nm/min, con
un ancho de banda de 1 nm y una resolucion de 0,2 nm. Los datos se

expresaron en términos de elipticidad media residual ([4]).

9 Detalles sobre la técnica han sido desarrollados en el capitulo 2 “Materiales y Métodos

experimentales”
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4.5 Resultados y discusion

4.5.1. Quenching del estado excitado de la proteina.

Entre los biopolimeros, las proteinas son las Unicas que poseen una
fluorescencia intrinseca util.  Los lipidos, membranas y sacaridos son
esencialmente no fluorescentes, mientras que el ADN a pesar de fluorecer,
tiene una intensidad de emisién que hace que sea de poca utilidad.”’ La
proteina posee tres aminoacidos que son responsables de la fluorescencia
(fluroforos): triptofano, tirosina y fenilalanina. Dos circunstancias permiten que
la espectroscopia de fluorescencia sea una técnica relativamente sencilla y (til:
la primera es que solo estos 3 residuos (de los 20 que pueden conformar una
proteina) tienen la capacidad de emitir. Si los 20 aminoacidos fueran
fluorescentes el analisis de la emision de una proteina seria sumamente
complicado. En segundo lugar, estos tres residuos fluorescentes son poco
comunes de encontrar en las proteinas, por ejemplo el Triptéfano (que es el
fluoréforo dominante de la emisiébn de una proteina) se encuentra en una

relacion de 1mol%.%°

La emision de una proteina esta dominada por el triptéfano, que absorbe a
longitudes de onda mas largas y posee el coeficiente de extincion mas grande
(Figura 4.3). La energia absorbida por la tirosina y la fenilalanina es

generalmente transferida a los residuos triptéfanos de la misma proteina.*
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Figura 4.3 Espectros de absorcion y emisiéon de la fenilalanina, tirosina y triptéfano.
Adaptacion de la referencia 29

De la figura 4.3 podemos ver que usando una longitud de onda de
excitacion de 280nm, la fenilalanina no se excita, mientras que si lo hace la
tirosina y el triptéfano. De todos modos, el rendimiento cuéntico de
fluorescencia de la fenilalanina es de 0,03, por lo que la emision de este
aminoacido es pocas veces observado.?® Sin embargo si usamos una longitud

de onda de excitacion mayor o igual que 295nm, no solo se observara que el
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residuo fenilalanina no se excitara sino que la emision se debera solamente a
la absorcién de los residuos triptéfanos. De este modo, podemos excitar

selectivamente los residuos triptéfanos de una proteina.

Una caracteristica importante de la fluorescencia de las proteinas es que la
emision del triptofano es muy sensible a cambios en el microambiente que lo
rodea. Los cambios en la emisién de éste residuo pueden deberse a varios

fendmenos:

e Cambios conformacionales

e Asociacion con una subunidad
e Asociacion a un sustrato

e Desnaturalizacion

e Cambio de polaridad en el microambiente

La espectroscopia de fluorescencia permite analizar estos fendbmenos, y asi
convertirse en una poderosa herramienta en el estudio de la biofisica de

proteinas.

En la figura 4.4, se muestra el espectro de emision de la HoloTrf excitada a
280nm, en ella podemos observar como la emision de la proteina corresponde
a la de los residuos triptéfanos. Sucesivos agregados de Cr(phen)s** a una
dada concentracién fija de proteina (1,5x10° M) genera variaciones en la
intensidad de emision. Esta desactivacion de la intensidad de emision
(quenching) implica que el ambiente quimico en las vecindades inmediatas de

alguno (o algunos) de los triptéfanos esta siendo perturbado por la presencia
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del complejo metdlico. Estos fuertes cambios en la intensidad corresponden a

una interaccion que refleja una asociacién del complejo con la proteina.

3
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2,5 1
2,0 1

1,54/,

1,0

0,5

0!0 | M | M | v | M | M | v | M i —
300 320 340 360 380 400 420 440
Longitud de onda (nm)

Figura 4.4 Espectro de emision de la Holotransferrina en ausencia y presencia de Cr(phen)33+.
La concentracion de la proteina fue de 1,5x10° M y las concentraciénes de complejo fueron (0;
0,14; 0,29, 0,44; 0,59; 0,87; 1,1; 1,6; 2,5; 3,4; 4,6; 5,8; 7,1 y 8,4) x10°® M, desde el espectro
negro al espectro azul respectivamente. Temperatura= 298K; pH = 7,4; Aexe. = 280NM; A=
327nm. Las slits de emision y excitacion se mantuvieron fijas a 5nm. Las flechas indican la
disminucién o el aumento de la emisién a medida aumenta la concentracion de quencher.

A pesar de que se observa un notable quenching para nuestro sistema, no
se observan corrimientos hipsocrémicos o batocromicos. Esto indica que la
polaridad del medio en el microambiente en el que se encuentran los residuos
triptéfanos, no se ve afectada, o por lo menos no de manera notable. Cabe
destacar que este analisis es valido s6lo para los residuos triptéfano, ya que la
emision de los residuos tirosina no es sensible a los cambios en la polaridad

del microambiente que los circunda. Esto ocurre porque a la longitud de onda
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de absorcion de trabajo de la tirosina se representa una Unica transicion
electrénica al primer estado singlete, mientras que para el triptéfano, la longitud
de onda de absorcion (entre 240nm y 300nm) corresponde a una superposicion
de dos transiciones. Estas dos transiciones poseen energia similar, y
dependiendo del ambiente en el que el triptéfano se encuentre, puede uno u
otro estado tener menor energia. La regla de Kasha postula que la emisién
radiativa debe darse del estado excitado con menor energia, por lo que la
emision del tript6fano depende de que estado tenga mayor o0 menor energia.
Como cada estado posee un momento dipolar diferente, la emision se vera

modificada en funcién de los cambios en la polaridad del solvente.
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Figura 4.5 Espectro de emision de la Holotransferrina en ausencia y presencia de Cr(phen)33+.
La concentracion de la proteina fue de 1,5x10°® My las concentraciénes de complejo fueron (O;
0,14; 0,29, 0,44; 0,59; 0,87;1,1; 1,6; 2,5; 3,4, 4,6; 5,8; 7,1; 8,4 y 9,7) x10° M, desde el espectro
negro al espectro azul respectivamente. Temperatura= 298K; pH = 7,4; Lexe. = 295nm; A=
327nm. Las slits de emisidn y excitacion se mantuvieron fijas a 5nm. Las flechas indican la
disminucion o el aumento de la emision a medida aumenta la concentracion de quencher.
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La Figura 4.5 muestra el quenching de la proteina cuando esta es excitada a
295nm. En ambos casos, tanto a Aexc= 280NnM COMO a Aexc= 295nm, se
observa, a concentraciones grandes de complejo, la deformacion del espectro
de emision debido a los ligandos fenantrolinas libres provenientes de la
fotoacuacion del complejo al ser irradiado.>**!** A pesar de esta situacion, el
aporte a la emision por parte de estos ligandos es despreciable a la longitud de

onda maxima de emision de trabajo.

Para ambos sistemas estudiados (excitando a 280nm y 295nm) se observa
la formacion de un pico alrededor de los 370nm. Este pico puede corresponder
tanto a la emision del complejo como a la emision de la molécula de
fenantrolina libre que se forma como parte de los procesos de fotoacuacion.
Se tomaron los recaudos para que dichos procesos no afecten la medicion del
proceso de asociacion. Para evitar que la absorcién del quencher afecte la

medicion se llevaron a cabo correcciones de filtro interno.®

Como ya mencionamos anteriormente, cuando excitamos a 280nm la
fluorescencia de la proteina proviene tanto de los residuos triptofanos como de
los residuos tirosinas (por transferencia energética), mientras que Si la Aexc.=
295nm solo los residuos triptéfano seran excitados. Con el propésito de
determinar si ambos fluor6foros (triptéfano y tirosina) estan involucrados en el
proceso de asociaciéon, se compararon las fluorescencias normalizadas de la

HoloTrf excitada a 280nm y 295nm. Para realizar este andlisis se grafico la

¢ Para mayor informacion sobre las correcciones de filtro interno, revisar el subcapitulo 2.3.3.1
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intensidad relativa de fluorescencia en funcion de la relacibn de complejo y

proteina (r), tal como se observa en la figura 4.6.
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Figura 4.6 Grafico de intensidad de fluorescencia relativa de albumina sérica (F/Fg)
vs[Cr(phen)f*]/[HoIotransferrina] excitando a 280nmy 295nm. Temperatura=298K; pH=7,40.

La figura muestra que existe una diferencia en el quenching cuando
excitamos a 280nm y a 295nm. Esta diferencia se atribuye a que existen
residuos tirosina que se encuentran proximos al sitio de unién del complejo, y
se desactivan en presencia de éste, generando que el quenching sea mas
eficiente a 280nm. A modo comparativo a una relacion molar de r = 3,7 la
fluorescencia se desactiva un 64% cuando se excita a 280nm, mientras que
cuando excitamos el residuo triptéfano de manera selectiva (295nm) la
fluorescencia decae solo un 51%. Esta diferencia pone de manifiesto que

ambos residuos debieran estar en cercanias al sitio de union.
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Un mecanismo probable de quenching para nuestro sistema HoloTrf-
Cr(phen)s>* se evidencia de la gréafica de Stern Volmer, donde podemos
observar una curva con desviacion positiva. Esto sugiere que ambos
mecanismos de quenching (dinamico y estético) se encuentran presentes ya
sea excitando a 280nm, como a 295nm. (Figura 4.7) Este comportamiento ya

ha sido observado en el sistema Cr(phen)s* - Apotransferrina.?’
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Figura 4.7 Grafico de Stern Volmer. Temperatura=298K; pH=7,40.

Los modelos matematicos para determinar las Ks, en sistemas de quenching
simultaneo no son sencillos de aplicar en sistemas donde el quenching es tan
complejo.?® Por otro lado no ha sido posible determinar en el trabajo de esta

tesis el quenching dindmico, pese a sucesivos intentos realizados. Sin
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embargo para sistemas similares se ha demostrado que la contribucion del

quenching dindmico es mucho menor que la del quenching estéatico.*

4.5.2 Asociacion entre Cr(phen)s®* y Transferrina. Efecto del

pH.

Para caracterizar la interaccion entre el complejo y la Transferrina se
determinaron las constantes de asociacion a distintos pHs y temperaturas, a
partir de medidas de quenching de la emision de la proteina. La determinacién

de las constantes se hizo a través de la ecuacion de Bhattacharya (ec. 4.1).

Tabla 4.1 Constantes de asociacion obtenidas para la interaccion del [Cr(phen)s]** con la

Apotransferrina y la Holotransferrina a distintos pHSs.

ApoTrf-[Cr(phen)s]

pH Kyxo°MY) Ky (x0°MY)
740£001  15+0,2 0,9997 1,5+0,3 0,9995
6,40£001  1,0+0,2 0,9997 1,1+0,2 0,9995
540£0,01  0,7+0,1 0,9995 0,43 + 0,07 0,9997

El valor de r® corresponde al coeficiente de regresion lineal.

La Tabla 4.1, muestra las constantes de asociacién obtenidas para la
Transferrina en sus dos estados (Apotransferrina y Holotransferrina) y el
complejo de cromo de trabajo, a distintos pHs. Se puede observar que la
constante de asociacion disminuye al disminuir el pH desde pH 7,40 a 5,40.

Esto se observa para ambos estados de la proteina. (Figura 4.8)
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Los valores del coeficiente de regresion lineal para todos los casos
estudiados muestran un perfecto comportamiento lineal, lo que se correlaciona
con un modelo de interaccidn “uno a uno” entre ambas partes, proteina y

complejo metalico.

2,0x10° -
=fi—= Apotransferrina
=é= Holotransferrina
1,5x10°
0
X 1,0x10°
1
4
5,0x10 é
0’0 8 T e T e T e T 8 T 8 1
5,2 56 6,0 64 6,8 7,2 7,6

pH

Figura 4.8 Grafico de las constantes de asociacién vs. pH para el sistema Cr(phen);>*-HoloTrf

Temperatura=298K.

Cambios en el pH pueden protonar o desprotonar los grupos funcionales de
algunos residuos de la proteina (al igual que alguna de sus terminales:
carboxilica 0 amino), modificando asi sus propiedades quimicas. A un pH bajo
se puede protonar un residuo acido generando una mayor repulsién con el
complejo de Cr(lll) haciendo mas dificil su asociacion con la proteina.
Analizando el pKa de los aminoacidos (en su estado libre), observamos que la
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histidina posee un grupo imidazol con pKa igual a 6,04. Este pKa se encuentra
en el rango de pH de trabajo, indicando que podria estar protonandose. Este
analisis indicaria que en las cercanias al sitio de asociacién del complejo,

debiera haber por lo menos una histidina.

Los valores de Ky para ambos sistemas estudiados son similares a un dado
pH, lo que podria estar indicando que el proceso de asociacion estaria
ocurriendo en un sitio diferente al de los cationes de Fe(lll) de la proteina. Del
mismo modo, podriamos inferir que el sitio de asociacion del complejo, es el
mismo tanto para la ApoTrf como para la HoloTrf. Si el complejo interaccionara
con la ApoTrf en el sitio de asociacion del hierro, la constante para este sistema
debiera ser muy diferente comparado con el sistema HoloTrf-Cr(phen)s**, ya
que la presencia de los cationes Fe®" generaria una repulsién electrostatica

considerable con el complejo.

