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Lista de Abreviaciones

CB[7]
HSA
PDT
PS
ROS
BSA
DMF
DIPEA
Pyr
Trp
Ksv
HelLa
MC
102

Cucurbit[7]urilo

Albumina de suero humano
Terapia fotodinamica del cancer
Fotosensibilizador

Especies reactivas de oxigeno
Albumina de suero bovino
Dimetilformamida
N,N,-diisopropiletilamina

piridina

Triptéfano

Constante de Stern-Volmer

Linea celular de carcinoma de utero
Medio completo para crecimiento celular
Oxigeno singlete



indice de Contenidos

INAICE D FIGUIAS ...ttt eteaneas v
INCICE 08 TADIAS. ......eiveveeeceecee ettt ettt ete e eee e, Xi
INAICE A& ESQUEMAS ...ttt ettt Xii
RESUMEN ...t e e e e e e Xiii
ADSTIACT. ...t eeeaerae Xiv
Capitulo 1. INTrOAUCCION ......coeiiiiiiiie e 1
1.1. Generalidades del CANCET ............uuuuuiviiiiiiiiiiiiiiiiiire.. 2
1.2. Terapia Fotodindmica del CANCEr............oooiiiiiiiiiieee e 3
1.3. OXigEN0 SINGIELE .....eviiiiiieeie e 5
1.4, FOtOSENSIDIZAJOIES ......ccoeeeeeeece e 6
T V(0| o (= 011 o [ = S 7
1.6. Aspectos relevantes de la Terapia Fotodinamica del Cancer............... 8
1.7. La Albumina de suero humano y el transporte de farmacos................. 9
1.9. Complejos BiosupramoleCulares ................euuuveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinninnnns 14
1.10. Hipdtesis del Trabajo............ceeiiiieiiiiiicee e 15

3 I o = 110 1 USSP 16
ODbJetiVO gENETAL .......ccceeeeeei e 16
Objetivos €SPECITICOS .....cuvvuiiii e e 16
Capitulo II. Parte EXperimental ..............ooooviiiiiiiii e 17
2.1, REACHIVOS ..ot 18
2.2. Sintesis y purificacion del CB[7] ......covvvviiiiiiiie e, 18
2.3. Sintesis de los derivados de azul de toluidina: .............ccooeeeeeeeeeeeee. 19
2.3.1. Sintesis del derivado del &cido caproico ...........ccceeeveeeeeeeeeeninnnnnnn. 19
2.3.2. Sintesis del derivado de &cido miriStiCO ..........cceeeveeeeeieeeeeeieeeeee. 19
2.4. Espectrometria UHPLC-MS/MS ... 20
2.5. Preparacion de las soluciones StOCK..........ccooeevvveveeiiiiiiiiie e, 21

2.6. Determinacion de la formacion de los complejos de inclusion del TBO*
y sus derivados con el CB[7] y los aductos con HSA ...........coocevviiiieneennnn, 21



2.7. Determinacion de las constantes de asociacion con el CB[7] ............ 21

2.8. Determinacion de las constantes de asociacion con la HSA .............. 22
2.9. Tiempos de vida de fluorescencia ..........ccceeeeeeeieiieiiiiiiiiiee e, 23
2.10. Determinacion de las constantes de asociacion por Calorimetria de

TitUlACION ISOtEIMICA.......cce e e 24
2.11. Irradiacion de las muestras en SoluCION............cccoeeeeeeiieeiee e 24
2.12. Determinacion de oxigeno Singlete........ccoovveeviviiieiiiiiiiee e, 24
2.13. Mediciones del estado excitado triplete..........ccoeeeeieii 25
2.14. Estudios computacionales para el TBO* y los derivados TBO*-C6 y

L2 L O R PUTSOPP 25
2.15. Estudios computacionales para el TBOT@CBI[7].........eeeeveeeeeeeeennn. 26

2.16. Estudios computacionales de Acoplamiento Molecular Inducido
(Docking) para el TBO*-C14@CBJ[7], TBO*-C14:HSA, TBO™-

ClA4@CB[7]:HSA, TBO™ -COB@CB[7] . uvrrerreeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeseiiiiirereeeeeeannnnns 28
2.17. Cultivos celulares y ensayos de viabilidad celular ..............cc........... 29
2.18. Determinacion de la toxicidad €n 0SCUI0 ..........cooeveeeeieiiiiiieieeeeeeeee, 29
2.19. Estudios de incorporacion celular................cccoevvvviiiiiie e, 30
2.20. Estudios de tincidn con DAPL........ccooooiiiiii, 31
2.21. Estudios de co-localizacion celular..............ccccoeeeeiii e 32
2.21.1 Estudios co-localizacion celular Mitopainter blue y Syto 9 .......... 32
2.21.2. Estudios co-localizacion celular WGA-Alexa 350y Syto 9.......... 33
2.22. Estudios de microscopia de fluorescencia.........ccccccoeeeuvviiieeeieeennnns 34
2.23. Estudios de irradiacion de los cultivos celulares.............cccccceeeeeenne. 34
Capitulo 11l. Resultados Y DISCUSION ........ccoieiiiiiiiiiiiiiieeeee e 36
3.1. Sintesis de [0S derivadosS.........ccoooeeeeei i 37
3.2. Propiedades Fotofisicas y Fotoquimicas de los derivados.................. 39
3.2.1. Espectros de absorcion y emision de fluorescencia..................... 39
3.2.2. Fluorescencia Resuelta en el Tiempo ........cccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 40
3.2.3. Tiempo de vida del estado excitado triplete y generacion de
OXIgenO SINGIETE .......cooiiiiiiiii 41
3.3. Estudios de Fotodegradacion del TBO™ ..........cccovvvvviiiiiieieeeeeeeeiinnn 42



3.3.1. Fotodegradacion en solucién amortiguadora de fosfato de pH 7. 50

3.4. Caracterizacion de los Complejos de Inclusion del TBO™* y sus

EINMVATOS ... 53
3.4.1. Propiedades Fotofisicas de los derivados y sus complejos.......... 53
3.4.2. Estudios de Fluorescencia Resuelta en el Tiempo...........ccc......... 56
3.4.3. Estudios de las Propiedades Fotoquimicas...........ccccvvvvvvvneneeennn. 57
3.4.4. Resumen de las Propiedades Fotofisicas y Fotoquimicas del
TBO™, TBO*-CB Y TBO™CLA......oiiiiiiiiiee et e e e 59
3.4.5. Determinacién de la constante de formacion de los complejos de
o [N S o T g oo o T4 =1 |4 U 62
3.4.6. Estudios Teoricos y de Acoplamiento Molecular Inducido............ 65

3.5. Aductos Fotosensibilizador-Proteina ...........cccocoeeeeei e 67

3.6. Determinacién del Sitio de Union del Fotosensibilizador a la HSA..... 70
3.7. Complejos Biosupramoleculares ............cccooeeieeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 74
3.8. Estudios de Acoplamiento Molecular Inducido ..........ccccooeeevivviiiiinnnnnn. 77

3.9. Estudios de Asociacion por Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

3.10. Comparacion de las constantes de asociacion obtenidas por medio
de las técnicas de fluorescenciay por ITC. ....ccoooeeeiiiiiiiiiiiiiii e, 84

3.11. Estudios de toxicidad en oscuro en células HelLa cultivas in vitro. ... 87

3.12. Estudios de Microscopia de Fluorescencia en células HelLa cultivadas
1 7o 87

3.12.1 Tincién con DAPlI de células HeLa ........covveeeieieeeeeee, 87

3.13. Incorporacion de los fotosensibilizadores por los diferentes sistemas
(o L= =T 1] 010 ] (= PP 97

3.14. Estudio del efecto fototoxico de los fotosensibilizadores en los
diferentes sistemas de transporte en células HelLa cultivadas in vitro....... 99

3.15. Incorporacion de los fotosensibilizadores versus efecto fototdxico de
los fotosensibilizadores en los diferentes sistemas de transporte en células

HeLa cultivadas in VItrO...........oiiiiiiiii e 111
Capitulo IV. CONCIUSIONES..........cvuiiie e 115
5. BIblOgrafia.........couuuiiiiie s 118






indice de Figuras

Figura 1. Estructura quimica del Azul de Toluidina (TBO™).........coocviiviveeeenn. 8

Figura 2. Estructura cristalografica de la HSA. Se presenta los sub-dominio I,
I, 111, sitios Sudlow | y Il y los sitios de union del acido miristico.[44]............ 11

Figura 3. Cucurbit[n]urilos. Las dimensiones son: (a) ancho externo 13.1-20.0
A, (b) ancho de cavidad 4.4-11.7 A, (c) ancho del portal 2.4-10.0 A y (d) altura
9.1 ALLBL] et 12

Figura 4. Espectro de absorcion normalizado de TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14
en acetonitrilo (rojo, Amax 626 nm), (negro, Amax 547 nm) y (verde, Amax 548 nm)
respectivamente (izquierda). Espectro de emision de fluorescencia
normalizado excitando al maximo de absorbancia de cada fotosensibilizador
(TBO*, rojo, Aex 626 NM, Amax 658 nm), (TBO*-C6, negro, Aex 547 nM, Amax 622
nm) y (TBO*-C14, verde, Aex 548 nm, Amax 627 nm) respectivamente en las
mismas condiciones experimentales (derecha). ..........ccccccvvviiiiiiieiiiiiiiiiinnnnn. 40

Figura 5. Espectro de absorcion del TBO* en acetonitrilo irradiado durante tres
horas. La linea roja representa el espectro del TBO* a tiempo cero con un
maximo de absorcion de 626 nm en acetonitrilo. .............cccuvveeeeeieeeiiiiiiinnnee. 43

Figura 6. Estructura quimica y masa calculada para el TBO™.............cce..... 44

Figura 7. Espectrometria de masas del TBO* en acetonitrilo control en oscuro.
...................................................................................................................... 45

Figura 8. Estructura quimica y masa calculada para el fotoproducto del TBO*
a una hora de irradiaCiOn. ............ccccuuuuiuuuiiiiii 45

Figura 9. Espectrometria de masas del TBO* en acetonitrilo después de una
hora de irradiaCiON. ..............uueuiuuiiiiiiiiiii e 46

Figura 10. Estructura quimica y masa calculada para el fotoproducto del TBO*
atres horas de irradiacCion. ..........cccoooeeeiiiiiiiiiiie e 46

Figura 11. Estructura quimica y masa calculada para el fotoproducto
oxigenado del TBO* generado durante la irradiacion. ............ccccccuvvveeeennnnn. 47

Figura 12. Espectrometria de masas del TBO* en acetonitrilo después de tres
horas de IrradiaCiOoN. ...............uuuueueiuiiiiiiieiiii e reeaeeennne 47


file:///C:/Users/Biosupra/Dropbox/Jose%20Robinson/Archivos_para_Denis/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_03122018/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_José%20Luis%20Robinson%20Duggon_v17.docx%23_Toc531866659
file:///C:/Users/Biosupra/Dropbox/Jose%20Robinson/Archivos_para_Denis/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_03122018/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_José%20Luis%20Robinson%20Duggon_v17.docx%23_Toc531866659
file:///C:/Users/Biosupra/Dropbox/Jose%20Robinson/Archivos_para_Denis/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_03122018/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_José%20Luis%20Robinson%20Duggon_v17.docx%23_Toc531866660
file:///C:/Users/Biosupra/Dropbox/Jose%20Robinson/Archivos_para_Denis/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_03122018/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_José%20Luis%20Robinson%20Duggon_v17.docx%23_Toc531866660
file:///C:/Users/Biosupra/Dropbox/Jose%20Robinson/Archivos_para_Denis/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_03122018/Borrador%20de%20Tesis%20Doctoral_José%20Luis%20Robinson%20Duggon_v17.docx%23_Toc531866660

Figura 13. Espectro de absorcion del TBO* en acetonitrilo irradiado durante
cinco horas. La linea azul representa el TBO* a tiempo cero y la linea roja el
TBO* después de cinco horas de irradiacion..............cccceeeeviieeiieeieiicccceeeeee, 48

Figura 14. Espectrometria de masas del TBO* en acetonitrilo después de
CiNCO horas de irradiaCion. ..............uuuuumuumiiiiiiiiiiii e 49

Figura 15. Cinética de la fotodegradacion del TBO* irradiado en acetonitrilo
durante 230 minutos. Circulos rojos representa la cinética de fotodegradacion
a 595 nm, cuadrados azules a 610 nm y circulos verdes sin rellenar a 650 nm.
...................................................................................................................... 50

Figura 16. Espectro de absorcion del TBO* en solucion amortiguadora 0.1 M
pH = 7 e irradiadas durante treS horas..............uueeiiiieiiieeeeiiiiiin e 51

Figura 17. Espectrometria de masas del TBO™* en solucion amortiguadora de
fosfato 0.1 M pH = 7 e irradiadas durante tres horas. ..........ccccccceeeieeeeeeeenenns 52

Figura 18. Cinética de la fotodegradacion del TBO* irradiado durante 230
minutos en solucion amortiguadora de fosfato 0.1 M pH = 7. Circulos rojos
representan la cinética de fotodegradacion a 609 nm y circulos verdes sin
rellenar Verdes @ 650 NIM. ......uuiuuiuieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeer e 53

Figura 19. Espectro de Absorcion de TBO* (4 uM) en solucion amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato en ausencia (rojo, Amax 636 nm), en presencia de
CB[7] 50 pM (azul, Amax 631 nm)(izquierda). Espectro de emision de
fluorescencia excitado a 620 nm en ausencia (rojo, Amax 670 nm) y presencia
CB[7] (azul, Amax 655 nm) en las mismas condiciones experimentales
(0 =TTl =) R 54

Figura 20. Espectro de absorcién de TBO*-C6 en solucion amortiguadora (pH
= 7) 10 mM de fosfato en ausencia (negro, Amax 604 nm) y en presencia de
CB[7] 50 uM (morado) (izquierda). Espectro de emision de fluorescencia
excitado a 610 nm en ausencia (negro, Amax 645 nm) y presencia CB[7]
(morado) en las mismas condiciones experimentales (derecha). ................. 55

Figura 21. Espectro de absorcion Normalizado de TBO*-C14 en solucion
amortiguadora (pH = 7) 10 mM de fosfato en ausencia (verde, Amax 609 nm) y
en presencia de CB[7] 50 uyM (anaranjado, Amax 613 nm) (izquierda). Espectro
de emision de fluorescencia excitado a 610 nm en ausencia (verde, Amax 651
nm) y presencia CB[7] excitado a 620 nm (anaranjado, Amax 652 nm) en las
mismas condiciones experimentales (derecha). ...........ccccvvvevviiiiiiiiiiniininnnns 55

Figura 22. Fluorescencia normalizada para el ABMA (1.6 yM) a 412 nm
cuando se irradia con TBO* (4 uM) en la ausencia de CB[n]s (circulos rojos),
en presencia de 50 uM CBJ7] (cuadrados morados). Cuando se irradia con

Vi



TBO*-C14 (4 uM) en la ausencia de CBJn]s (cuadrados azules) y en presencia
de 50 uM CBJ[7] (cruces grises) en solucion amortiguadora 10 mM de fosfato
pH 7.0. Las muestras fueron irradiadas en el maximo de absorcion con igual
1101 0151 F= Lo 1SR 58

Figura 23. Isoterma de union del TBO* 2 uM en solucion amortiguadora (pH =
7) 10 mM de fosfato y su curva de union a CBJ[7] (0-30 uM), excitando a 620
nm y recolectando 10S datos a 655 NM. ............euuiiiiiiiiiiiiiiiiis 64

Figura 24. Isoterma de union del TBO*-C6 2 yM en solucion amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de union a CBJ[7] (0-30 uM), excitando a
620 nm y recolectando los datos a 655 NM. ........ccccceeevviiiiieiiiiineece e, 64

Figura 25. Isoterma de union del TBO*-C14 2 uM en solucién amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de union a CBJ[7] (0-30 uM), excitando a
620 nm y recolectando l0s datos a 655 NM. .........coovviiiiiiiii e 65

Figura 26. Estructura molecular optimizada del sistema TBO*-CB[7]. Dos
conformaciones fueron analizadas (1 y 2). Las lineas verdes representan las
interacciones de puentes de hidrogeno. Las distancias estan en angstroms (A).
Cddigo de colores: Blanco (H); gris (C), azul (N), amarillo (S)......cccccceeerrnee 66

Figura 27. Estructura optimizada del complejo de inclusién TBO*-C6@CBJ7].
Dos conformaciones energéticamente posibles A y B fueron encontradas. . 67

Figura 28. Estructura optimizada del complejo de inclusion TBO*-C14@CBJ7].
Dos conformaciones energéticamente posibles A y B fueron encontradas. . 67

Figura 29. Isoterma de unién del TBO* 2 uM en solucion amortiguadora (pH =
7) 10 mM de fosfato y su curva de union a HSA (0-30 uM), excitando a 550 nm
y recolectando 10s datos @ 660 NM. ... 68

Figura 30. Isoterma de union del TBO*-C6 2 yM en solucion amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de union a HSA (0-30 uM), excitando a
550 nm y recolectando los datos a 660 NM. .........cccoevvvviiiiiiiieeeeeeceee e, 69

Figura 31. Isoterma de union del TBO*-C14 2 uM en solucién amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de union a HSA (0-30 uM), excitando a
550 nm y recolectando los datos a 660 NM. .........ccooeeviiiiiiieiiiiiie e, 69