La Tabla 4.2 muestra las constantes de asociacion obtenidas para el
Cr(phen)s>* con la HoloTrf a diferentes temperaturas. Se puede observar que
las Ky aumentan al aumentar la temperatura, resultando en un aumento en la
estabilidad del complejo proteina-[Cr(phen)s]**. Los valores de K, se utilizaron

para determinar los parametros termodinamicos.

Todos los valores de constante de asociacion se encuentran del orden de
10° M*; valores que son mayores que los encontrados para los complejos de
Rutenio, que se encuentran en el orden de 10° M™ - 10* M™. 3343 Ep este

sentido y analizando bibliografia, se refleja la alta afinidad del [Cr(phen)s]** por
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la Transferrina. Esta afinidad también se observa en el estudio de este mismo

complejo con las albliminas séricas bovina y humana.>®

4.5.3 Parametros termodinamicos y naturaleza de las fuerzas

de interaccion

El motivo de determinar y analizar los parametros termodindmicos yace en
la necesidad de caracterizar el tipo de proceso de asociacion que se esta

dando entre la proteina con el Cr(phen)s**.

12,9«

12,6«
\¢° 12,31 -
: L
=1 12,0-

11,7 <

11,4 <

v b v hd ] v 1 ) v ) ]
3,28 3,30 3,32 3,34 3,36
A
1000/T K

Figura 4.9 Gréfico de Van't Hoff (Ln K, vs. 1/T) para el sistema Cr(phen)33+-HoIoTrf. pH=7,40.

Generalmente, las fuerzas moleculares que contribuyen a las interacciones

entre una macromolécula (proteina) y una molécula pequefia incluyen,

144



primordialmente, a los puentes hidrégeno, las fuerzas de Van Der Waals, las

interacciones electrostaticas y las interacciones hidrofébicas.’

El cambio de entropia (AS) y el cambio de entalpia (AH) de la reaccion de
asociacion son importantes para caracterizar la interaccion presente en la
asociacion del complejo con la proteina. Por este motivo estudiamos la
variacion de la K, en funcion de la temperatura. Si asumimos que el valor de
AH no varia significativamente dentro del rango de temperaturas estudiadas,
este valor, como el de AS pueden ser facilmente calculados mediante la
ecuacion de Vant’s Hoff (Ecuacion 4.2). Las temperaturas de trabajo fueron
298 K, 302 K y 305 K y los cambios de entalpia y entropia (AH y AS) se
calcularon a partir de la pendiente y de la ordenada al origen de la ecuacion.

Por otro lado, el cambio de energia libre de Gibbs (AG) se estimé a partir de la

ecuacion 4.3.
INMOVILIZACION INTERACCION
PARCIAL ELECTROTATICA
AG=0; AS<0 AG<0; AH~0
AS>0
— _—>
S o
AG<0; AH>0 AG<0; AH<0
48>0 AS<0
(proteina) (ligando) (proteina-ligando) (proteina-ligando)
A INDIVIDUALMENTE B HIDROFOBICAMENTE C COMPLEJO DE
HIDRATADAS ASOCIADAS INTERACCION

Figura 4.10. Representacion del proceso de asociacion proteina-ligando. Modelo
termodinamico hipotético. Adaptado de la referencia 38

En la tabla 4.3 se muestran los valores de AG, AH y AS obtenidos para la

asociacion del complejo con la Holotransferrina.
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Segln Ross y Subramanian®, el signo y magnitud de los paradmetros
termodindmicos estan asociados con un tipo particular de interaccion entre un

ligando determinado y una proteina.

En la Tabla 4.3 se observan los valores (signo y magnitud) de AH y AS, y el

tipo de interaccion asociado a esos parametros termodinamicos.

Tabla 4.2 Constantes de asociacion para el sistema HoIoTrf—Cr(phen)33+ a pH=7,40

HoloTrf-[Cr(phen)s]®"

Kb
T (K) r?
(x10°M™)
298 1.0+0.1 0.999
302 2.4+0.3 0.997
305 3.5+0.8 0.992

El valor de r? corresponde al coeficiente de regresion lineal.

Ross y Subramanian proponen un modelo para interpretar la asociacion
entre una molécula pequefia y una proteina. Para entender este modelo
debemos de suponer tres estados termodinamicos hipotéticos (A, By C en el
esquema de la Figura 4.10). Inicialmente nos encontramos en el estado A,
luego pasamos a un estado B (transicion A-B), para luego finalizar en un

estado C (transicion B-C).

El estado A representa a las especies hidratadas aisladas una de otra,
mientras que en el estado B ya existe una interaccion parcial entre ambas
especies. Esta interaccion es una penetracion mutua de sus capas de
hidratacion para formar un estado de “especies asociadas hidrofobicamente”.

Esta asociacion se debe a la capacidad que posee el agua para formar
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estructuras mas ordenadas en el microambiente préximo a cadenas

hidrocarbonadas no polares.*®

Este modelo propone que los residuos hidrofébicos que se encontraban
inicialmente accesibles al solvente en el estado aislado (estado A) se “ocupan”
durante la transicion A-B, generando asi un desplazamiento de las moléculas
de agua de ese microambiente. Por consiguiente, ahora las moléculas de agua
adquieren un estado mas “desordenado”. A este proceso le corresponden

valores de AH y AS positivos y AG negativo. (Tabla 4.3)

En una segunda etapa, la especie hidrofébicamente asociada (estado B)
participa en una serie de interacciones intermoleculares que involucran casi de
manera exclusiva a la proteina y al ligando en cuestion, practicamente sin
considerar a las moléculas del solvente. Estas interacciones intermoleculares,
propias de la transicion B-C, incluyen interacciones electrostaticas, puentes
hidrégenos, y de Van der Waals (dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido, y el
efecto de dispersion de London). EIl signo y la magnitud de los parametros

termodindmicos para este tipo de interacciones se detalla en la Tabla 4.4.

Tabla 4.3 Parametros termodinamicos para el sistema HoIoTrf-[Cr(phen)3]3+.

HoloTf-[Cr(phen)s]®*

AG (kI mol™)  4H (kJ mol™) A4S (3 mol*K™)

298 -30+7
302 -32+8 140 £ 2 570+ 6
305 -34+8

El valor de regresion lineal fue de r? = 0.99124.
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Interacciones de Van der Waals, y puentes hidrogeno poseen, para la
asociacion de un ligando a proteina, valores de AH y AS negativos. Este tipo
de interacciones son las interacciones mas comunes entre un ligando y una
proteina. Por otro lado, las interacciones de tipo electrostética se caracterizan
por presentar valores de AH pequefio, ya sean positivos 0 negativos, y AS
positivos. Los valores de AG negativos para nuestro sistema muestran que la
presencia del complejo interacciona con la proteina estabilizando el sistema, y

dicha estabilizacién energética posee una fuerte contribucion entropica.

Procesos

Asociacion hidrofébica

Van der Waals Neg Neg

Formacién de puente de
hidrégeno, Neg Neg

(medio de bajo dieléctrico)

Electrostéticas Levemente
Pos

(neutralizacion de cargas) Pos o Neg
Protonacién Neg Neg

Tabla 4.4 Signos de los parametros termodinamicos para los diferentes tipos de interacciones

intermoleculares. Adaptado de referencia 38. (Pos=positivo y Neg=negativo)

En nuestro caso de estudio, los valores de los parametros termodinamicos
encontrados para la asociacién entre el Cr(phen)s** y la Holotransferrina
mostrarian que el tipo de interaccion predominante es de tipo hidrofébica. Esto
resulta logico si tenemos en cuenta que los ligandos fenantrolinicos del

complejo son de naturaleza hidrofébica. Sin embargo tampoco podemos
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descartar la presencia de interacciones de naturaleza electrostatica en nuestro

sistema, dado que el complejo posee una carga considerable.

4.5.4 Transferencia energética de

Cr(phen)s>*
r(phen)s
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Figura 4.11. Solapamiento del Espectro de
emision de la HoloTrf y el espectro de
absorcion del complejo a tres pHs diferentes:
A: 540 B: 6,40 y C: 7,40. [Cr(phen);>'] =
1,50x10° M.  [HoloTr] 1,50x10° M.
Temperatura = 298K.

la Holotransferrina al

El estudio de la transferencia
energética, en la bioquimica, tiene un
especial interés porque es la base del
disefio de reglas moleculares (“rulers’).
Las reglas moleculares son técnicas que
determinan la distancia entre un fluor6foro
y un aceptor de la energia, permitiendo
medir  distancias sistemas

asi en

complejos.

En la figura 4.11 podemos apreciar el

solapamiento entre el espectro de
absorcion del complejo metalico (aceptor)
y el espectro de emision de fluorescencia
de la Holotransferrina (donor) a los tres
pHs de trabajo, excitando a 280 nm.
Como podemos observar, no existe una

diferencia significativa en las graficas.
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Los valores de eficiencia de transferencia de energia (E) se obtuvieron
usando la ecuacion 2.6 empleando concentraciones equimolares de aceptor y
donor ([aceptor]=[donor]=[1,5x10°M]). Los valores de J, Ry, E y r, se
obtuvieron usando las ecuaciones respectivas haciendo uso del programa
Microsoft Office Excel 2007 y usando los siguientes parametros > =2/3, n =

1,33y ¢ =0,13.2%°

En la Tabla 4.5 se pueden observar los valores de J, R, E y r para los tres
sistemas estudiados. Estos valores indican que no existe una diferencia
sustancial en la distancia promedio (r) del aceptor de la energia a los
fluoroforos, por lo que podriamos inferir que el sitio de asociacion no varia al
variar el pH.

Tabla 4.5 Parametros de la teoria de transferencia energética no radiativa de Forster’s para el

sistema hoIon-[Cr(phen)3]3+ a diferentes pHs.

~ pH=6.40+0.0

Parametros pH=7.40£0.01 pH=5.40+0.01

s 8.93 x10‘I_15 cm®l  8.94 x10"* cm” | 9.28 x10"” cm” |
mol mol mol

E 0.227 0.235 0.216

r 3.01 nm 2.99 nm 3.06 nm

Ro 2.45 nm 2.45 nm 2.47 nm

Estas distancias promedio entre el donor y el aceptor se encuentran entre
los 2nm y 8nm, y entre 0.5Re< r <1.5Ry*, lo que indicaria que la transferencia

energética de la proteina a Cr(phen)s*" ocurre con una alta probabilidad.
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4.5.5 Cambios estructurales inducidos por el Cr(phen);*" a la

HoloTransferrina.

Cuando una molécula se une a una proteina, esta puede sufrir un cambio
conformacional, modificando su estructura secundaria y/o terciaria. En el caso
de nuestro sistema de estudio, es conocido que el receptor de membrana de la
Transferrina posee una afinidad mayor por la Holotransferrina que por la
Apotransferrina. Dicha afinidad se debe a un reconocimiento a partir de un
cambio de estructura terciaria que posee la proteina al pasar de su estado a
otro. Dicho cambio conformacional se debe a que la unién de los dos cationes
Fe(lll) en sus respectivos sitios de asociacién genera cambios en el entorno de
cada sitio, que devienen en un giro (60°) de los dos lébulos de la proteina.
Este giro posee la capacidad de romper interacciones y generar nuevas,
modificando el espectro de dicroismo circular luego de los 275nm. (Figura

4.12)

En nuestro sistema de estudio, si el complejo generase cambios
conformacionales en la proteina, esta podria no ser reconocida por el receptor,
generando asi que la utilizacion de la Holotransferrina como carrier sea
improductiva, a los fines buscados en esta tesis. En ese marco nos dispusimos
a estudiar si la presencia del complejo generaba cambios en la estructura, tanto

secundaria como terciaria, de la Transferrina.
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Figura 4.12 Espectros de Dicroismo circular para la ApoTrfy la HoloTrf.

Para el analisis de la estructura secundaria, se estudio la region entre los
200nm y los 250nm del espectro de dicroismo circular de la proteina (a una
concentracién de 1.5 x10° M) en presencia de diferentes concentraciones de
complejo. Este estudio se realiz6 a los tres pHs de trabajo (5,40; 6,40; y 7,40),
para asi poder evaluar el comportamiento conformacional de la proteina tanto a

pH endosomal como a pH extracelular.

Como podemos observar en la Figura 4.13, cuando se afladen distintas
concentraciones de Cr(phen)s** a la solucién de HoloTrf, no se observan
cambios en el espectro de dicroismo circular entre los 200 y los 250nm, lo cual
nos estaria indicando que no existen cambios significativos en la estructura
secundaria en presencia del complejo metalico. El mismo comportamiento se

observo para los tres pHs de trabajo.
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Figura 4.13 Espectros de Dicroismo circular para la HoloTrf a distintas relaciones molares
(r=[Cr(phen)33+]/[HoIoTrﬂ). Temperatura = 298K. Buffer libre de cloruros (0,04M de fosfato y
0,1M de Sulfato)

Para estudiar la estructura terciaria, analizamos el espectro de dicroismo
circular en la region comprendida entre 320-500nm, usando una concentracién

de proteina de 1 x10™ M y diferentes concentraciones de complejo de Cromo.
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Este analisis se llevd a cabo solo para la HoloTransferrina a pH 7,40. Esto se
debid a que este es el estado de la proteina que interacciona, fuera de la pared
celular, con el receptor. Por otro lado, el estudio conformacional de la
Transferrina en su estado carente de cationes férricos, ya se estudi

anteriormente.*?

El espectro de dicroismo circular de la Holotransferrina se caracteriza por
tener dos bandas caracteristicas: un maximo a 334nm y un minimo a 450nm.
Las sefales que se encuentran a longitudes de onda entre 250nm y 300nm
corresponden a sefiales de los residuos aromaticos: fenilalanina (255-270nm),

tirosina (280nm) y triptéfano (290nm). (Figura 4.14)

Holotransferrina 1x10™*M

15 4 HoIotransferrinal[Cr(phen)‘,’]3+ r=10
- HoIotransferrinal[Cr(phen)3]3+ =5
j —— [Cr{phen) ]* 1x10°M
‘Tg 5 [Cr(phen),]™ 2,22x10°M
= 4
N-c 0 - N
£
Q
O -5-4
©
9 -
o -10-
15 ﬁ
-20 4 v T v T v T y T y 1
250 300 350 400 450 500

Longitud de onda (nm)

Figura 4.14 Espectros de Dicroismo circular para la HoloTrf a distintas relaciones molares
(r=[Cr(phen)33+]/[HoIoTrf]). Temperatura = 298K. pH=7,40.

Cuando el complejo de cromo se afiade a la solucion de Holotransferrina no

se observan cambios significativos en el espectro de la proteina, indicando que
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la presencia de [Cr(phen)s]** no produce cambios sustanciales en la estructura
terciaria de la Holotransferrina. Con anterioridad, ya se habia observado el

mismo comportamiento para la Apotransferrina.
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4.6 Conclusiones parciales

Analizando estos resultados de manera global, podemos inferir que el
complejo [Cr(phen)s]** se une tanto a la Apotransferrina como a la
Holotransferrina con constantes de afinidad del orden de 10° M*. Cabe
destacar que estas constantes de afinidad son mayores que los encontrados
para los complejos homadlogos de Rutenio, que se encuentran en el orden de
10° M? - 10* M*1.33343%% En este sentido, los complejos de Cromo podrian ser

mas facilmente transportables por la Transferrina que los de Rutenio.

Como hemos observado, las constantes de asociacion son similares tanto
para la ApoTrf como para la HoloTrf a los tres pHs estudiados. Esto nos
indicaria que el sitio de union del complejo a la proteina es el mismo para los

dos estados de la proteina y que dicho sitio es diferente al del catién Fe**.

Acorde a los parametros termodinamicos, el sitio de asociacion reside en un
bolsillo hidrofobico de la proteina, donde el complejo tendria la capacidad de

interactuar tanto con residuos Tripté6fano como Tirosina.

El hecho de que la estructura secundaria y terciaria no presenten cambios
contundentes ante la presencia de complejo, indica que el Receptor de la
Transferrina podria reconocer a la HoloTrf aun esté esta asociada al
[Cr(phen)s]**. Esto generaria la presuncién de que el complejo podria ingresar
a la célula asociado a la Holotransferrina; y dado que la constante de
asociaciéon disminuye conforme disminuye el pH, podriamos suponer que

durante la endocitosis (mecanismo por el que la Holotransferrina ingresa a la
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célula y que involucra una disminucién de pH a 4,5), el complejo podria ser

liberado en el interior celular.
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asociacion y fotodegradacion de la

Albumina Sérica Humanay Bovina

en presencia de complejos de Cr(lll).

Capitulo 5
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5.1 Resumen

En el presente capitulo se presenta un estudio de la asociacién de tres
complejos de Cr(lll) con la albimina sérica bovina (BSA: Bovine Serum
Albumin) y la albumina sérica humana (HSA: Human Serum Albumin). Los tres
complejos se encuentran derivatizados en la posicion 5 por tres sustitutyentes
diferentes: fenilo, metilo, y cloro.

Se realizaron estudios para determinar las constantes de asociacion y los
respectivos parametros termodinamicos para cada sistema complejo-proteina.
A su vez se estudiaron los cambios conformacionales de la proteina en
presencia y ausencia de complejo.

Por dltimo se estudio el proceso de fotosensibilizacion del complejo a la

proteina.
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5.2 Introduccién

5.2.1 Albumina Sérica

La albumina sérica ha sido estudiada de manera extensiva en las ultimas
décadas. 1 Esto se debe a que esta proteina conforma la mayor parte de las
proteinas solubles del sistema circulatorio, cumpliendo gran variedad de

funciones fisiolégicas.

La albamina sérica es una proteina que se sintetiza en el higado. Esta
presente en practicamente todos los tejidos pero sobre todo en la piel y los
musculos (entre los dos acumulan el 80% de albumina extravascular). A su
vez, esta presente en cualquier fluido corporal (fluido vitreo y acuoso ocular,

sudor, lagrimas, saliva y sangre).

Su principal funcion es actuar como proteina transporte de sustancias

enddgenas y exdgenas en la sangre. *°

Entre estos compuestos podemos
mencionar farmacos, acidos grasos aniénicos de cadena larga, acidos biliares,
hormonas, vitaminas, cationes, etc.” Entre sus mltiples funciones, podemos
mencionar:
e Ayuda a mantener el pH (buffer) y la presién osmética en la sangre.®
e Actia como almacén de ciertas toxinas, como cuando transporta
bilirrubina hasta el higado para su excrecion biliar. °
e Interacciona con toxinas exogenas, haciendo que sean menos
nocivas al organismo, como por ejemplo la aflatoxina G1.°
e Aumenta la solubilidad de algunos compuestos, como por ejemplo los
acidos grasos.*®
e En ocasiones, la albamina presenta actividad enzimatica cuando

interacciona con moléculas pequefias.®**
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e Posee actividad enolasa y también es capaz de actuar como
tioesterasa, pudiendo llevar a cabo un importante proceso clinico
como es la degradacién de disulfiram®**.

e También presenta actividad esterasa en uno de sus mdultiples sitios
de union, debido probablemente a la proximidad de la Arginina-410 y
la Tirosina-411, pudiendo producir la hidrélisis de &cidos grasos.*

e También es de destacar su actividad glucuronidasa, mediante la cual
se produce la hidrdlisis del glucurénido de algunos farmacos, como

carprofeno, naproxeno, flurbiprofeno o ketoprofeno.*>**

Las albuminas son proteinas de una sola cadena polipeptidica simple sin
grupos prostéticos con una masa molecular aproximada de 67kDa. Poseen
tres dominios homologos, en los cuales pueden interaccionar moléculas de
naturaleza distinta; cada dominio posee tres subdominios. En estos diferentes
dominios y subdominios pueden identificarse los sitios de union de ligandos con

propiedades multifuncionales.®

Figura 5.1. Representaciones gréficas de la Albimina Sérica Bovina (BSA) y Albumina Sérica
Humana (HSA).
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Las albuminas son proteinas flexibles que pueden adaptar su estructura
para interaccionar con una gran variedad de sustratos en sus distintos sitios de
union. Entre los compuestos con mayor grado de unién se encuentran aniones
organicos hidrofébicos como acidos grasos de cadena larga, bilirrubina, etc.,
pero también existe una alta afinidad por distintos farmacos. El estudio de la
interaccion  farmaco/Albumina nos puede dar informacidon sobre la
biodistribucion, el metabolismo, la eliminacién y el efecto farmacolégico de

éstos en el organismo.

La naturaleza de estas interacciones puede ser de tipo electrostético,
puente de hidrégeno, de tipo van der Waals, hidrofobica, y en general los
procesos son reversibles con constantes de asociacién que oscilan entre 10* y
10° M. En otras ocasiones, la asociacién con algun tipo de farmacos puede

ser irreversible.°

Las albuminas de distintas especies poseen una alta homologia entre si.
Sin embargo diferentes estudios han puesto de manifiesto diferencias en la
asociacion para un mismo metabolito, segun la albumina que se estudie. Tal
es el caso de la bilirrubina, que presenta diferentes grados de unién segun

interaccione con una u otra albumina.

En particular, en nuestro estudio nos hemos dispuesto a trabajar con la
Albumina Sérica Humana y la Bovina que comparten un 76% la identidad de
secuencia y poseen la misma distribucién de puentes disulfuro. Las diferencias
observadas en la secuencia primaria son de naturaleza estructural
conservativa, es decir, aminoacidos de un tipo son reemplazados por otros con

caracteristicas similares. 181®

Sin embargo a pesar de la homologia secuencial y estructural, estas dos

albuminas poseen una diferencia espectroscépica significativa. Mientras que la

HSA posee sélo un residuo Triptéfano (Trp-214), la BSA posee dos (Trp-214 y
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Trp-135). Esto genera una diferencia en la intensidad de fluorescencia de las

proteinas, y por ende un andlisis espectral diferente.*®*2

A pesar de que las albuminas séricas poseen varios sitios de unién a
diferentes sustratos, se siguen aceptando dos sitios de union especificos.
Sudlow et al. designa estos dos sitios como sitio | (sitio de union a la warfarina)
y sitio Il (sitio de unién al diazepan).'” El sitio | se encuentra situado en el
subdominio 1A' y las interacciones predominantes son de tipo hidrofébicas.®
Ejemplos de sustratos con gran afinidad por el sitio | son warfarina, aspirina,
bilirrubina, indometacina, fenilbutazona, etc. Algunas evidencias sugieren que
el sitio | es flexible y de gran tamafio lo que ocasiona que sea dificil observar
estereoselectividad en la interaccion con los sustratos. Los aminoécidos que
tienen mayor relevancia para la interaccién con farmacos son Trp-214 y Arg-
218.

El sitio Il esta situado en el subdominio IIA*® y es de menor tamafio y
menos flexible que el sitio I.*° Por esta razén, se cree que las interacciones
estereoselectivas se pueden observar en mayor grado en este sitio de union.
Las interacciones que predominan son de tipo puente de hidrogeno y
electrostéticas. Los aminoacidos Arg-410 y Tyr-411 desempefian un papel

importante en la interaccién con ligandos.

La clasificacion de Sudlow no engloba todos los sitios de union especificos
gue posee la albumina para interaccionar con farmacos. Por ejemplo, el
propofol (agente anestésico) interacciona tanto en el sitio Il como en el

subdominio 1lIB.

5.2.2 Fotooxidacion de proteinas.

Se conoce que a nivel celular, que las proteinas son el principal blanco para
la oxidacion fotosensibilizada, también conocida como degradacion
fotosensibilizada. Esta situacion se debe a que las proteinas comprenden
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aproximadamente un 68% del peso seco de las células y tejidos, siendo asi, el
conjunto de moléculas mas abundante en organismos vivos. Ademas poseen,
una gran capacidad para ligarse con cromoforos y reaccionar rapidamente con
su respectivo estado excitado. %

La oxidacion fotosensibilizada puede inducir numerosos cambios en las
proteinas, entre ellos podemos mencionar la fragmentacion, agregacion,
desnaturalizacién, alteracion de la superficie hidrofébica, cambios en
susceptibilidad proteolitica, y cambios en la estructura.®*

Si alguno de estos cambios se diera en una proteina esencial se podria
inducir asi la pérdida de funcionalidad, y por ende la muerte celular de aquella

célula cuya proteina esencial fue dafiada.
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5.3 Motivacion y objetivos

Debido a que la HSA y la BSA son consideradas modelo de proteinas de
transporte, resultdé de especial interés analizar qué fuerzas se hacen presentes
cuando distintos complejos de Cr(lll) interaccionan con ellas. El objetivo es
conocer las potencialidades de estas proteinas como agentes transportadores
de los complejos metalicos al interior celular, pero a su vez también estudiar la
degradacion fotosensibilizada de estas proteinas por los complejos, en pos de

proponerlos como agentes terapedticos.
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5.4 Materiales y Métodos

5.4.1 Materiales

Los complejos metalicos de Cr(lll) fueron sintetizados con anterioridad en

nuestro grupo, segln procedimientos reportados en bibliografia.?*#*

La Albumina Sérica Humana (HSA) (Sigma Aldrich), libre de acidos grasos y
globulinas, se utilizé sin previa purificacién. La Albumina Sérica Bovina (BSA)

utilizada se encontraba purificada al 98% (Fraccion V).

Las soluciones de trabajo fueron preparadas en solucion amortiguadora
(buffer) de sal de fosfato (0,004 M de Na,HPO, y 0,1 M de NaCl). Las
concentraciones del complejo metélico y de las proteinas se determinaron por
espectroscopia UV-visible. Para las soluciones madres (stock) de los
complejos [Cr(5-Mephen)s]**, [Cr(5-Phphen)s]** , y [Cr(5-Clphen)s]** se usaron
los siguientes valores de coeficientes de absortividad molar: €75 = 63.778 M™
cm?, €243 = 93.325 M cm™, y €575 = 61.660 M cm™ respectivamente. Para las
soluciones madres de la HSA y de la BSA se usaron los siguientes valores de
coeficientes de absortividad molar: €250 = 36.500 M™* cm™ y €570 = 43.824 M™*

cm’™, respectivamente.