Figura 32. Estudios de desplazamiento de competidores por medio de
fluorescencia de HSA 5 uM. Apagamiento de la fluorescencia intrinseca del
Trp por la warfarina (0-10 pM) (circulos rojos) excitando a 280 nm.
Desplazamiento del TBO*-C14 10 uM de HSA 5 uM por la warfarina (0-10 uM)
(cuadrados azules) excitando a 280 nm. Inserto: Desplazamiento del TBO®-
C14 10 uM de HSA 5 pM por la warfarina (0-10 uM) (circulos rojos) excitando

vii



a 550 nm. Experimentos realizados en solucion amortiguadora de fosfato 10
MM PH 7.0 e 72

Figura 33. Estudios de desplazamiento de competidores por medio de
fluorescencia de HSA 2 yM con warfarina 2 yM por TBO*-C14 (0-10 pM)
excitando a 325 nm. Experimentos realizados en solucion amortiguadora de
fosfato 10 MM PH 7.0 .o 73

Figura 34. Estudios de desplazamiento de competidores por medio de
fluorescencia del TBO*-C14 10 uM de HSA 5 uM por el 4-iodobenzoato (0-10
pUM) excitando a 280 nm. Inserto: Desplazamiento del TBO*-C14 10 pM de
HSA 5 uM por el 4-iodobenzoato (0-10 pM) excitando a 550 nm. Experimentos
realizados en solucién amortiguadora de fosfato 10 mM pH 7.0. ................. 74

Figura 35. Grafico de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia del
Trp de la HSA (5 pM) por el TBO* (0-10 uM) en ausencia (circulos rojos) y
presencia de CBJ[7] 50 uM (cuadrados azules) en solucion amortiguadora (pH
=7) 10 mM de fosfato, excitando a 280 nm y recolectando los datos a 350 nm.
...................................................................................................................... 75

Figura 36. Gréfico de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia del
Trp de la HSA (5 uM) por el TBO*-C6 (0-10 uM) en ausencia (circulos rojos) y
presencia de CBJ[7] 50 uM (cuadrados azules) en solucién amortiguadora (pH
=7) 10 mM de fosfato, excitando a 280 nm y recolectando los datos a 350 nm.
...................................................................................................................... 76

Figura 37. Gréfico de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia del
Trp de la HSA (5 uM) por el TBO*-C14 (0-10 uM) en ausencia (circulos rojos)
y presencia de CB[7] 50 uyM (cuadrados azules) en solucién amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato, excitando a 280 nm y recolectando los datos a 350
10 TS PP UPPRTRPI 76

Figura 38. Estudio de acoplamiento molecular inducido del derivado TBO*-
CldaconlaHSA (A)yel CB[7] conla HSA (B).....ccovvveiiieiiiiieeeeeeecee e, 78

Figura 39. Estudio de acoplamiento molecular inducido del complejo
DIOSUPIAMOIECUIAT........eeiiiiiiiiiiieiie e 79

Figura 40. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa
tefiidas con DAPI (canal azul) y la incorporacién de TBO* 4 uM solo y con los
diferentes sistemas de transporte (canal rojo), en presencia de CB[7] 50 uM
(TBO*@CBJ7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 pM (TBO *@CBJ[7]:HSA) y HSA 15 uM
QI ST O A o 1T L TR 89

Figura 41. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con DAPI (canal azul) y la incorporacion de TBO* 0.4 uM solo y con los

viii



diferentes sistemas de transporte (canal rojo), en presencia de CB[7] 50 uM
(TBO*@CBJ[7]), CB[7] 50 pM y HSA 15 pM (TBO *@CB[7]:HSA) y HSA 15 pM
(TBO T HSA). ittt e e e e e e e s e e e e e e e e e e snnnnenees 89

Figura 42. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con DAPI (canal azul) y la incorporacion de TBO*-C6 0.4 uM solo y con los
diferentes sistemas de transporte (canal rojo), en presencia de CB[7] 50 uM
(TBO*-C6 @CBJ[7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 uM (TBO*-C6@CBJ[7]:HSA) y HSA
15 UM (TBOM-CBIHSA). ..ciiiiie ettt ettt e e e e e 90

Figura 43. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con DAPI (canal azul) y la incorporaciéon de TBO*-C14 0.4 uM solo y con los
diferentes sistemas de transporte (canal rojo), en presencia de CB[7] 50 uM
(TBO*-C6 @CBJ[7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 pM (TBO*-C14@CB[7]:HSA) y
HSA 15 UM (TBO*-CLA:HSA). ..oeeiieeie ettt 91

Figura 44. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con DAPI (canal azul) y con SYTO 9 (canal verde). La superposicion muestra
[0S 0rganelos tEAIAOS. .....uuii e 92

Figura 45. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con WGA-Alexa 350 (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO* 0.4 uM (canal rojo) por medio del sistema de transporte de CB[7] 50 uM
y HSA 15 uM (TBO*@CBJ7]:HSA). La superposicion de los canales muestra
en morado la localizacion subcelular del TBO™..........cccvuveviiiiiiiniiiiiiiinnnns 94

Figura 46. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con Mitopainter Blue (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO* 0.4 uM (canal rojo) por medio del sistema de transporte de CB[7] 50 uM
y HSA 15 uM (TBO*@CBJ7]:HSA). La superposicion de los canales muestra
en morado la localizacion subcelular del TBO™...........ccvvvveviiiiiiiiiiiiiinnnnnns 95

Figura 47. (Izquierda) Imagenes de microscopia de fluorescencia de células
HelLa tefiidas con WGA Alexa 350 (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la
incorporacion de TBO*-C14 0.4 uM (canal rojo, arriba) y TBO*-C6 0.4 pM
(canal rojo, abajo), por medio del sistema de transporte de CB[7] 50 uM y HSA
15 uM (TBO*C14@CBJ[7]:HSA, arriba) y (TBO*C6@CBJ[7]:HSA, abajo).
(Derecha) Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con Mitopainter Blue (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO*-C14 0.4 uM (canal rojo, arriba) y TBO*C6 0.4 uM (canal rojo, abajo), por
medio del sistema de transporte de CB[7] 50 pM y HSA 15 uM
(TBO*'C14@CB[7]:HSA, arriba) y (TBO*C6@CB[7]:HSA, abajo). La
superposicion de los canales muestra en morado la localizacion subcelular del
TBO*-C14 (arriba) y TBO™-C6 (abajo). ....ccevvviieeiiiiiiieeeeiieeeeeee e, 96



Figura 48. Estudios de incorporacion del TBO* y del derivado TBO*-C14 solos
y con los diferentes sistemas de transporte a 90 minutos de incorporacion.
(Izquierda) TBO*-C14 0.4 uM solo y con los diferentes sistemas de transporte,
en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*-C14@CBjJ7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 uM
(TBO*-C14@CBJ7]:HSA) y HSA 15 uM (TBO*-C14:HSA). (Derecha) TBO* 0.4
MM solo y con los diferentes sistemas de transporte, en presencia de CB[7] 50
UM (TBO*@CB[7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 uM (TBO*@CBJ7]:HSA) y HSA 15
MM (TBOTIHSA). et e e e e e e e e e eeannnes 99

Figura 49. Estudios de fototoxicidad del TBO* solo y con los diferentes
sistemas de transporte. Los sistemas fueron incorporados durante 5 minutos
e irradiadas durante 90 minutos. Barras oscuras controles en oscuro y barras
en rojo muestras irradiadas. TBO* 0.4 uM solo y con los diferentes sistemas
de transporte, en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*@CBJ[7]), CB[7] 50 uM y
HSA 15 uM (TBO*@CBJ[7]:HSA) y HSA 15 uM (TBO*:HSA).........cccvvvueee. 101

Figura 50. Estudios de fototoxicidad del TBO* solo y con los diferentes
sistemas de transporte. Los sistemas fueron incorporados durante 90 minutos
e irradiadas durante 90 minutos. Barras oscuras controles en oscuro y barras
en rojo muestras irradiadas. TBO* 0.4 uM solo y con los diferentes sistemas
de transporte, en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*@CBJ[7]), CB[7] 50 uM y
HSA 15 uM (TBO*@CB[7]:HSA) y HSA 15 uM (TBO*:HSA).........ccce........ 103

Figura 51. Estudios de fototoxicidad del TBO*-C14 solo y con los diferentes
sistemas de transporte. Los sistemas fueron incorporados durante 90 minutos
e irradiadas durante 90 minutos. Barras oscuras controles en oscuro y barras
en rojo muestras irradiadas. TBO*-C14 0.4 uM solo y con los diferentes
sistemas de transporte, en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*-C14@CBJ7]),
CB[7] 50 uM y HSA15 uM (TBO*-C14@CBJ[7]:HSA) y HSA 15 uM (TBO*-
CLAHSA). ..ottt ettt 110

Figura 52. Estudios de fototoxicidad del TBO*-C6 solo y con los diferentes
sistemas de transporte. Los sistemas fueron incorporados durante 90 minutos
e irradiadas durante 90 minutos. Barras oscuras controles en oscuro y barras
en rojo muestras irradiadas. TBO*™-C6 0.4 pM solo y con los diferentes
sistemas de transporte, en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*-C6@CBJ[7]),
CB[7] 50 uM y HSA15 uM (TBO*-C6@CB[7]:HSA) y HSA 15 uM (TBO*-
CBIHSA) . ettt e e e e e e e e e e a 111



indice de Tablas

Tabla 1. Valores calculados de log P y log D2 para los derivados................ 38

Tabla 2. Tiempos de vida de fluorescencia para el TBO* y los derivados TBO™*-
C6 y TBO*-C14 en CH3CN bajo una atmosfera de nitrégeno. ............cc.ueeeee 40

Tabla 3. Determinacion del tiempo de vida del estado excitado triplete en
atmosfera de Argon y rendimiento cuantico de oxigeno singlete para el TBO*
TBO*-C6 y TBO*-C14 en acetonitrilo. Equilibrado a la atmésfera. ............... 42

Tabla 4. Tiempos de vida de fluorescencia para el TBO*, TBO*-C6, TBO*-C14
solos y en complejos con CB[7] en solucién amortiguadora (pH = 7) 10 mM de
110153 - Lo 1SR SPPRPPR 57

Tabla 5. Determinacion del tiempo de vida del estado excitado triplete y
rendimiento cuantico de oxigeno singlete para el TBO*y TBO*@CBJ[7]. ..... 59

Tabla 6. Resumen de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas del TBO*,
TBO'-CO Y TBOY-CLA. ...ttt e e e e e e e r e e e e e e e e anes 60

Tabla 7. Resumen de las constantes de asociacion obtenidas por
fluorescencia. Las soluciones fueron preparadas en solucion amortiguadora
(PH = 7) de fosfato 10 MIM. ......cooviiiiiii e 77

Tabla 8. Resumen de los parametros termodinamicos obtenidos por ITC. Las
soluciones fueron preparadas en solucién amortiguadora (pH = 7) de fosfato
L0 12 1 S EERUR PP 81

Tabla 9. Comparaciéon de las constantes de asociacion obtenidas para los
fotosensibilizadores con el CB[7] y HSA por medio de técnicas de
fluorescencia y por ITC. Las soluciones fueron preparadas en solucion
amortiguadora (pH = 7) de fosfato 10 MM. ..........ccoorriiiiiiiiiie e 84

Tabla 10. Resultados de toxicidad en oscuro a 24 horas de incubaciéon de
diferentes concentraciones de fotosensibilizadores en células HelLa cultivadas
T IRYZ 11 {0 FT TR UPT 87

Xi



indice de Esquemas

Esquema 1. (a) Representacion de la PDT y como el PS induce muerte celular,
(b) Diagrama de Jablonski de un PS en donde se representa su desactivacion
de estados excitados y reacciones fotoquimiCas. ...........ccceevveeeerieeeeiiiiiieneeeenn, 3

Esquema 2. Reaccion del TBO* con el acido caproico (C6) y con el acido
miristico (C14) para preparar los respectivos derivados. ..........ccccccoeeviunnnnee. 37

Xii



Resumen

En el contexto de la terapia fotodinamica del cancer, en este trabajo se
prepararon derivados hidrofébicos del fotosensibilizador azul de toluidina con
acidos grasos para incrementar su hidrofobicidad y asi aumentar su afinidad
con la proteina albumina de suero humano y de igual manera mejorar su
incorporacion a células tumorales cultivadas in vitro. La investigacion se centrd
en la caracterizacion de los complejos de inclusion del azul de toluidina y sus
derivados hidrofébicos con el macrociclo cucurbit[7]urilo (CBJ[7]), los aductos
del fotosensibilizador y sus derivados hidrofébicos con la proteina albamina de
suero humano (HSA) y los complejos biosupramoleculares constituidos de los
tres componentes. Los resultados obtenidos demuestran que la longitud de la
cadena hidrocarbonada tiene un efecto en asociacién tanto con el CB[7] como
con la HSA. Se pudo evidenciar que la encapsulacion genera mas oxigeno
singlete que las moléculas solas. Por medio de microscopia de fluorescencia
se determind la localizacién subcelular de los fotosensibilizadores y se pudo
observar que independientemente del sistema de transporte utilizado el azul
de toluidina y los derivados hidrofébicos se localizan preferentemente en las
mitocondrias y en menor medida en otros organelos como el Reticulo
Endoplasmatico y/o el Aparato de Golgi. Los experimentos de fototoxicidad en
las células tumorales cultivadas in vitro, demostraron que mientras que para el
derivado hidrofébico del azul de toluidina con acido miristico independiente del
sistema de transporte utilizado el efecto fototdxico es similar; sin embargo para
el azul de toluidina tanto el complejo biosupramolecular como el aducto de
inclusion con HSA presentaron una fototoxicidad considerablemente mas altas
gue el azul de toluidina solo y su complejo de inclusion correspondiente. Los
resultados muestran el potencial de los complejos biosupramoleculares en

terapia fotodinamica.
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Abstract

As a contribution to the research in the area of photodynamic therapy,
hydrophobic derivatives of the photosensitizer toluidine blue were prepared
with fatty acids in order to increase its hydrophobicity, and the affinity to human
serum albumin protein, as well as, the incorporation within tumor cells
cultivated in vitro. The research revolved around the characterization of the
inclusion complexes of toluidine blue and its hydrophobic derivatives with the
macrocycle cucurbit[7]uril (CB[7]), the protein adducts between the human
serum albumin (HSA) and the photosensitizer and its hydrophobic derivatives,
and the biosupramolecular assemblies constituted by the interaction of the
three components. The results reported herein demonstrated that the length of
the hydrophobic chain had an effect on the association with CB[7], as well as
with HSA. It was clear from the results that the encapsulation within CB[7]
generated more singlet oxygen. The cellular sub-localization of the
photosensitizers was determined by fluorescence microscopy, and it was
observed that regardless of the drug delivery system used, the photosensitizers
accumulated preferentially at the Mitochondria and to a lesser extent in another
organelles, such as Endoplasmic Reticulum and/or Golgi Apparatus. The
experiments of phototoxicity in the tumor cells cultivated in vitro showed that
the hydrophobic derivative prepared with myristic acid, regardless of the drug
delivery system used, the phototoxicity was similar; nevertheless, for the parent
compound toluidine blue the biosupramolecular assembly, as well as the
protein adduct with HSA showed a considerable phototoxicity when compared
with toluidine blue by itself and its corresponding inclusion complex. These
results demonstrated the potential applications of biosupramolecular

assemblies in photodynamic therapy.
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1.1. Generalidades del Cancer

El término cancer se refiere a un conjunto de enfermedades en las cuales
células anormales se dividen sin control y pueden invadir tejidos cercanos. De
igual manera, el cancer también se puede distribuir a otras partes del cuerpo
por medio de la sangre o el sistema linfatico. Esta es una enfermedad que esta
entre las principales razones de mortalidad en el mundo en donde se estima
que falleceran en el 2018 aproximadamente 9.6 millones de personas y
aproximadamente 18.1 millones de casos nuevos a nivel mundial para este
2018. Solamente en América, se estima un 21.0% de incidenciay 14.4% de la

mortalidad mundial para este afio.[1]

Se han realizado muchas inversiones para crear farmacos para el tratamiento
de esta enfermedad. Diversos grupos de investigacion trabajan alrededor del
mundo en busca de farmacos con actividad biolégica contra el céancer,
mejorando su relacion estructura-actividad. A pesar de esto, las pruebas
clinicas para los diversos tipos de farmacos que han demostrado potencial

actividad lamentablemente no han tenido el resultado 6ptimo.[2]

Ademas de lo anteriormente expuesto, otro gran problema que presentan los
agentes terapéuticos utilizados para el tratamiento sintomatico del cancer es
la resistencia que se presenta para los farmacos utilizados en la quimioterapia,
lo que también limita el tratamiento.[3] Se ha evidenciado que el cuerpo puede
presentar resistencia intrinseca o adquirida. Esto quiere decir, que en la
resistencia intrinseca, los tumores tienen factores preexistentes que hacen que
la quimioterapia sea inefectiva. En cuanto a la resistencia adquirida, ésta se
desarrolla durante el tratamiento del paciente por mutaciones durante la
misma, también como respuestas de adaptacion, tales como incrementar la
expresion del blanco terapéutico y la activacion de rutas alternas de
sefalizacion.[3, 4] Por ello es importante buscar alternativas terapéuticas en

las cuales el organismo genere menor resistencia para el tratamiento de este



conjunto de enfermedades y obtener mejores resultados para mejorar la

calidad de vida de los pacientes.