5.4.2 Medidas espectroscopicas

Se llevaron a cabo mediciones de absorbancia y de quenching siguiendo la
emision de fluorescencia de la BSA y HSA.

Las medidas de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro
Jasco J-810 a temperatura ambiente, usando una celda de 0,2cm de paso
optico. Los datos informados constituyen un promedio de 5 medidas, a una

velocidad de barrido de 100nm/min, con un ancho de banda de 1nm y una
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resolucion de 0,2nm. Los datos han sido expresados en términos de elipticidad

media residual ([6]).

5.4.3 Estudios de asociacion

Fue posible la determinacién de las constantes de asociacion entre los
complejos con las albuminas a partir de determinar los cambios de la
intensidad de fluorescencia de las proteinas con sucesivos agregados de
complejo. Inicialmente se determind la emisién de la proteina en ausencia de
complejo a una concentracién de 1,5x10° M. Luego se registraron los
espectros de emision en presencia de distintas concentraciones de complejo

metalico, que llegaron hasta concentraciones cercanas a 1,5x10™ M.

Las constantes de asociacion se determinaron a partir del andlisis de los
cambios en la intensidad maxima de emision con el incremento de la
concentracion de complejo de Cr(lll) usando la ecuacion desarrollada por
Bhattacharya® (ec 4.1).

5.4.4 Modelo de asociacion

Con la intencion de determinar las fuerzas de interaccion involucradas en el
proceso de asociacion entre los complejos estudiados con la HSA y la BSA, se
determinaron las constantes de asociacion, K, a distintas temperaturas y a
partir de alli, se calcularon los parametros termodinamicos.

Para determinar los pardmetros termodinamicos, se parti6 de la
aproximaciéon de que el cambio de entalpia (AH) no varia significativamente en
el intervalo de temperaturas de trabajo (amplitud de temperatura de 15°C).
Tanto el valor de AH como el de cambio de entropia, puede determinarse a
partir de la ecuacion de Vant Hoff (4.2):

Finalmente los valores de cambio de energia libre de Gibbs (AG) a una
determinada temperatura se pudieron obtener a partir de la ecuacion 4.3, que

relaciona los parametros termodinamicos para un determinado proceso.
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5.4.5 Estudios de Dicroismo circular

Los espectros de Dicroismo circular de las proteinas en ausencia y
presencia de complejo se registraron en la region del ultravioleta lejano, A=200-
250nm, para determinar posibles cambios en la estructura secundaria de la
proteina. El andlisis de los espectros se hizo utilizando el programa Origin 8,
para suavizar las graficas y compararlas. La comparacion se hizo analizando
las intensidades a 208nm y 222nm, longitudes de onda caracteristicas del
porcentaje (%) de la estructura alfa-hélice de una proteina.

5.4.6 Estudios de transferencia de Energia

Acorde a la teoria de Forster, se realizaron estudios de transferencia de
energia de la proteina (dador) a los complejos metalicos (aceptor). La
transferencia de energia se define segun las ecuaciones detalladas en el
capitulo 4. EIl analisis y el procesamiento de los datos se llevaron a cabo del

mismo modo para las alblminas que para la Transferrina (capitulo 4).

5.4.7 Estudios de fotodegradacion

Los estudios de fotodegradacion consistieron en irradiar diferentes muestras
de HSA en presencia y ausencia de Cr(5Clphen)s®* asi como también en
presencia y ausencia de O, (a través de un intercambio gaseoso con N, en la
superficie de la muestra). Como fuente de irradiacién se dispuso un sistema de
LEDs blancos (NSPW500CS, NICHIA America Corporation, Aem=452nm e
intensidad de 107 Einstein.min™).

Se usaron concentraciones de HSA y Cr(5Clphen);®* tales que en las
muestras a fotolizar las concentraciones de las mismas fueran, 1,5x10°M vy
1,5x10™M, respectivamente. El volumen de muestra irradiado fue de 50pl y los
tiempos de irradiacion variaron entre 30 minutos y 24hs. La fotdlisis se llevo a

cabo a temperatura ambiente.
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El andlisis de las muestras irradiadas se realiz6 mediante el uso de la
técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas para
poder determinar la posible fragmentacién de la proteina. Los geles fueron
armados en un equipo para minigeles (Mini Protean Ill Dual Slab Cell
Electrophoresis System). La preparacion de los geles se llevé a cabo siguiendo
un protocolo que establece que la composicion del gel separador debe ser:
acrilamida 9,6% (p/v), bis-acrilamida 0,3% (p/v), TEMED 0,1% (v/v), APS 0,1%
(p/v), Tris-HCI 1,5 M pH=8,8. Mientras que la composicion del gel concentrador
debe ser: acrilamida 3,9% (p/v), bis-acrilamida 0,1% (p/v), TEMED 0,1% (v/v),
APS 0,1% (p/v), Tris-HCI 1 M pH=6,8. El buffer de corrida consistio en Tris 25
mM, Glicina 192 mM pH=8,3. Las electroforesis se llevaron a cabo a
temperatura ambiente durante 1h a 100 V.

Una vez finalizada la corrida, los geles se tifieron con una solucion de
Coomassie blue 0,1% (p/v) durante 30 minutos. La eliminacion del exceso de
colorante se realizo mediante sucesivos lavados con solucion de fijado
preparada a base de metanol 10% y acido acético 10%.

Los estudios de fotodegradacion se hicieron en presencia y en ausencia de
oxigeno molecular. Para ellos se disefidé un sistema por el cual se burbujearon
los pequefios volumenes de muestra (50uL) con nitrégeno molecular para asi

arrastrar el oxigeno de la superficie de la muestra y del medio.

5.4.8 Estudios de Transferencia de lones entre dos soluciones

de electrolitos no miscibles (ITIES)

Los estudios de ITIES se hicieron utilizando una celda electroquimica con
cuatro electrodos y como soluciones de trabajo: LiCl 1,0x10? M en la fase
acuosa. En la fase organica, 1,2-dicloroetano, se utiliz6 como electrolito
dicarbolil cobaltato de tetrafenilarsonio (TPhAsSDCC) en una concentracion de
1,0x10* M.

Se trabaj6 con concentraciones de complejo de Cr(lll) del orden x 10™ y se

hizo un blanco control con NaClO, (contraion de los complejos).
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5.5 Resultados y Discusidn

Se presentaran los resultados en dos bloques; inicialmente se presentaran
los resultados de los experimentos realizados con la Albumina Sérica Humana
(5.4.1) y luego los realizados con la Albumina Sérica Bovina (5.4.2). Al final de

este ultimo subcapitulo se encuentran los estudios de fotodegradacion.

5.5.1 Albumina sérica Humana
5.5.1.1 Asociacion entre Cr(5Cl-phen);*" y HSA.

Como ya vimos en el capitulo 4, la espectroscopia de fluorescencia es una
técnica de especial uso en el estudio de la biofisica de bio-macromoléculas. La
informacion obtenida a partir de esta técnica nos podria permitir identificar el
sitio de union a la proteina, la afinidad por este sitio, y los cambios que sufre el
microambiente del sitio de unién cuando el ligando interacciona con la proteina.
Los residuos que son responsables de la emision en cualquier proteina
(fluoréforos) son los amino&cidos triptéfano, tirosina y fenilalanina.®

El siguiente esquema representa el proceso de asociacion a ser analizado

en el presente subcapitulo (Ec 5.1):

HSA + Cr(5Cl-phen);” —— HSA-Cr(phen)3" (Ec. 5.1)

En la figura 5.2 podemos observar el efecto del Cr(5Cl-phen)s*" sobre la
intensidad de fluorescencia de la HSA. La intensidad de la emision disminuye
de manera notable a medida que aumenta la concentracion de complejo
metdlico. El complejo tiene la capacidad para desactivar el estado excitado de
los fluor6foros de la HSA. Sin embargo podemos observar que a

concentraciones grandes de complejo metéalico, el espectro se deforma

® Esto ha sido detallado en el capitulo 4 “Caracterizacion espectroscopica de la asociacion entre
el Cr(phen)g,3+ y la Transferrina”.
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levemente. Esta deformacién del espectro puede deberse a la presencia de
fenantrolina libre en solucion, ya que los complejos se ven afectados por un
proceso de fotoacuacién, que puede dejar fenantrolinas disponibles, en

solucion, para absorber y emitir luz.

Intensidad de emision x10° (U.A))

) ) ) v ) ) )
300 320 340 360 380 400 420 440
A (nm)

Figura 5.2 Espectro de emisién de la Albumina Sérica Humana en ausencia y presencia de
Cr(5Cl-phen);**. La concentracién de la proteina fue de 1,5x10° My la concentracién de
complejo fue de (0; 0,1; 0,2; 3,1; 5,1; 7,4; 1,5; 2,4; 3,4)x10"6 M, desde el espectro rojo al violeta
respectivamente. Temperatura= 300K; pH=7,40; A= 280nm. Las ranuras de paso de luz de

emisién y excitacion se mantuvieron fijas a 5nm.

Con el objetivo de evaluar si el residuo Trp-214 se encuentra involucrado en
el proceso de asociacion, se procedid a estudiar de manera comparativa el
guenching de la HSA con distintos agregados de complejo, excitando la
albumina tanto a 280nm, como a 295nm. Al excitar a 280nm, los responsables
de la emisién son tanto el residuo Triptofano como los residuos tirosina de la

proteina, mientras que al excitar a 295nm, sélo se responsabiliza de la emision
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al residuo Triptofano, ya que las tirosinas no absorben a esa longitud de onda
de excitacion®.

Como podemos observar en la Figura 5.3, existe una diferencia entres los
perfiles de intensidad relativa cuando excitamos a 280nm y a 295nm. Esta
diferencia nos permite suponer que el complejo estaria interaccionando con el

Trp-214, ubicandose, por ende, en cercanias al sitio de union |I.

< %8 :o
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Ch e —e— 295 nm
3 O\, —O0=— 280 nm
2 04 NN
[7] 0.
g NN
0.2- N
~Je—
\8§5
R e e S e

[ICr(5CI-phen) I*V[HSA]

Figura 5.3 Espectro de emision de fluorescencia de la HSA en ausencia y presencia de

Cr(5Cl-phen);®*. La concentracién de la proteina fue 1,5x10° M.

La banda situada alrededor de los 336nm (Amax) €S caracteristica de la
emision dada por la HSA. Al disminuir la intensidad de fluorescencia, el
complejo debiera estar generando algun tipo de perturbacion con los residuos
fluoréforos circundantes al sitio de asociacion. Sin embargo, como se puede

observar, no existe un cambio en la posicion del maximo de emision (Amax), 10

 Para mayor informacién revisar el capitulo 4 “Caracterizacion espectroscopica de la
asociacion entre el Cr(phen);>* y la Transferrina”
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gue nos indicaria que el complejo no estaria alterando la polaridad del medio
circundante al residuo Trp-214.

Con la intencion de elucidar la afinidad con la que el complejo metalico
interaccionaba con la HSA, se procedi6 a determinar la constante de
asociacién a partir de los estudios de quenching siguiendo el modelo de
Bhattacharrya. Este modelo se encuentra bien descripto en el capitulo 4. Las

constantes de asociacion se determinaron a diferentes temperaturas.

Las constantes de asociacion obtenidas se encuentran en la Tabla 5.1; y
como podemos observar los valores de las K;, obtenidas, demuestran una gran

afinidad de la proteina por el complejo.

Tabla 5.1 Constantes de asociacion para el sistema HSA—Cr(SCI-phen)33+ a diferentes

temperaturas.

Temperatura(K)  Kp(10°)

300,15 2,975
302,15 3,185
307,15 4,161

5.5.1.2 Pardmetros termodinamicos y naturaleza de las fuerzas

de interaccion.

A partir de las constantes de asociacién determinadas a tres diferentes
temperaturas, se determinaron los parametros termodinamicos a los fines de
caracterizar las fuerzas de interaccion presentes en el proceso de asociacion
entre las albuminas y los complejos. Las fuerzas moleculares que contribuyen
a las interacciones entre una proteina y una molécula pueden ser: puentes
hidrégeno, fuerzas electrostéticas, interacciones de tipo hidrofébicas,

interacciones de Van der Waals, entre otras.

177



A partir de los valores de pendiente y de ordenada al origen (extrapolacién)
de la ecuacion de Vant hoff (Ec 4.3) se pudieron determinar los parametros
termodinamicos (AH y AS) para los sistemas estudiados. Estos parametros
son esenciales para determinar el cambio en la energia libre de Gibbs (AG) y

caracterizar las interacciones presentes en la asociacion.

En el Figura 5.4 se observa la gréfica de Vant Hoff para el sistema HSA-
Cr(5Cl-phen)s**.

|
3.25 3,26 3,27 3,28 3.29 3.30 3.31 3,32 3,33 3,34
-3 -1
1T(10° K

Figura 5.4 Representacion de Van't Hoff para el sistema HSA-Cr(SCI-phen)33+

A partir de esta Figura se determinaron los parametros termodinamicos del

proceso de asociacion (tabla 5.2).
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Tabla 5.2 Parametros termodinamicos para la asociacién del Cr(5Cl-phen);>*con la HSA

Temperatura(K) AG (kJ/mol) = AH (kJ/mol) AS (J/mol.K)

300,15 -31,42
302,15 -31,90 37,55 229,84
307,15 -33,05

Los valores tabulados de AG, AH, y AS muestran que el proceso de
asociacion del Cr(5Cl-phen)s®* a la HSA es un proceso espontaneo, ya que el
valor de AG es negativo.

Por su parte los valores positivos de AH y AS nos indican que el proceso de
asociacion presenta una principal contribucion entrépica. En funcién de los
resultados, y analizandolos con el modelo de Ross y Subramanian (ver capitulo
4), se puede asumir que las interacciones de tipo hidrofébica, juegan un rol
importante en el proceso de asociacion. De todos modos no podemos
descartar la presencia de interacciones de tipo electrostatica dada la carga +3

del complejo metalico y los valores pequefios de AH.

5.5.1.3 Cambios conformacionales de la HSA inducida por la

presencia de complejo

Cuando una molécula se asocia a una proteina, esta puede sufrir cambios
estructurales debido a las fuerzas intermoleculares que generan la asociacion.
La naturaleza de esas modificaciones estructurales, tanto en la estructura
secundaria, como en la terciaria, dependen del ligando que se asocia a la
proteina, de la flexibilidad de la proteina y de las condiciones experimentales
(temperatura, pH, sales presentes en el medio, etc).

En la Figura 5.5 se muestran los espectros de Dicroismo Circular en la
region UV-lejano para la HSA en ausencia y presencia de diferentes

concentraciones de complejo metalico.
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La forma del espectro de la proteina muestra dos minimos, centrados en
208nm y 222nm, que son caracteristicos de proteinas que presentan un alto
porcentaje de estructura secundaria a-hélice. La forma de los espectros del
sistema HSA-Cr(5Cl-phen)s>* a distintas concentraciones, presentan la misma
apariencia que la proteina en ausencia de complejo. A pesar de que se
observan cambios minimos en la intensidad de los espectros, estos no siguen
tendencia alguna, por lo que pueden ser, mas bien, atribuidas al error
experimental.

En este sentido se observa que, a pesar de que existe una afinidad muy
grande del complejo por la proteina, éste no es capaz de modificar las
interacciones puente hidrogeno presentes en la proteina, lo que se traduce en

la ausencia de cambios significativos en la estructura secundaria de la proteina.

— =]

10" [o] (gdo.cmz.dmol'1)

1,0 —r=0.5
—r=1,0
1.2 —r=20
1.4
-1.6 1 . 1 b 1 b 1 b 1 b 1
200 210 220 230 240 250

A(nm)

Figura 5.5 Espectros de dicroismo circular para soluciones de HSA en ausencia y presencia de
distintas concentraciones de Cr(5Cl-phen)s>*. Temperatura ambiente. Buffer fosfato, pH=7,40.

Donde r corresponde a las relaciones de complejo y proteina.
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5.5.1.4 Estudios resueltos en el tiempo

La irradiacion de soluciones de Cr(5Clphen)s** (en ausencia y presencia de
HSA) con longitudes de onda mayores a 330 nm (zona donde no absorbe la
proteina) induce la formacion del estado excitado del complejo metalico el cual
emite a A=728 nm. Esta emision disminuye (quenching) en presencia de la
proteina.

Se siguio la desactivacion de la emision por medio del estudio del tiempo de
vida del estado excitado de los complejos con agregados progresivos de

proteina. Dicho proceso se encuentra esqguematizado en las siguientes

ecuaciones:
| Cr(phen)s’ | —— [Cr(phen)g*]* (Ec. 5.2)
[Cr(phen)g*]* + HSA —>[Cr(phen)§*] + HSA” (Ec. 5.3)

Se observdé que a medida que se incrementaba la concentracion de

guencher disminuia el tiempo de vida del complejo excitado (Figura 5.6).

El fendmeno de quenching puede ocurrir por diferentes mecanismos. El
“‘quenching colisional” o también conocido como “quenchig dinAmico” sucede
cuando el estado excitado del fluoréforo (especie que emite) es desactivado
como consecuencia de la colision con otras moléculas en soluciéon. En este
caso el fluoréforo vuelve al estado basal a través de un encuentro difusional
con el quencher. En otros casos, los fluoroforos pueden formar complejos no
fluorescentes con los quenchers, y esto se conoce como “Quenching Estatico”
debido a que la asociacién ocurre en el estado basal y no involucra difusion ni

colisiones moleculares, disminuyendo la concentracién del fluoréforo libre.
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Figura 5.6 Medidas resueltas en el tiempo del Cr(5CIphen)33
HSA.

con agregados crecientes de

Las experiencias resueltas en el tiempo indicarian que al menos el mecanismo

de quenching dinamico esta presente. Aplicando la ecuacién de Stern-Volmer
(Ec. 5.4) y graficando z°/T en funcion de la concentracion de quencher [Q],

se pudo obtener informacion sobre la constante de desactivacién del estado

excitado de los complejos (Quenching):

D=1+ Ksv [Q] =1+k,7 [Q] (Ec 5.4)

T

donde %o y T son los tiempos de vida del complejo en ausencia y presencia
de los distintos agregados de quencher, respectivamente y Ksy es la constante

de Stern-Volmer la cual equivale al producto entre ky (constante de quenching

bimolecular) y “o. Para el sistema HSA- Cr(5Cl-phen);®* se encontré una K,
1,989x10% M y kq: 3,67x10° M's™ (regresion lineal = 0,99747). Dichos valores

se analizaron comparativamente con los valores obtenidos para la BSA.
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5.5.1.5 Estudios de fotodegradacion

Se usaron los geles de poliacrilamida para estudiar la capacidad que tiene el
estado excitado de los complejos fenantrolinicos de Cr(lll) para degradar
proteinas. Para este estudio se utilizaron las albuminas como proteinas blanco
del tratamiento foto-terapéutico y no solamente como potenciales agentes

transportadores de los complejos al interior celular.

Los complejos de Cr(lll) tienen un rendimiento cuantico de generacion de
oxigeno singlete bastante menor que el de otros complejos metélicos
estudiados en la misma linea de la terapia fotodinamica (rutenio, por ejemplo).
Sin embargo, los complejos de Cr(lll) tendrian la capacidad de generar una
oxidacion fotoinducida actuando directamente sobre el sustrato, sin el
requerimiento de oxigeno molecular. En este sentido los estudios de

fotodegradacion se hicieron en presencia y ausencia de oxigeno molecular.

Irradiacion: 30’ 60 90° 2hs 3hs 24hs 24hs - -
Proteina: HSA HSA HSA HSA HSA HSA HSA HSA HSA
Cr(5Clphen);**: Cx Cx Cx Cx Cx Cx - - Cx

Figura 5.7 Gel de poliacrilamida para la fotélisis del sistema HSA- Cr(5Cl-phen);** a distintos
tiempos de irradiacion (desde 30 minutos hasta 24horas). Concentracién de la proteina:
1,5x10°M. Concentracién de complejo metdlico: 1,5x107M.
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Irradiacion:

Proteina: HSA HSA

Cr(5Clphen);* : - s 5 d Cx Cx Cx Cx
0,: Si Si - - Si - Si -

N,: - - Si Si - Si - Si

Figura 5.8 Gel de poliacrilamida para la fotélisis del sistema HSA- Cr(5Cl-phen);** en distintas
condiciones (ausencia o presencia de oxigeno). Concentracién de la proteina: 1,5x10°M.

Concentracion de complejo metalico: 1,5x10™M.

En la Figura 5.7 se observan los patrones de movilidad electroforética de la
HSA en presencia de distintos tratamientos. Se puede observar que la
movilidad de la proteina tratada con luz durante 24hs (en ausencia de
complejo) y la movilidad de la proteina en presencia de complejo (pero en
ausencia de irradiacion) son similares a la movilidad de la proteina sin ningun
tipo de tratamiento (carriles 7, 8 y 9)

Por otro lado, solamente en presencia de complejo e irradiacién se observa
algun tipo de efecto en la corrida electroforética. Dicho efecto se ve aun mas
marcado a tiempos de fotdlisis mas prolongados (carriles 1 al 6).

Analizando la figura 5.8, podemos observar como la proteina fotolizada aun
en ausencia de oxigeno molecular (carril 8) posee una movilidad electroforética
diferente a la proteina no tratada, lo que nos daria un indicio de que el oxigeno
molecular no es un agente necesario para la degradacion fotoinducida en
nuestro sistema. Cabe aclarar que el dafio a la proteina es mayor en presencia
de oxigeno, esto se debe a que en solucién hay una gran cantidad de complejo
de cromo (lll) libre (no asociado a la proteina) que podria tener la capacidad de

generar oxigeno singlete, a pesar de su bajo rendimiento cuantico.
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Trabajos previos indican un comportamiento similar cuando estos complejos
interaccionan con ADN plasmidico en ausencia de oxigeno molecular.

A su vez, se trabajé con azida de sodio para reconocer la via del oxigeno
singlete. La azida de sodio (NaN3) se utiliza como un inhibidor de la via del
oxigeno singlete, y en ese sentido puede ayudarnos a corroborar la hipotesis
de como aun en ausencia de O, hay dafio degradativo a las proteinas. Sin
embargo encontramos que la azida tiene la capacidad de desactivar el estado
excitado del complejo metalico, por lo que una disminucién en la degradacién
de proteina no necesariamente podria deberse a la via del oxigeno singlete,

mas si a una menor cantidad de complejo excitado capaz de generar dafio.

5.5.2 Albumina sérica Bovina (BSA)

5.5.2.1 Asociacion entre los complejos de Cr(lll) y BSA

Se estudi6 la interaccién de la BSA con los complejos Cr(5Cl-phen)s** (Ec.
5.1); Cr(5Me-phen)s®* (Ec 5.2)y Cr(5Ph-phen)s** (Ec 5.3), a los fines de

entender el papel que juega el sustituyente en la interaccion con proteinas.

BSA + Cr(5Cl-phen);" —— BSA-Cr(phen)3* (Ec. 5.5)
BSA + Cr(5Me-phen)}” —— BSA-Cr(phen)3’ (Ec. 5.6)
BSA + Cr(5Ph-phen);" —— BSA-Cr(phen)3" (Ec. 5.7)

En la figura 5.9 podemos observar la disminucion de la emisién de la BSA
debido a la presencia del Cr(5Cl-phen)s**. El efecto que tiene el complejo
sobre la emisién de la proteina es similar que el del Cr(5Cl-phen)s** con la
HSA: la intensidad de fluorescencia disminuye, lo que indica que los residuos
fluoréforos circundantes al sitio de asociacion estarian siendo, de algun modo,

perturbados. También podemos observar la inexistencia de desplazamientos
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hipsocrémicos y batocromicos, lo que nos indica que los complejos no estan

afectando la polaridad del medio circundante al sitio de asociacion.

Intensidad de Fluorescencia (x105 UA)

T . T . T . T . T . T . T
320 340 360 380 400 420 440

Longitud de onda (nm)

Figura 5.9 Espectro de emision de la Albamina Sérica Bovina en ausencia y presencia de
Cr(5Cl-phen);®*. La concentracién de la proteina fue de 1,5x10° My la concentracion de
complejo fue de (0; 0,1; 0,2; 0,5; 0,7;0,9; 1,3;1,8; 2,6 y¥ 3,7)x10'6 M, desde el espectro negro al
verde respectivamente. Temperatura ambiente; pH=7,40; A¢= 280nm. Las slits de emision y

excitacion se mantuvieron fijas a 5nm.

Para los tres complejos se observa que existe una diferencia entre la
intensidad relativa de fluorescencia cuando excitamos a 280 y 295nm (F igura
5.10), lo que nos indica que los residuos triptéfano estarian involucrados en el

proceso de quenching, y potencialmente en cercanias del sitio de asociacion.

Nuevamente siguiendo el modelo de Bhattacharrya se determinaron las
constantes de asociacion que podemos observar en la Tabla 5.3. Estos
valores de Kb ponen de manifiesto que existe una importante afinidad de los

complejos por la BSA.
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Figura 5.10 Representaciones de las intensidades relativas para los sistemas (A) BSA-Cr(5Cl-
phen);®* (metilo) (B) BSA-Cr(5Me-phen)s** (cloro) y (C) BSA-Cr(5Ph-phen)s®* (fenilo) excitando
a 280nm (negro) y a 295nm (rojo).

Tabla 5.3 Valores de las constantes de asociacion para los sistema BSA-Cr(5Me-phen)s®*
(metilo) BSA-Cr(5Cl-phen);®* (cloro) y BSA-Cr(5Ph-phen);®* (fenilo) a diferentes temperaturas.