1.2. Terapia Fotodinamica del Cancer
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Esquema 1. (a) Representacion de la PDT y como el PS induce muerte celular,
(b) Diagrama de Jablonski de un PS en donde se representa su desactivacion
de estados excitados y reacciones fotoquimicas.[5]

La terapia fotodinamica del cancer (PDT por sus siglas en inglés) fue descrita
por primera vez en los inicios del 1900 y aprobada hace dos décadas como
técnica para el tratamiento de enfermedades neoplasicas y no malignas por
diversos paises europeos y por la agencia de los Estados Unidos para la
Administracion de Alimentos y Farmacos, FDA (por sus siglas en inglés US
Food and Drug Administration). Este tipo de terapia tiene la ventaja que puede

cubrir los actuales estandares clinicos para su utilizacién.[6]

La PDT consiste en la incorporacién selectiva de un fotosensibilizador (PS por
sus siglas en inglés) al tejido o célula tumoral, y la posterior irradiacion de este
fotosensibilizador con luz de energia adecuada para que penetre el tejido a la
longitud de onda de absorcion del fotosensibilizador. Con esto se generan



especies reactivas de oxigeno lo que conlleva a la muerte de las células
anormales. El mecanismo se basa en la excitacion electronica del
fotosensibilizador por la accién de la luz, éste es excitado desde su estado
basal (So) al primer estado singlete excitado (S1), luego ocurre un cruce entre
sistemas del fotosensibilizador del estado S1a un estado triplete excitado (T1),
que es desde el cual se llevan a cabo las reacciones quimicas (Esquema 1).
En la ausencia de un cruce entre sistemas (o0 bajo rendimiento cuantico del
estado triplete) el fotosensibilizador retorna a su estado basal con la emision
de luz, proceso que es denominado como fluorescencia o por procesos de
desactivacion no radiativos o conversion interna. Un buen PS para PDT
presenta un alto rendimiento cuantico de cruce entre sistemas. Es a partir de
T1 que se generan especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en
inglés), principalmente oxigeno singlete (*Oz). El oxigeno molecular (O2) en su
estado basal existe como estado triplete y al recibir la energia del
fotosensibilizador genera 'O2, proceso denominado mecanismo del Tipo Il
Cabe destacar que en el mecanismo tipo Il se regenera el PS por lo que este
mecanismo es deseado en PDT. Adicionalmente algunos fotosensibilizadores
pueden reaccionar directamente con moléculas organicas por procesos de
transferencia de carga y formar radicales, proceso que se conoce como
mecanismo del Tipo | (Esquema 1).[7] Dentro del contexto bioldgico, las
proteinas son el principal blanco del oxigeno singlete debido a la oxidacion de
aminoacidos especificos, las bases nitrogenadas del ADN y los &cidos grasos
de las membranas lo que puede llevar a la muerte celular de las células

anormales ya sea por necrosis, apoptosis o autofagia.[7, 8]



1.3. Oxigeno Singlete

El oxigeno singlete fue descubierto en 1924 pero no fue hasta después de
1963 que se intensifico su estudio cuando Khan y Kasha interpretaron la
guimioluminiscencia de la reaccion de hipoclorito-peréxidos como causa de la
generacion de oxigeno singlete.[9] El oxigeno molecular tiene dos estados
excitados singlete 4, de 95 kJ mol* (22.5 kcal mol) y 127 de 158 kJ mol*

(31.5 kcal mol') por encima del triplete basal 3%;.[10] La configuracion

electronica de estos estados se diferencia solamente por sus orbitales

moleculares t-antienlazantes.[11]

La transicion desde 4, hasta 3, esta prohibida por el espin, por lo cual *4,

O2 es una especie excitada con un tiempo de vida relativamente largo. La
segunda especie excitada de oxigeno es de corta vida debido a la transicion

permitida por el espin al estado !4,. Esta diferencia en estabilidad fue
confirmada por los tiempos de vida de Oz (*4,) y Oz (*2;) de 45 minutos y 7-

12 s en fase gaseosa[l2] y de 10%-10° y 101%-10° en solucion

respectivamente, dependiendo del solvente.[13]

Una vez formado el oxigeno singlete este puede ser desactivado por otras
especies a su estado basal por medio de una desactivacion fisica en la cual
solo se desactiva el oxigeno singlete sin generar la formacion de productos.
Otra manera, es la desactivacion quimica donde el desactivador reacciona con

el oxigeno singlete para generar nuevos productos.[11]

La produccioén fotosensibilizada de oxigeno singlete tiene mucha importancia
para las areas de fotooxidacién, dafio al ADN, terapia fotodinamica del cancer
y para la ciencia de los polimeros.[11] Como previamente fue mencionado, por
medio de la utilizacion de oxigeno molecular, luz de longitud de onda
apropiada y un fotosensibilizador que absorba y pueda transferir esa energia

para excitar el oxigeno a su estado singlete. Esta generacion fotosensibilizada



de oxigeno singlete es simple y puede controlarse, lo que explica que forma

parte de un amplio campo de investigacion.[11]

Cada molécula de fotosensibilizador tipicamente puede producir 103-10°
moléculas de Oz antes de ser degradas por fotoblanqueo por el 1Oz 0 por otros
procesos.[11] La generacion de oxigeno singlete por fotosensibilizadores se
mide por medio de su rendimiento cuantico de oxigeno singlete. El rendimiento
cuantico para la desactivacion de oxigeno se puede determinar por medio de
la consideracion de los diversos procesos fotofisicos y fotoquimicos

involucrados.[11]

1.4. Fotosensibilizadores

Los fotosensibilizadores utilizados en PDT son clasificados como del tipo
porfirinas y no porfirinas. Los fotosensibilizadores del tipo porfirina son
clasificados ademéas como de primera, segunda y tercera generacion.[14] Los
fotosensibilizadores de primera generacion incluyen el derivado de la
Hematoporfirina (HpD) y Photofrin®. Debido a problemas de fotosensibilidad
cutanea y poca penetracion de la luz requerida en el tejido, se desarrollaron
los fotosensibilizadores de segunda generacion como las ftalocianinas,
metaloporfirinas, protoporfirinas, clorinas y otros.[15] En cuanto a los
fotosensibilizadores de tercera generacion se han denominado con este
nombre a los fotosensibilizadores de segunda generacion asociados a
transportadores tales como anticuerpos y liposomas (para potenciar su
acumulacion selectiva en el tejido tumoral).[16] A pesar que los
fotosensibilizadores del tipo porfirina son los mas utilizados, también se han
realizados estudios para caracterizar y obtener fotosensibilizadores del tipo no
porfirina, como lo son las cianinas, antraciclinas, azul de metileno, azul de

toluidina y otros.[17]



Los fotosensibilizadores como pieza fundamental de la terapia fotodinamica
deben poseer caracteristicas especificas para maximizar su utilidad y
potenciar sus efectos. Entre estas caracteristicas deben: (1) tener un alto
rendimiento cuantico de formacion de oxigeno singlete; (2) alto coeficiente de
absorcion entre los 600 nm a 800 nm; (3) no presentar toxicidad en oscuro y
so6lo ser citotdxico en presencia de luz; (4) no generar metabolitos téxicos; (5)
acumularse selectivamente en el tejido tumoral y ser eliminado eficientemente;
(6) distribuirse de manera adecuada lo cual se favorece al ser anfifilico para
gue sea soluble en agua y también pueda cruzar la membrana de la célula; (7)
ser quimicamente estable y soluble para la preparacion en formulaciones
farmacéuticas inyectables; (8) ser quimicamente puro y ser sintetizado
facilmente; (9) de bajo costo y disponible de manera comercial y (10) no debe

ser agente mutagénico o cancerigeno.[18]

A la fecha se encuentran aprobado clinicamente para ser utilizados en terapia
fotodindmica para el cancer la Photofrin®, Levulan®, Metvix®, Foscan®, NPe6
y otros.[19] Actualmente, se continua investigando arduamente para obtener
un fotosensibilizador con las caracteristicas ideales, pero todavia no se ha

podido lograr.[20]

1.5. Azul de Toluidina

El azul de toluidina (TBO*) es un colorante organico catiénico de la familia de
las fenotiazinas (ver figura 1). Se ha reportado que una vez irradiado puede
erradicar varios agentes microbianos in vitro.[21-23] También se ha
demostrado que tiende a acumularse en las células tumorales in vivo.[24-26]
El TBO* se ha utilizado en aplicaciones topicas por mas de treinta afios para
ayudar en la deteccion ciertos tipos de cancer de la cavidad oral y de la parte

superior del tracto gastrointestinal.[24-26] Es utilizado como fotosensibilizador



en PDT porque ha presentado baja toxicidad en oscuro, selectividad hacia el

tejido neoplasico y puede inducir apoptosis.[27]
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Figura 1. Estructura quimica del Azul de Toluidina (TBO?).

1.6. Aspectos relevantes de la Terapia Fotodinamica del Cancer

Una de las caracteristicas importantes de resaltar de la terapia fotodinamica
como tratamiento terapéutico es su capacidad de poder ser utilizada en
combinacién con otras técnicas de tratamiento de estas patologias. Se ha
combinado satisfactoriamente con otras modalidades terapéuticas tales como
cirugia, radioterapia, quimioterapia, hipertermia y terapia sonodinamica, entre
otras.[28]

La terapia fotodindmica del cancer, dependiendo de la sublocalizacion celular
del fotosensiblizador y la dosificacidon de la luz utilizada, puede generar
apoptosis, necrosis o0 autofagia como mecanismo de muerte celular. Se ha
reportado que se pueden utilizar combinaciones de fotosensibilizadores que
se acumulen en diferentes compartimientos celulares para incrementar la

eficacia de la terapia.[29, 30]

Otra caracteristica importante de resaltar de la PDT es que se ha propuesto
gue se puede utilizar para mitigar el problema de la resistencia a los farmacos
utilizados en los tratamientos del cancer,[31] ya que se ha reportado que la
PDT puede ocasionar fotodafo a las proteinas asociadas a la resistencia de
los farmacos utilizados en terapias para el cancer. Algunos regimenes de baja

dosificacion de la terapia también pueden estimular inmunidad antitumoral



solo[32, 33] o en combinacion con agentes inmunoestimulatorios.[34] De igual
manera estos, en combinacion con regimenes de alta dosificacion pueden
lograr el control del tumor con supresion de la inmunidad.[33] Otra aplicabilidad
de la PDT es que se ha utilizado el intervalo de administracion con el de
irradiacion para diferentes blancos en los compartimientos del tumor.[35-37]
Se ha postulado que la PDT se puede utilizar para incrementar el trasporte de
los farmacos, ya que incrementaria de manera transitoria la permeabilidad de
los vasos sanguineos lo cual permite el incremento del trasporte de farmacos
que utilizan como sistemas de transporte macromoléculas y nanoparticulas
hacia el tumor.[38-40] Esto lo han denominado SUPR, por sus siglas en inglés
que significan super-enhanced permeability and retention, porque hacen que
incremente mucho mas lo denominado EPR, por sus siglas en inglés enhanced
permeability and retention effect, que es ampliamente conocido que los
tumores tienen mayor permeabilidad y retencién que el tejido normal.[41]
Aunado a esto, puede facilitar el trasporte de farmacos macromoleculares que
normalmente no ingresan a las células. La internalizacién fotoquimica de
farmacos utiliza los mismos principios que la PDT para controlar el acceso de

agentes terapéuticos que no pueden ingresar a los blancos intracelulares.[42]

1.7. La Albumina de suero humano y el transporte de farmacos

Los farmacos aprobados para el tratamiento del céncer utilizados en
guimioterapia no presentan selectividad para su incorporacién y solamente
bajas dosis de los mismos logran alcanzar el tejido tumoral.[43] Para mejorar
el transporte de los farmacos utilizados en la terapia contra el cancer se han
utilizado macromoléculas como los anticuerpos, proteinas séricas como la
albumina y lipoproteinas de baja densidad.[43] A medida que se da el
crecimiento de los tumores éstos se expanden y forman redes de capilares las

cuales necesitan la constante provision de nutrientes para mantener su



crecimiento, motivo por el cual para garantizar su sostenibilidad las células
tumorales selectivamente permiten el ingreso de vitaminas, factores de
crecimiento y proteinas séricas que circulan en el torrente sanguineo.[43] La
vascularidad an6mala de las células tumorales permite la incorporacién de las
proteinas mas abundantes del plasma como es la albumina de suero humano
(HSA por sus siglas en inglés) que tiene una concentracion aproximada de 35-
50 mg/mL, la transferrina (2.5-3.5 mg/mL) y lipoproteinas de baja densidad
(LDL por sus siglas en inglés, 5-20 mg/mL).[43, 44] La HSA es la proteina mas
abundante en el plasma sanguineo, motivo por el cual se ha utilizado como
agente transportador de farmacos ya que su funcion biologica es transportar
acidos grasos, moléculas enddgenas y exdégenas.[44, 45] Debido a su largo
periodo de circulacién en el torrente sanguineo se ha estudiado ampliamente
para su utilizacién como transportador de agentes terapéuticos y se ha descrito
la farmacocinética y farmacodinamica de los agentes que se asocian a ella.[43-
46] La HSA cuenta con cinco sitios especificos de union para acido miristico
(Myr)[47] y dos sitios conocidos como Sudlow |y Sudlow Il (ver figura 2), que
fueron ampliamente descritos y sus propiedades fisicoquimicas estudiadas por
el investigador Sudlow.[48] En estos sitios donde muchos farmacos y agentes
utilizados para la terapia fotodinAmica se unen cuando son transportados por
la HSA.[48-54]

La HSA es una proteina monomeérica de 585 residuos de aminoacidos que
posee tres dominios homaologos helicoidales (I-111), que a su vez se subdividen
en dos sub-dominios cada uno. La estructura cristalografica de la HSA esta
disponible lo cual hace posible el disefio de farmacos cuyas estructuras se
unan de manera especifica a los sitios Sudlow | 6 Il (segun la Figura 2),[48]
los cuales se encuentran dentro de los subdominios IIA 'y IlIA respectivamente
(Figura 2).[55] La HSA contiene 35 residuos de cisteina (Cys) de los cuales 34
participan en 17 puentes de disulfuro para darle estabilidad a su estructura
terciaria y una Cys (SH) libre, 18 residuos de tirosina (Tyr) y un solo residuo

de triptéfano (Trp 214) que se encuentra en el sitio Sudlow | lo cual permite
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utilizar el apagamiento de la fluorescencia intrinseca para determinar la unién
especifica a este sitio.[52-54, 56, 57]

) o) N e
la § < ;r\ binding
: ~ e 2
hinding / “ Myr3 ) Site 2

Site |

Figura 2. Estructura cristalografica de la HSA. Se presenta los sub-dominio |,

I, 11, sitios Sudlow | y 11y los sitios de union del acido miristico.[44]

Las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de los fotosensibilizadores cuando
estan asociados a la HSA pueden sufrir cambios que disminuyan la generacion
de ROS, al igual que se favorece el proceso de fotooxidacion de la HSA,
llevando a una disminucion de la fototoxicidad. [58, 59] Es por esto por lo que
existen otros vehiculos capaces de mejorar las propiedades fotoquimicas de

los fotosensibilizadores.

1.8. Los Cucurbiturilos y su potencial como trasportadores de farmacos

Los cucurbiturilos, (CB[n] = 5-8, 10), son una familia de contenedores
moleculares que se han designado asi por su forma parecida a la de una
calabaza (Figura 3). Los CB[n] son macrociclos sintéticos constituidos por la
condensacion de unidades de glicourilos, unidas a través de puentes de

metileno para formar un macrociclo con una cavidad hidrofobica, la cual es
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accesible a las moléculas huésped por medio de dos portales idénticos.[60]
Estos macrociclos han generado mucha discusion y trabajo en la ultima
década por sus propiedades de union a moléculas con carga positiva y
neutras.[61] Para esta investigacion estos macrociclos son de interés ya que
se ha demostrado que pueden asociarse con colorantes organicos,[62] que
pueden ser utilizados como fotosensibilizadores en la terapia fotodinamica.
Estas moléculas interaccionan con los CB[n] por medio de interacciones
hidrofébicas o por cationes metalicos y las aril o alquilaminas a través de

interacciones ion-dipolo con los carbonilos del portal del macrociclo.[63]

o o
HNONH oo N“ON-CHy |
Hep e ———— He—=H =
HN. N0 AH N N-CH,

n

(o) o}
1 CBn:n=5,6,7,8,10

Figura 3. Cucurbit[n]urilos. Las dimensiones son: (a) ancho externo 13.1-20.0
A, (b) ancho de cavidad 4.4-11.7 A, (c) ancho del portal 2.4-10.0 A y (d) altura
9.1 A.[61]

El incremento en el tamafo del portal a lo largo de la serie de los cucurbiturilos
les confiere propiedades de reconocimiento diferentes. EI CB[5] se asocia a
moléculas pequefias como gases y cationes.[63] CB[6] forma complejos con
diaminoalcanos, bencilaminas y iones de metales alcalinos.[63, 64] Dentro de
esta familia de macrociclos, CB[7] ha generado mucho interés por su elevada
solubilidad en agua, ademas de su tamafio que permite el ingreso de
moléculas de interés para formar complejos 1:1.[63] Para las aplicaciones
estudiadas en la presente tesis se ha determinado que el CB[7] forma
complejos estables con colorantes fluorescentes lo que lo hace muy util para
este trabajo.[63, 65-67] EI CBJ8] tiene una cavidad mas grande, por lo cual

forma complejos del tipo 1:2 6 complejos ternarios 1:1:1.[68-71] Dentro de esta
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serie el mas grande es el CB[10] el cual puede encapsular al CB[5] y

cromoforos mas grandes.[72]