Temperatura (K)

300,3
303,0

304,0

308,6

1,64

2,31

4,00

Fenilo (x10°)

Cloro (x10°)

3,33

4,38

6,64

Metilo (x10°)
5,92

9,57

15,9
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5.5.2.2 Parametros termodinamicos y naturaleza de las fuerzas

de interacciéon

En la Figura 5.11 mostramos los graficos de Van't Hoff para los sistemas
BSA-Cr(5Me-phen)s**  (rojo), BSA-Cr(5Cl-phen)s>* (verde) y BSA-Cr(5Ph-

phen)s** (azul). De los mismos se desprenden los valores de los parametros

termodinamicos, que se encuentran informados en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4 Parametros termodinamicos para los sistemas BSA—Cr(SMe—phen)33+ (metilo) BSA-
Cr(5CI-phen)33+ (cloro) y BSA-Cr(SPh-phen)33+ (fenilo). Valores de AG determinados a 298 K.

Complejo

Fenilo

Metilo

Cloro

In Kb

AG (KJ/mol) AS (J/mol.K) AH (KJ/mol)
29,1 364 79,3
32,1 418 92,5
-31,0 313 62,3

®  Cr(5Me-phen);’
A Cr(5Cl-phen)3*
= Cr(5Ph-phen)’*

| ! | ! | ! | ' | ! |
0,00324 0,00326 0,00328 0,00330 0,00332 0,00334

1000/T (K")

Figura 5.11 Graficos de Van't Hoff para los sistemas BSA—Cr(SMe-phen)33+ (rojo), BSA-Cr(5ClI-

phen);** (verde) y BSA-Cr(5Ph-phen);** (azul).
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De los datos informados en la Tabla 5.4 podemos inferir que los procesos
de asociacion para los tres complejos con la BSA son espontaneos, ya que los
valores de cambio de energia libre de Gibbs son negativos. Al igual que para
el sistema HSA-Cr(5Me-phen);**, los valores de AS y AH indican que los
procesos de asociaciéon de los complejos a la BSA, presentan una principal
contribucién entrépica.

En funcion de los resultados, y analizando los mismos con el modelo de
Ross y Subramanian (ver capitulo 4), se puede inferir que el tipo de interaccion
gue pondera mas en el proceso de asociacion, para todos los sistemas
estudiados, es de tipo hidrofébica. De todos modos, dada la carga del
complejo metalico y los valores pequefios de AH, no podemos descartar la
presencia de interacciones de tipo electrostatica. Este tipo de interacciones
también se observaron anteriormente para complejos de la misma familia de

Cr(lll) con albumina.

5.5.2.3 Estudios de Transferencia de lones entre dos

soluciones de electrolitos no miscibles (ITIES)

Los estudios de ITIES nos dan informacién acerca del potencial que
necesitamos aplicarle a un sistema para transferirlo de un medio a otro. De
este modo podemos inferir la afinidad que tiene una molécula por tal o cual
fase. En nuestro caso, estudiamos el voltaje necesario para transferir los

complejos de Cr(lll) de la fase acuosa a la fase organica.

Como podemos observar en la Figura 5.12 haciendo un barrido de
potenciales entre 0,8V y 0,1V observamos el siguiente orden de Hidrofobicidad
creciente:

Cr(5-Phphen);** < Cr(5-Clphen)s** < Cr(5-Mephen);**

Este orden de Hidrofobicidad coincide con el orden de espontaneidad para

el proceso de asociacion de los complejos a la BSA. Mientras mas hidrofébico

es el complejo, mayor es su cambio de energia libre de Gibbs para el proceso
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de asociacion, por lo que podriamos, en este sentido, respaldar que el tipo de

interaccion, entre el complejo y la BSA, sea principalmente hidrofobica.

15 -
=< 10-
£ 5-
(4} 3+
£ 7 —— Cr(5Ph-Phen)’
S 0 A
® —— Cr(5CI-Phen)”*
Lo b 3
E -5 4 Cr(5Me-Phen).’
5
S -10-
£

-15 -

E (V)

Figura5.12 Voltamperogramas para el Cr(5Me-phen)s**, Cr(5Cl-phen);** y Cr(5Ph-phen)s*".
Velocidad de barrido: 25mV/s

5.5.2.4 Estudios resueltos en el tiempo

De igual modo se llevaron a cabo experimentos resueltos en el tiempo con
los complejos Cr(5Mephen)s**, Cr(5Clphen)s** y Cr(Phphen);** y la albimina
sérica bovina (BSA) tal como se indica en el siguiente esquema (Ec 5.8 y ec.
5.9):

[Cr(SX-phen)?] —> [Cr(SX-phen)ﬁ*]* (Ec. 5.8)
[ Cr(5X-phen);" | + BSA ——[ Cr(5X-phen)3" | + BSA” (Ec. 5.9)
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7/t

donde X es el sustituyente metilo, fenilo o cloro, segun el experimento.

Luego se calcularon todas las constantes de desactivacion (Tabla 5.5) del

estado excitado a partir de la representacion de Stern-Volmer (Figura 5.13).

Tabla5.5 MK,y kq para los sistemas BSA-Cr(5Me-phen);®" BSA-Cr(5Cl-phen);** y BSA-

Complejo
Cr(5Cl-phen)s®*
Cr(5Me-phen)s**
Cr(5Ph-phen)s®*

2,6 4
2,44
2,2

2,0

Cr(5Ph-phen);™".
Proteina Ksv kq(s™)
BSA 5764,54  1,15x10°
BSA  25184,48 4,54 x10°
BSA 5764,54 1,40 x10°

2,8 -
2,6 =

. 2,4 -

= Cr(5Cl-phen),” 4
'3 Cr(SMe—phen);‘ 2,24

A Cr(5Ph-phen),” -~

[Q] (10°m)

Regresion Lineal
0,99500
0,99750
0,99936

[Q] (10°M)

Figura 5.13 A) Graficas de Stern Volmer (resueltas en el tiempo) para los sistemas Cr(5Me-
phen);**-BSA, Cr(5Cl-phen);>*-BSA y Cr(5Ph-phen);**-BSA. B) Graficas de Stern Volmer

(resueltas en el tiempo) para los sistemas Cr(SCI—phen)33+-HSA (negro y en presencia de HSA

(negro) y Cr(5CI—phen)3‘°’+—BSA (rojo).

Se pudo observar (Figura 5.13 A) que el quenching de fluorescencia de los

complejos por la BSA fue mayor para Cr(5Me-phen)s>*

que para Cr(5Ph-

phen)s>* y éste Ultimo fue a su vez mayor que el quenching observado para el

Cr(5Cl-phen)s**.
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Analizando la Figura 5.13 B se pudo determinar que los agregados de HSA
al complejo Cr(5Cl-phen)s*" provocaron un fenémeno de quenching mayor que
agregados equivalentes de BSA al mismo complejo. Esto nos indica que, a
pesar de la homologia entre ambas proteinas, existen diferencias intrinsecas a
estas albuminas que imposibilitan que la desactivacion de la emision del

complejo sea similar.

5.5.2.5 Transferencia de energia entre la BSA y los complejos

metalicos

La transferencia de energia de una especie en su estado excitado a otra, y
su estudio a través de la superposicion de espectros, nos da una idea de la
distancia promedio entre los fluoroforos presentes en la proteina y el quencher.
En las Tablas 5.6 y 5.7 podemos observar los valores de Eficiencia de Energia
(E), el radio critico de Forster (Ro) y la distancia promedio entre el quencher y
los fluor6foros de la proteina (r) para dos longitudes de excitacidon diferentes,
280nm y 295nm respectivamente. Las diferencias entre excitar a 280nm y
295nm generan que los valores informados sean distancias promedio a los
fluoréforos considerando la excitaciéon de los residuos tirosina (280nm) y no
considerandolos (295nm)

Como podemos observar, al excitar a 280nm, las r son similares para los
tres complejos estudiados pero es mayor para el complejo que posee el grupo
fenilo. Esto puede deberse a que el impedimento estérico que aportan los
grupos fenilos, hace que el complejo se ubique a una distancia promedio mayor
de los fluréforos. Este efecto también se observa cuando excitamos a 295nm.

Debido a que la distancia promedio entre el dador y el aceptor es r < 10nm
podemos considerar que la transferencia de energia ocurre con una muy alta
probabilidad.
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Tabla 5.6 Parametros de transferencia energética para los sistemas BSA-Cr(5Me-phen)s>*
(metilo), BSA-Cr(SCI-phen)33+ (cloro), y BSA-Cr(SPh-phen)33+ (fenilo) excitando a 280nm.

Fenilo Metilo Cloro

E 0,430 0,333 0,380

Ro (nm) 2,88 2,62 2,42
r (nm) 3,01 2,94 2,63

Tabla 5.7 Parametros de transferencia energética para los sistemas BSA-Cr(5Me-phen)s>*
(metilo), BSA—Cr(SCI—phen)33+ (cloro), y BSA-Cr(SPh—phen)33+ (fenilo), excitando a 295nm.

Fenilo Metilo Cloro

E 0,304 0,231 0,211
Ro (nm) 2,87 2,61 2,41
r (nm) 3,29 3,19 3,00
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5.6 Conclusiones parciales

Analizando los resultados de manera global, y a la luz de estudios previos
con complejos de Cr(lll) similares, podemos inferir que la familia de los
complejos fenantrolinicos de Cr(lll) posee una fuerte interaccion con la HSA y
la BSA; siendo sus K, del orden de ~10°. En este sentido, los complejos
podrian ser transportados por estas albuminas a través del plasma sanguineo.

Los estudios conformacionales nos muestran que la HSA no sufre cambios
en su estructura secundaria, lo que permite que la proteina no pierda su
funcionalidad. Estos resultados son similares a los realizados con HSA y BSA
y complejos de Cr(Ill) de la misma familia.?®

El tipo de interaccidon presente en los sistemas complejo-proteina estudiados
es de tipo hidrofébico, pero no podemos descartar que la carga positiva (+3)
del complejo no sea un factor importante en el proceso de asociacién. Este
fendmeno se observa, y se ha observado, para todos los complejos estudiados
y su interaccion con albuminas.

El uso de una técnica electroquimica de interfase nos da informacién que
nos sirve para respaldar el tipo de interaccion presente entre las albuminas y

los complejos.
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Estudios de interaccion entre el

Cr(phen);*" y medios biolégicos

Capitulo 6
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6.1 Resumen

El presente capitulo es un primer estudio sobre las interacciones entre el
Cr(phen)s>* con lineas celulares en cultivo, en presencia y ausencia de luz. Se
realizaron estudios de citotoxicidad, tanto del estado basal como del estado
excitado. A su vez se realizaron estudios de genotoxicidad, evaluaciones de la
morfologia del ndcleo, y se realizaron unos primeros ensayos para proponer un
posible mecanismo de muerte celular, utilizando la técnica de citometria de
flujo.
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6.2 Introduccidn

6.2.1 Uso de los fotosensitizadores en PDT

Como ya mencionamos en el Capitulo 1, durante muchos afios ha sido un
requisito indispensable la presencia de oxigeno molecular para generar efecto
téxico a nivel celular. Sin embargo, ha crecido el estudio por un nuevo tipo de
fotosensibilizadores con capacidad fototoxica directa sobre los sustratos
esenciales para el desarrollo de la vida celular. En este sentido la presencia de

O, no seria esencial para la terapia fotodinamica.*

Comercialmente el fotosensibilizador por excelencia es el PhotoFrin® o

porfimero sodico, que ha sido aprobado para ser usado en numerosas

enfermedades: 2°*

Céancer de piel (carcinoma basocelular o espinocelular)

Enfermedad de Bowen

Cancer de esofago y eséfago de Barrett®

Céncer de pulmon

Cabe aclarar que en la mayoria de los casos se utiliza la PDT asociada a

otro tipo de tratamientos como la quimioterapia, radiacion, o cirugia.

La principal limitacidbn que tiene el tratamiento fotodinAmico es que la luz
(necesaria para activar al fotosensibilizador) no puede penetrar los tejidos por
mas de 1lcm. Por tal motivo, se utiliza para el tratamiento de enfermedades
localizadas en la superficie de un tejido para que la luz sea de facil acceso a la

lesion.®

® Enfermedad precancerosa que puede desencadenar en cancer de eséfago.
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Un tipo de PDT, que esta cobrando impulso en los ultimos afios es el de la
fotoféresis extracorporea. En este procedimiento un aparato recoge las células
sanguineas del paciente, las trata con una sustancia fotosensibilizadora y luz, y
luego las reingresa al organismo. Se estan realizando estudios para una
posible aplicacion de este tratamiento en distintos tipos de leucemias y también
para ayudar a reducir las posibilidades de rechazo de drganos luego de

transplantes.®”%%1%H

6.2.2 Antecedentes de los complejos de Cr(lll) como

fotosensibilizadores para la PDT

Poco se sabe acerca de la fototoxicidad de los complejos de Cr(lll) en
cultivos celulares. Existen numerosos trabajos sobre la toxicidad de los
estados fundamentales de los complejos de Cr(lll) sobre células, pero es adn

muy poca la informacién sobre el efecto toxico de los estados excitados.

Los estudios de Toneatto et al. mostraron como el estado excitado de los
complejos de Cr(lll), y en particular con un ligando intercalador cuchillo (dppz),

12,13,14

pueden oxidar hebras de ADN. Estos estudios , en particular, exhibieron:

® | os complejos metalicos de Cr(lll) tienen la capacidad de oxidar Guanina

a través de un proceso directo entre el complejo y la base.

® El Cr(phen)s®" se asocia sobre las hebras de ADN a través de un
mecanismo diferente al del Cr(phen)(dppz)®", siendo el primero a
través de un mecanismo superficial, y el segundo, a través de un

proceso intercalante.

® E| mecanismo de fotooxidacién mas favorecido es el Tipo | (directo) en

relacion al de la formacion de oxigeno singlete (Tipo II).
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® Estudios fotodindmicos en ADN plasmidico, demostraron que se genera

foto-dafio a nivel bacteriano.

Todos estos estudios previos, hacen suponer que los complejos metalicos
de Cr(lll) son buenos candidatos a ser considerados para la terapia
fotodinamica. En ese sentido aparece la necesidad de estudiar qué ocurre con
este tratamiento en sistemas mas complejos como son los cultivos celulares de

mamiferos.
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6.3 Motivacidon y objetivos

El presente capitulo busca indagar sobre la toxicidad, genotoxicidad, y
fototoxicidad del Cr(phen);** en cultivos celulares. Luego de numerosos
trabajos donde se demuestra la capacidad oxidante del estado excitado de los
complejos de Cr(lll) frente a proteinas, plasmidos, y moléculas pequefas, nos
motiva realizar un primer estudio sobre lo que ocurre en sistemas bioldgicos

mas complejos.
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6.4 Materiales y métodos

6.4.1 Lineas celulares
Durante esta tesis se utilizaron dos lineas celulares:

e CHO-K1, células epiteliales de ovario de hamster chino (Cricetulus

griseus).

¢ MDA-MB-231, células de adenocarcinoma de mama humanas.

6.4.2 Mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares fueron mantenidas en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, y con el
agregado de Glutamina al 1% y Penicilina 100 U/mL y Estreptomicina 100
Mg/mL

Las células fueron mantenidas en placas plasticas estériles de Petri de 10
cm de diametro y repicadas cada 3-4 dias utilizando tripsina 0,25%, para evitar
gue las células lleguen a confluencia. Se mantuvieron en estufas a 37°C y 5%
de CO,. Los experimentos y repiques celulares fueron llevados a cabo en total
esterilidad, en campanas de flujo laminar tipo Il. Los stocks de células se
mantuvieron congelados en nitrégeno liquido en medio de congelacion,
constituido por DMSO al 10% en SFB.

6.4.3 Ensayos de viabilidad celular

A los fines de evaluar el efecto toxico de nuestro tratamiento sobre las
lineas celulares se utilizé el ensayo de MTT. Ante la presencia de una célula
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viable, se genera un precipitado de sal de formazan, que luego al redisolverse
en DMSO genera una solucion coloreada cuya absorbancia se mide
espectrofotometricamente. A mayor medida de absorbancia, mayor es la
cantidad de células viables®. Se trabaj6 con la linea celular tumoral MDA-MB-
231, a distintos tiempos de fotdlisis, distintas concentraciones de complejo
metalico, y en presencia o ausencia de Transferrina. De este modo, podemos
entender como la presencia de complejo en su estado fundamental y en su
estado excitado pueden afectar la viabilidad celular. Por otro lado, utilizamos la
Transferrina para evaluar si puede servir como una proteina transportadora
(carrier) del complejo al interior celular.

Para la fotdlisis se disefi0 un sistema de LEDs que pudiera fotolizar de
manera homogénea una placa de 96 wells. Dichos LEDs de luz blanca emiten
un amplio espectro del visible, que incluye el espectro de absorbancia de los

complejos de Cr(llI).

6.4.4 Tincion nuclear

Se evaluo si la presencia de complejo, en su estado fundamental y excitado,
modificaba la morfologia nuclear de células de MDA-MB-231 mediante la
tincién con un colorante nucleotrépico como el Hoestch 33258.

A tal fin se dejaron crecer las células a confluencia sobre vidrios
cubreobjetos dispuestos en placas de Petri de 10 cm de diametro. Luego de
tratar las células con Cr(phen)s;®* a una concentracion fija de 50uM durante dos

horas, se irradiaron las muestras durante 30 minutos.

6.4.5 Ensayo COMETA

Este método se realizo para evauar la genotoxicidad de los complejos de Cr
(1. El ensayo COMETA se llevé a cabo en trabajo conjunto con la Dra.

Miriam Virgolini del Departamento de Farmacologia de la Facultad de Ciencias

® para mayor informacién, la técnica se encuentra descripta en el capitulo “Materiales y

métodos experimentales”.
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Quimicas de la UNC. Se utilizé la linea celular CHO-K1, a dos tiempos de

exposicion (2 hs y 18hs) a una concentracion fija de 50uM del complejo.

El ensayo de Cometa requiere de la preparacion de vidrios porta objetos con
tres capas diferentes de agarosa, descriptas del siguiente modo, y ordenadas

de abajo hacia arriba (Figura 6.1):
e 500puL de Agarosa Punto de Fusion Normal (APFN) 1%. APFEN.

e 100uL de Agarosa Bajo Punto de Fusion (ABPF) 0,5%, en presencia de
10uL de muestra a una concentracion de 1x10° células/mL, para

asegurar un sembrado de 1x10* células en la capa de agarosa.
e 200uL de ABPF 1%.

Para asegurar una buena adherencia de la agarosa al vidrio, y evitar que se
despeguen durante la corrida, se lavaron los portaobjetos y los cubreobjetos
numerosas veces con detergente y agua, y luego se dejaron sumergidos en
Acido nitrico concentrado. Esto asegura la oxidacion total de cualquier

componente que se encuentre sobre la superficie del vidrio.

ABPF 1%
/’:ABPF 0.5% + muestra

o —— APFN 1%
—— Portaobjetos

.
. ® " g ",

Figura 6.1 Esquema del soporte de geles de agarosa para el ensayo cometa.

Luego de sembrar la muestra, se procedi6 a sumergir las muestras
cuidadosamente en buffer de lisis (2,5M de NaCl, 100mM de EDTA, 10mM de
base Tris) con un 1% de Triton X-100 y un 10% de DMSO. Se dejaron las

muestras por una hora a 4°C.
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Posteriormente se procedié a sumergir las muestras en la cuba de corrida
electroforética horizontal, en presencia de buffer de electroforesis (10N de
NaOH, y 200mM de EDTA). La corrida se realiz6 a una intensidad de corriente
fija de 300mA y un tiempo de 20 minutos. Previo inicio de la electroforesis, las
muestras se dejaron reposar en el buffer de corrida por 20 minutos para que el

buffer se homogeinice en todas las capas de agarosa.
Finalizada la corrida se realizaron lavados con buffer de neutralizacion.

Para la cuantificacion se procedié a analizar la longitud de cola de los
cometas, y la intensidad Iiminica de las colas de 100 nucleos por muestra.

Para esto se utilizé el programa comercial CASP de CaspLab.

6.4.6 Citometria de flujo

Para evaluar en alguna medida el mecanismo de muerte celular, se opt6 por

tefiir células tratadas con Cr(phen)s®*

con los siguientes colorantes: 7AAD,
Anexina V yTMRE. Cada uno de estos colorantes permite identificar algun tipo
de dafio en particular y por ende permite intentar dilucidar el tipo de
mecanismo de muerte celular que genera la presencia del estado excitado del

Cr(phen)s*

El 7AAD es un colorante llamado 7-aminoactinomicina D que tiene una alta
afinidad por las zonas G y D del ADN convirtiéndolo asi en un excelente
marcador (Figura 6.2). La anexina V es una proteina de unos 35-36 kDa que
se une especificamente a la fosfatidilserina, y puede marcarse con facilidad con
varios colorantes. Durante la primera fase de la apoptosis, la fosfatidilserina se
trasloca desde la cara citoplasmética de la membrana a la cara externa. El uso
de este colorante se basa en este fendbmeno. Ambas técnicas se utilizan de
modo conjunto para lograr una distincion positiva entre células apoptoticas y

necroticas.
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Figura 6.2 Estructura molecular del 7-aminoactinomicina D

Por otra parte se utilizé en conjunto con estos dos colorantes el TMRE (del
inglés, TetraMethylRhodamine, Ethyl Ester) que nos permite observar cambios
en el potencial de membrana mitocondrial. Este potencial es un parametro de
la funcién mitocondrial y un indicador de muerte celular. El colapso de este
potencial coincide con la apertura de los poros mitocondriales, dando lugar a la
liberacion de citocromo C en el citosol, lo que a su vez desencadena eventos

en la cascada apoptética.

Como control positivo se utilizaron concentraciones al 10% de DMSO,

mientras que como control negativo se utilizé6 medio de cultivo.

6.4.7 Fotodlisis

El método para fotolizar los cultivos celulares se puso a punto a lo largo del
desarrollo de la tesis. Inicialmente se utilizé un sistema de 5 LEDs dispuestos
de manera homogénea sobre una plataforma de plastico, también se intentd

realizar la fotolisis con un laser a 405nm, y por ultimo el sistema que se
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encontr6 mas eficiente fue el de un sistema de 24 LEDs que permitia una

fotdlisis mas homogénea y de tiempos mas cortos.
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6.5 Resultados y discusion

6.5.1 Efectos fotodinamicos

Se muestran y discuten los resultados del proceso fotodinAmico que ocurre
cuando un Cr(phen)s*" se encuentra en medio celular. Inicialmente se discuten
los procesos relacionados con la viabilidad celular y luego el proceso que

ocurre a nivel nuclear.

6.5.1.1 Efectos fotodinamicos sobre la viabilidad celular

Los ensayos de MTT nos permiten graficar absorbancia en funcion de alguna
variable a ser estudiada (tiempo de fotdlisis, concentracién de complejo, etc).
Los valores de absorbancia guardan una relacion lineal con la cantidad de

células viables presentes.

La figura 6.3 muestra la relacion entre la viabilidad celular y la concentracion
de complejo metalico. Como podemos observar a mayor concentracion de
Cr(phen)s** menor es la viabilidad celular. A su vez cuando el mismo sistema
en estudio se encuentra fotolizado, observamos la misma tendencia, pero con

valores de viabilidad celular menores.

Por encima de los 5uM se puede observar un efecto notable del dafio toxico
del estado excitado del complejo a las células. Con anterioridad, en modelos
biolégicos menos complejos, se habia demostrado que los estados excitados
de la familia de complejos de Cr(lll) tienen la capacidad de degradar ADN
plasmidico y sistemas proteicos. Por este motivo es de esperar que, a nivel

celular, exista un dafio generado por el estado excitado doblete del Cr(phen)s*",
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generado por cruce entre sistemas (intersystem crossing), luego de la

excitacion a un cuadruplete®.

—Hl— Ausencia de irradiacion
—@—Irradiacién (30 min)

——

Viabilidad relativa

0’65 v L] M I v L] v | v I v L] M I
0 10 20 30 40 50 60 70

[Cr(phen),]"(um)

Figura 6.3 Graficos de viabilidad relativa de la linea celular MDA-MB-231 en funcion de la
concentracion de Cr(phen)33+ a oscuras (negro) y en presencia irradiacion (rojo). La irradiacion

se llevé a cabo con LED visible durante un tiempo de 30 minutos.

Por otra parte, al analizar la figura 6.4 podemos deducir que la irradiacion
sola, per se, no provoca cambios en la viabilidad celular ya que la ausencia de
complejo no modifica considerablemente los valores de Absorbancia. En tanto,
en presencia del complejo, se puede observar como a medida que aumenta el
tiempo de irradiacion, disminuye la absorbancia, valor que mide la viabilidad
celular de una determinada muestra. Esto también ya se ha observado para

otros fotosensibilizadores.

¢ Para mayor informacion sobre la fotofisica de los complejos de Cr(lll), referirse al capitulo 1

“Aspectos tedricos y generales”
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Figura 6.4 Graficos de absorbancia (viabilidad celular) de las MDA-MB-231 en funcion de

distintos tiempos de fotdlisis. Concentracion de Cr(phen);** fue de 50 pM.

Es importante considerar que se eligid6 una concentracion de 50uM de
complejo, que a pesar de que genera dafio en ausencia de luz, nos permite
obtener valores de viabilidad bien variables con el tiempo de irradiacion.
Pensando en un tratamiento fotodinamico, l6gicamente, se debieran buscar
concentraciones de fotosensibilizador que en su estado basal no generen dafio

celular.

6.5.1.2 Efectos fotodinamicos sobre el ndcleo

Entender qué ocurre con el nucleo de una célula, cuando éste es tratado
con una droga en particular, es una herramienta valiosa para empezar a

comprender el mecanismo de accion de la droga.
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En la figura 6.5, podemos observar lo que ocurre con el nlcleo cuando este
se encuentra fotolizado y previamente incubado con 50uM de complejo de
Cr(lll). A su vez se muestran los controles negativos de nucleos sin complejo y
en ausencia de irradiacion; ndcleos con complejo y en ausencia de irradiacion;

y ndcleos sin complejo y en presencia de irradiacion.