Los CB[n] se han estudiado por sus aplicaciones como vehiculo para el
transporte de farmacos, ya que tienen la capacidad de secuestrar las
moléculas en su interior generando una barrera estérica que evita la
degradacion y desactivacion de las propiedades terapéuticas de los
farmacos.[73, 74] Ademéas de esto, evitan la agregacion de farmacos
mejorando su solubilidad,[62, 74] caracteristica que es muy deseada para la
formulacion.[73, 74] En el contexto de esta investigacion, interesa que las
interacciones generadas por la quimica de huésped-anfitrion puedan permitir

influenciar las propiedades fotofisicas de los fotosensibilizadores.[75, 76]

No se ha reportado toxicidad intrinseca de los cucurbiturilos y se ha
demostrado que: pueden atravesar la membrana celular, potencian la actividad
terapéutica de los farmacos y los protegen de la fotodegradacién de acuerdo

con estudios reportados por diversos investigadores.[73, 74, 77-79]

Se reportd que la encapsulacién con CB[7] protege a la Camptotecina (CPT)
de la hidrdlisis, asociada a efectos secundarios adversos como agente anti-
cancer y ha generado limitaciones en su uso en aplicaciones clinicas; al evitar
la hidrolisis de la lactona se minimiza la citotoxicidad no especifica.[80] La
encapsulacién de la benzocaina y su metabolito el acido para-aminobenzoico
en CB[7] incrementa la bioadsorcién y reduce la metahemoglobinemia al igual
qgue las reacciones alérgicas ocasionadas por el acido para-aminobenzoico
cuando la benzocaina es metabolizada en el organismo.[81] De igual forma,
se demostro que la encapsulacion del anestésico general mesilato de tricaina
(TM por sus siglas en inglés) en CBJ[7] podria revertir el efecto anestésico del
mismo, lo cual tiene amplia aplicabilidad para pacientes sensibles a los
anestésicos.[82] Otra aplicacién importante es que se demostré que la
encapsulacion con CB[7] inhibe la actividad neurodegenerativa de la
neurotoxina N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP por sus siglas en
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inglés), la que cuando es metabolizada se transforma en N-metil-4-fenilpiridina
(MPP™), utilizado como modelo para estudiar la enfermedad de Parkinson.[83]
Estos experimentos son ejemplos de la aplicabilidad que tiene la formacion de
complejos utilizando CB[7] en la industria farmacéutica y biomédica. A pesar
de ello, los CB[n]s no muestran selectividad por las células tumorales, como si
lo muestra la HSA. Es por esto por lo que se propone combinar ambos

sistemas en un solo vehiculo formando un complejo biosupramolecular.

1.9. Complejos Biosupramoleculares

En la literatura solamente hay tres investigaciones reportadas en la generacion
de complejos biosupramoleculares que incluyen Fotosensibilizadores-
Cucuribiturilo-Proteina, de los cuales dos son utilizando albumina de suero
bovino (BSA por sus siglas en inglés)[84, 85] y uno con HSA.[76] Bhasihuttan
y colaboradores demostraron que la asociacién entre las tres especies
incrementa la fluorescencia del colorante.[84] Lei y colaboradores reportaron
que con la formacién del complejo hay un incremento en la constante de
asociacion a la proteina.[85] Scholtbach y colaboradores demostraron que la
interaccidn que se genera entre el macrociclo y el colorante organico es tan
fuerte que estos son los que interaccionan con la proteina, caracterizado por

medio de la utilizacion de fluorescencia resuelta en el tiempo y anisotropia.[76]

Si se utiliza solamente los CB[n] habria que derivatizarlos para hacerlos
especificos contra células tumorales,[86] pero tienen la ventaja que puede
controlarse la liberacion del farmaco.[87, 88] Al utilizar la HSA como
transportador de farmacos tiene la desventaja de que la liberacidon del farmaco
no es especifica, ni puede controlarse.[44] Sin embargo, por su largo periodo
de circulacién en el torrente sanguineo se ha utilizado exitosamente en la
formulaciéon de insulina de larga duracién, Levemir® y Tresiba®, y por su

acumulacioén en tejido tumoral en el farmaco antitumoral Abraxane®.[45]
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La formacion de los complejos biosupramoleculares abre la puerta a una
nueva area de investigacion que no ha sido explorada. El uso de HSA y los
CBI[n] en aplicaciones biomédicas y farmacéuticas como sistema transporte de
fotosensibilizadores, para ser utilizados en la terapia fotodinamica, permitirian
la acumulacion de la HSA en los tejidos tumorales[44] y controlar la liberacion
de los farmacos encapsulandolos en el CB[7],[73] y asi modificar sus
propiedades fotofisicas y fotoquimicas. Para ello es fundamental que el
fotosensibilizador utilizado tenga afinidad tanto por el CB[7] como por HSA.
Por esto se propone derivatizar el azul de toluidina, el cual ya es conocido por
Su accion anticancerigena, con acidos grasos para hacerlo mas afin a la HSA,
al mismo tiempo que la estructura de fenotiazina con carga positiva de la
molécula lo haga afin al CB[7], de manera de favorecer la formacion de un
complejo biosupramolecular. Se propone utilizar dos largos de cadena de 14
y 6 atomos de carbono, basados en el acido miristico que como se discutio
presenta alta afinidad con la HSA, y otro basado en el acido caproico para
observar si el largo de cadena tiene algun efecto en la formacion de los

complejos y la fototoxicidad.

1.10. Hipotesis del Trabajo

El Azul de toluidina (TBO*) es un fotosensibilizador con potencial para
aplicaciones en terapia fotodinAmica. La obtencion de derivados hidrofébicos
del TBO*, junto con la formacion de complejos biosupramoleculares del tipo
PS-CBJ[7], PS-HSA y PS-CB[7]-HSA permitira mejorar su fotoactividad junto
con su incorporacion a células tumorales cultivadas in vitro y con esto potenciar

la fototoxicidad.
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1.11. Objetivos

Objetivo general

Preparar derivados hidrofobicos de TBO* para mejorar su transporte en
complejos biosupramoleculares de derivados de TBO*-CB[7]-HSA y evaluar
la fototoxicidad del TBO*y de sus derivados en células tumorales cultivadas

in vitro.

Objetivos especificos

1. Sintetizar derivados hidrofébicos de TBO* con 4cidos grasos.

2. Caracterizar fotofisica y fotoquimicamente el TBO*y sus derivados.
3. Determinar la asociacion del TBO™* y sus derivados con el CB[7].

4. Determinar la asociacion del TBO* y sus derivados a la HSA.

5. Estudiar la formacién de los complejos biosupramoleculares del tipo
PS-CB[7]-HSA.

6. Determinar la sublocalizacién celular del TBO®*, sus derivados y los

complejos en células tumorales cultivadas in vitro.

7. Determinar la incorporacion del TBO*, sus derivados y los complejos en

células tumorales cultivadas in vitro.

8. Determinar la fototoxicidad de los complejos biosupramoleculares en

células tumorales cultivadas in vitro.
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2.1. Reactivos

Cucurbit[7]urilo (CB[7]), Albumina de suero humano (HSA 299%), acido 9,10-
antracenodiil-bis(metileno)dimalénico (ABMA por sus siglas en inglés), Rosa
de Bengala, hexafluorofosfato de bis(ciclopentadienil) cobalto (Ill) (Cob*
=298%), HATU, N,N-diisipropiletilamina (DIPEA), dimetilformamida (DMF) y
piridina fueron obtenidos de Sigma y utilizados sin ninguna purificacion. Los
marcadores celulares DAPI, SYTO 9 y WGA-Alexa 350 se obtuvieron de
Thermofisher. Mitopainter Blue (MitoBlue o Cytopainter) se obtuvo de abcam.
Azul de Toluidina (TBO*) fue obtenido de Sigma y purificado por
cromatografia de capa fina, utilizando como eluyente etanol/HCI (99:1) y
almacenado en metanol. EI TBO* fue caracterizado por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) de H.