Sin irradiacion Con irradiacion

:;)/'\m

(s

()}

L

o
=
@)

£

N

3+
3

Con Cr(phen)

Figura 6.5 Imagenes de nucleos de células MDA-MB-231 tefiidos con HOESCHT. La

concentracién de Cr(phen)33+ fue de 50 pM.

Solo aquellas células que han sido tratadas con complejo y con luz,
presentan cambios en la morfologia nuclear. Esto no quiere decir que nuestros
complejos sean necesariamente genotoxicos, sino que por algin mecanismo,
cuando ocurre la muerte celular se disparan procesos que modifican la
estructura nuclear. Para indagar sobre esto, se dispusieron a hacer ensayos
de genotoxicidad utilizando el ensayo COMETA.
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6.5.2 Estudios genotoxicos (Ensayo COMETA)

Para determinar el dafio genotéxico del Cr(phen)s** en CHO-K1, se
determinaron dos parametros luego de realizar el ensayo cometa. A cada
nucleo, se procedié a medirle el porcentaje de ADN degradado y la distancia de

la cola del cometa, ambos determinados con el programa CASP.

30
25
i [ Longitudes de cola
S 20 N de cometa
S (unidades arbitrarias)
o=
8 15 B mayores a 150
= entre 50a 150
T 10 "
c
8 !
5
o N |

Blanco 2 horas 18 horas

Figura 6.6 Graficos de cantidad de nucleos dafiados a diferentes tiempos de exposicion a 50
UM de Cr(phen)s*".

Se analizaron mas de 100 nucleos por muestra, a dos tiempos de
exposicion (2 horas y 18 horas). Como podemos observar en las figura 6.6
existe un aumento en la longitud de la cola del cometa a medida que aumenta
el tiempo de exposicion de las células al complejo metalico. Fragmentos
pequefios tienen la particularidad de migrar a través del gel de agarosa mucho
mas rapido que fragmentos mayores. En este sentido, la longitud de la cola es
una medida del dafio nuclear puesto que, a mayor longitud de cola, mayor
cantidad de fragmentos pequefios formados hay.
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El aumento en la cantidad de nucleos dafiados en funciéon del tiempo de
exposicion, es un claro indicio de que el complejo esta generando dafio
genotoxico. Para ello el complejo debe ser capaz de llegar a estar en contacto

directo con el material genético nuclear.

A mayores tiempos de exposicion existe un aumento de la cantidad de
nucleos dafados con mayores longitudes (150 u.a.). Esto indica que el tipo de
dafio es mas agresivo a medida que el sistema bioldgico se encuentra mas

expuesto al complejo.

Otra manera de evaluar el ensayo cometa es a través del analisis del % de
ADN degradado, pero observamos que el analisis de la longitud de las colas

fue mucho mas preciso.

6.5.3 Mecanismo de muerte celular

Determinar el tipo de mecanismo de muerte celular es un proceso
complicado, pero sumamente necesario pensando en el disefio de nuevos
farmacos. A través de numerosos modelos y vias moleculares propuestas

podriamos clasificar los tipos de muerte celular en:
e Apoptosis (0 muerte celular programada)
e Necrosis y Oncosis
e Autofagia
e Piroptdsis
e Paraptésis
e Catastrofe mitotica

Cada mecanismo activa vias moleculares diferentes, que pueden ser marcadas

con diferentes fluoréforos y seguidas asi por citometria de flujo.
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Los estudios realizados en células MDA-MB-231 no fueron concluyentes
para determinar un mecanismo de muerte celular frente a un tratamiento de
Cr(phen)s*" y posterior irradiacién. Sin embargo si se pudo determinar que en
presencia del tratamiento no hay marcador de ANexina-V, por lo que no

estariamos en presencia de un proceso apoptotico. (Figura 6.7)

La citometria de flujo muestra histogramas con distintas poblaciones
(expresadas en porcentajes) de cantidades de células marcadas con distintos
fluoréforos. En la Figura 6.7 observamos dos poblaciones de células marcadas

(derecha de cada grafico) y no (izquierda de cada grafico) con Anexina-V.
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Figura 6.7 Histogramas de marcacion con Anexina-V. a. Control negativo (RPMI). b. Control
positivo (DMSOQO). c. Tratamiento con Cr(phen)33+d. Irradiacién (30 minutos). e. Tratamiento

Cr(phen)33+ y posterior irradiacion (30 minutos).

Como se puede observar, solo en presencia de DMSO (Figura 6.7 b) se
observa la presencia de un porcentaje de células marcadas con Anexina-V
(29,9%), mientras que ni en el control negativo con RPMI (Figura 6.7 a), ni en
presencia de complejo metélico (Figura 6.7 c), ni en presencia de luz (Figura

6.7 d), ni en presencia de complejo en su estado excitado (Figura 6.7 e) se
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observa un porcentaje de Anexina-V significativo que nos indique la presencia

de un mecanismo apoptético.
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6.6 Conclusiones parciales

En el presente capitulo se exhibieron los resultados sobre la citotoxicidad y
genotoxicidad del Cr(phen);*" en las lineas celulares MDA-MB-231 y en las
CHO-K1. Es un primer reporte sobre los efectos fotodinamicos de este
complejo, y a pesar de que restan numerosos experimentos por hacer, estos
resultados abren un nuevo camino como linea de investigacion. Existen varios
trabajos que muestran la capacidad del estado excitado de dicho complejo para
generar daflo en ADN, sin embargo este trabajo de tesis es el primer trabajo en
gue se demuestra que tal efecto fototoxico puede ser trasladable a sistemas

biolégicos mas complejos como es un cultivo celular.

Los estudios de viabilidad celular muestran que existe una disminucion en la
viabilidad celular cuando el sistema es irradiado a cuando el sistema
permanece en ausencia de luz. En este sentido los complejos de Cr(lll) se
acercan mas al potencial uso como fotosensibilizadores para la PDT. A pesar
de que faltan numerosos ensayos para proponerlos como candidatos clinicos
para el tratamiento fotodindmico, estos experimentos de viabilidad en lineas

celulares son claves para continuar con el estudio de los complejos.

A su vez se observd dafio en el nucleo celular, solo cuando existe
tratamiento del complejo metéalico en cuestiéon sumado a una irradiacion de 30
minutos. Luego de que el estado excitado genere dafio a nivel celular, se va a
generar una cascada de eventos, dentro de los cuales puede encontrarse un
cambio en la morfologia del nucleo. Por este motivo, el hecho de que hayamos
observado cambios en el ndcleo, no implica necesariamente que el

fotosensibilizador este actuando directamente en el.

A su vez se llevaron a cabo experiencias de viabilidad celular utilizando a
la Transferrina como posible carrier del Cr(phen)g3+ (Para mas informacién al
respecto ver Capitulo 5). Sin embargo no se pudieron observar diferencias

utilizando esta proteina como macromolécula transportadora, ya que en cultivo
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celular, existes factores cinéticos que imposibilitaron realizar dicho
experimento. En los estudios de Lilge et al. tampoco se pueden determinar
diferencias de viabilidad celular utilizando complejos de Ru(ll) con la

Transferrina debido a factores cinéticos.

Los estudios COMETA demostraron que existe dafio genotoxico
dependiente del tiempo en lineas celulares. Es decir que el complejo tiene
capacidad de interaccionar con el ADN, tal como se propuso en estudios
biofisicos con plasmidos.

Cabe aclarar que por mas que un compuesto presente signos de
genotoxicidad en lineas celulares, no indica que necesariamente en un
organismo mas complejo (tejido u animal), el mismo compuesto en las mismas
concentraciones vaya a presentar dafio genotéxico en el organismo. Esto se
debe a que en sistemas mas complejos, el organismo tiene posibilidad de

metabolizar y eliminar el compuesto a través de diferentes vias.

A su vez, el ingreso del complejo al interior celular se ha dado a través de
un proceso de permeabilidad a través de la membrana. Este mecanismo de
ingreso puede variar en un organismo mas complejo, donde existen proteinas u
otras moléculas que pueden colaborar y favorecer el ingreso (incluso de
manera selectiva) del complejo al interior celular. Una via de ingreso diferente
podria generar que el complejo se aloje en otra organela de la célula, evitando
asi el dafio genotoxico.

Por otra parte, un profundo estudio de la genotoxicidad de los complejos de
cromo (que no se abordan en la presente tesis) implicaria variar los tiempos de
exposicion del cultivo al complejo, las concentraciones de complejo, cotejar los

resultados con otras técnicas, etc.

A pesar de no poder determinar cual es, en profundidad, el mecanismo de
muerte celular, pudimos encontrar que al no haber expresion de fosfatidilserina
en la superficie celular, el mecanismo no seria un proceso comun de apoptosis.
Pensando en un tratamiento terapéutico, lo ideal es que el mecanismo de

muerte celular sea un proceso apoptético, para que el organismo pueda
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asimilar los restos celulares como si fuera un proceso de muerte programado.
A pesar de este resultado, existen vias de ingreso del fotofarmaco al interior

celular que podrian generar un mecanismo de muerte apoptotico.
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Conclusiones generales

Capitulo 7
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7.1 Resumen

A modo de cierre general de la presente tesis en el siguiente capitulo se
presentan las conclusiones mas relevantes de la tesis. A su vez se presentan
brevemente, propuestas de lineamientos a futuro que pudieran derivar de la

presente tesis.
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7.2 Conclusiones generales

A modo de consideracion final, se han presentado en esta presente tesis
estudios fotoquimicos y biofisicos de los complejos de Cr(lll), identificando su
estado basal de su estado excitado doblete (°Ti/’E). A lo largo de dos
capitulos se estudia la interaccién de estos complejos metélicos de Cr(lll) con
proteinas de transporte, estudiando en un primer caso un transporte especifico
(Transferrina) y en un segundo caso, un transporte inespecifico (BSA y HSA).
A su vez se estudio la capacidad foto-oxidativa de los complejos metalicos para

oxidar proteinas.

En un siguiente paso se estudié un sistema mas complejo (cultivo celular)
en presencia de distintas concentraciones de Cr(phen)s®*" . Estos estudios se
llevaron a cabo tanto estudiando el estado basal, como el estado excitado del

complejo.

Por ultimo se, en el marco de un estudio fisicoquimico, se analizaron
sistemas coloidales de nanoparticulas a los fines de sintetizar potenciales
agregados estables de tamafio nanométrico que pudieran servir como agentes
fototérmicos capaces de ser eficaces en tratamientos o diagndsticos
neoplasicos.

Sobre la base de lo expuesto en el desarrollo de la presente tesis, se puede

concluir:

El Cr(phen)s** podria ser transportado al interior de una célula tumoral de
manera especifica a través de la Transferrina, debido a los resultados biofisicos

presentados en la presente tesis.

Los complejos de Cr(lll) podrian ser transportados por la BSA y la HSA de
manera inespecifica. El sustituyente presente en la fenantrolina no modifica
exacerbadamente las constantes de asociacion, entendiendo asi que el
proceso se encuentra gobernado, en parte, por una componente electrostatica

debido a la carga +3 de los complejos.
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El estado excitado de los complejos de Cr(lll) tiene la capacidad de generar

dafio oxidativo en las estructuras proteicas.

El estado excitado del Cr(phen)s** tiene la capacidad de generar dafio
celular, disminuyendo la viabilidad de un cultivo celular. A pesar de que no se
elucido el mecanismo de muerte celular se demostré que el nacleo sufre dafio
solo en presencia de complejo y de luz, y que el mecanismo de muerte no es

un proceso de apoptosis simple.

Por dltimo, los complejos de Ru(ll) tienen la capacidad de generar
nanoagregados pequefios estables. A estadios largos se forman
nanoestructuras largas en forma de cadenas. La emision de los complejos se
ve afectada en presencia de nanoparticulas de oro. La formacion de estos
nanoagregados estables puede ser un puntapié inicial al disefio de nuevas

estructuras con un potencial importante en el area de los estudios fototérmicos.

Es claro que aun restan numerosos estudios para considerar a los
complejos de Cr(lll) como potenciales agentes fotosensibilizadores en la PDT,
sin embargo consideramos que los resultados arrojados por la presente tesis
son una herramienta clave e importante que contribuye al desarrollo de esta

novedosa terapia anti-neoplasica.
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7.3 Lineamientos a futuro derivados de la presente

tesis

Por todo lo antedicho, la tesis presentada abre nuevos caminos
considerando el diagnostico y la terapia contra lesiones neoplasicas. Entre

estos, podemos mencionar:

e Disefio de nanosistemas optoacusticos (agregados metalicos estables)
capaces de amplificar sefiales sonoras, para el diagnéstico de
neoplasias, utilizando microscopia optoacustica.

e Utilizacion de la Transferrina en estudios in vivo para evaluar la
efectividad del uso de esta proteina como un agente transportador
especifico a células tumorales.

e Estudio de la familia completa de complejos de Cr(lll) a los fines de
elucidar si el sustituyente tiene algun efecto positivo sobre el proceso

fotodinamico.
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