2.2. Sintesis y purificacion del CB[7]

Se hicieron reaccionar 5.0 g de glicoluril con 2.0 g de paraformaldehido
disueltos en 10 mL de una mezcla de 20% H2SO4 y 80% HCI. Se calent6 a
80°C por 3 horas y luego se llevo a 100°C por 5 horas adicionales. La mezcla
de productos fue precipitada con metanol, filtrada y secada en estufa a 70°C.
El sélido fue sonicado en 60 mL de agua ultrapura y agitado por 1 hora a
40°C. La suspension filtrada y se repitié el proceso una vez mas con el solido
restante. El filtrado que contenia una mezcla de CBJ[7] y CB[5] se precipitd
con metanol. El sélido fue agitado en 28 mL de una solucion 20% glicerol en
agua por 1 hora a 70°C, filtrado y nuevamente precipitado con metanol. Por
ultimo el sélido fue redisuelto en agua y se le adicioné la mitad del volumen
de metanol para precipitar selectivamente el CBJ[7]. El producto se caracterizé
por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H y Espectrometria de Masas
(EM).
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2.3. Sintesis de los derivados de azul de toluidina:

2.3.1. Sintesis del derivado del acido caproico

El acido caproico (21.5 mg, 0.185 mmol) fue agitado por 30 minutos bajo una
atmosfera de nitrogeno con HATU (70.0 mg, 0.185 mmol) en 2 mL de DMF,
luego TBO* (70.0 mg, 0.23 mmol) disueltos en 5 mL de DMF, DIPEA (37.1 mg,
0.287 mmol) y 20 pL de piridina fueron adicionados a la mezcla de la reaccion,
los cuales fueron agitados por 24 h bajo N2 a temperatura ambiente. Los
productos fueron extraidos con acetato de etilo después de una dilucién del
DMF con agua. La fase organica fue rotaevaporada hasta sequedad. La
purificacion de los productos fue realizada por una columna de silica gel
eluyendo con CHsCN 100%, luego CH3CN:H20 (99:1) y CH3OH para obtener
29 mg del compuesto como un solido de color azul/morado con un rendimiento
de la reaccién del 43%. El compuesto fue caracterizado por H NMR (400 MHz,
CDsCN-ds) 6 0.89 (t, 3H), 1.30 (m, 4H), 1.55 (m, 2H), 1.86 (s, 3H), 2.25 (t, 2H),
2.73 (s, 6H). ¥C NMR (100.6 MHz, CDsCN) & 14.08, 22.35, 22.92, 25.21,
31.86, 34.21, 38.73, 175.60. (ESI) m/z calcd., C21H26N30S* [M]* 368.18,
detectada 368.37, espectroscopia UV-Vis: (CH3CN) Amax 547 nm, (H20) Amax
604 nm, y emision de fluorescencia: (CH3CN) Amax 622 nm, (H20) Amax 645 nm.

2.3.2. Sintesis del derivado de acido miristico

El &cido miristico (43.0 mg, 0.185 mmol) fue agitado por 30 minutos bajo una
atmaosfera de nitrégeno con HATU (70.0 mg, 0.185 mmol) en 2 mL de DMF,
luego TBO* (70.0 mg, 0.23 mmol) disueltos en 5 mL de DMF, DIPEA (37.1 mg,
0.287 mmol) y 20 uL de piridina fueron adicionados a la mezcla de la reaccion,
los cuales fueron agitados por 24 h bajo N2 a temperatura ambiente. Los

productos fueron extraidos con acetato de etilo después de una dilucion del
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DMF con agua. La fase organica fue rotaevaporada hasta sequedad. La
purificacion de los productos fue realizada por una columna de silica gel
eluyendo con CH3CN 100%, luego CH3CN:H20 (99:1) y CH3OH para obtener
9 mg del compuesto como un solido de color azul/morado con un rendimiento
de la reaccién del 10%. El compuesto fue caracterizado por *H NMR (400 MHz,
CDCls-d) 6 0.88 (t, 3H), 1.25 (m, 20H), 1.63 (m, 2H), 2.03 (s, 3H), 2.34 (t, 2H),
2.80 (s, 6H). (ESI) m/z calcd., C29H42N3sOS™ [M]* 480.30, detectada 480.51,
espectroscopia UV-Vis: (CH3CN) Amax 548 nm, (H20) Amax 609 nm y emision de
fluorescencia: (CH3CN) Amax 627 nm, (H20) Amax 650 nm.

2.4. Espectrometria UHPLC-MS/MS

Las muestras fueron medidas utilizando un sistema de Ultra-High Performance
Liguid Chromatography (UHPLC) Ultimate 3000 RSLC acoplado a un
Espectrdmetro de Trampa de lones Lineal LTQ XL (Thermo scientific). Se
utilizé como fase estacionaria una columna HP Inertsil®ODS-4 (3 ym, 2.1 x 100
mm, GL Sciences) mantenida a 25°C y un sistema de elucion isocratico de
metanol 100% que contenia acido formico 0.1% a un flujo de 0.3 mL/min fue
utilizado como fase mévil. La deteccion de las masas fue realizada a través de
ionizacién de electrospray (ESI por sus siglas en inglés) y el voltaje del espray
fue programada a 3 kV a 350°C. La deteccion fue realizada en el modo de
escaneado completo en el rango de 100-1000 m/z en modo positivo. Los
resultados de MS? fueron realizados utilizando He como gas de colisién para
la disociacion inducida por colision (CID por sus siglas en inglés) con una
energia de colision normalizada a 35 unidades y la deteccion de los

fragmentos en modo de escaneado completo para todas las muestras.
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2.5. Preparacion de las soluciones stock

Una solucion concentrada de TBO* y de cada derivado fue preparada en
metanol aproximadamente 1 mM y alicuotas fueron tomadas para preparar las
diferentes soluciones a las concentraciones necesarias realizar los distintos
experimentos. Se prepararon soluciones 100 mM de NazHPO4 y NaH2POa,
fueron mezcladas para preparar una solucion amortiguadora 10 mM de fosfato
de pH 7. Se prepararon soluciones concentradas de CB[7] aproximadamente
1 mM. La soluciones de CB[7] fueron titulada con una soluciéon de
concentracion conocida de Cob* por medio de espectroscopia UV-Vis para
determinar la concentracion exacta de cada solucion del macrociclo.[89]

2.6. Determinacion de la formacién de los complejos de inclusién del
TBO™" y sus derivados con el CB[7] y los aductos con HSA

Los espectros de absorcion se obtuvieron utilizando un espectrofotémetro
HP8453. Los espectros de emisién de fluorescencia fueron obtenidos
excitando las muestras al maximo de absorcion para las moléculas solas y en
un punto donde no cambiara la absorciéon cuando se formaban los complejos
y aductos con la HSA en un fluorimetro Perkin Elmer LS55. La temperatura fue

mantenida a 25°C.

2.7. Determinacién de las constantes de asociacion con el CB[7]

La asociacion del TBO* y sus derivados al CB[7] se determind por medio de
una curva de unidn, en la cual se prepararon dos soluciones una con PS en
concentracion de 2 yM y la otra con el PS en concentracién 2 uM y 30 uM del
CB[7], ambas en solucion amortiguadora de fosfato 10 mM de pH 7. Se
mezclaron ambas soluciones manteniendo constante la concentracion del PS
y variando la concentracion del CB[7] de 0 hasta 30 uM, midiendo los cambios

de intensidad de la fluorescencia en el maximo de emision y se realiz6 analisis
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numerico (Ecuacién 1-4) para obtener las constantes de asociacion.[76, 90] |
corresponde a la intensidad de fluorescencia normalizada en presencia de
CBJ[7] e lo en ausencia de CB[7]. Ci1 corresponde al cociente entre los
rendimientos cuanticos de fluorescencia en presencia y ausencia de CBJ[7]. f11
corresponde a la constante de equilibrio para la formacion del complejo 1:1
con CB[7]. El subindice GF se refiere al CB[7] libre del huésped.

Io
T30+total

x ([TBO*] + Cy; X [TBO*@CB[7]]) (1)

[TBOT@CBI7]] @)
[TBO*][CB[7]]gF

P11 =

[TBO*)iotar = [TBO™] + [TBO*@CB[7]] (3)

CB[7]¢otar = [CB[7]gr] + [TBOT@CB[7]] (4)

Ecuaciones 1-4. Ecuaciones utilizadas en el analisis numérico.

2.8. Determinacion de las constantes de asociacién con la HSA

La asociacién del TBO* y sus derivados a la HSA se determiné por medio de
una curva de unidn, en la cual se prepararon dos soluciones una con PS en
concentracion de 2 uM vy la otra con PS en concentracion 2 uM y 30 uM de la
HSA, ambas en solucion amortiguadora de fosfato 10 mM de pH 7. Se
mezclaron ambas soluciones manteniendo constante la concentracion del PS
y variando la concentracion de la HSA de 0 hasta 30 uM, se midieron los
cambios de intensidad de la fluorescencia en el maximo de emisién y se realizd
analisis numérico para obtener las constantes de asociacion de manera
analoga a la mostrada arriba con el CB[7].[76, 90] De igual manera, por medio
del apagamiento de la fluorescencia intrinseca del Trp de la HSA se construyé

un grafico de Stern-Volmer por medio del cual se obtuvo las constantes de
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unién para el PS-HSA y para el complejo biosupramolecular PS-CBJ7]-
HSA.[76] La localizacién del azul de toluidina y sus derivados en la HSA se
determind por medio de la union de inhibidores que bloquean los sitios | y |l
como lo son warfarina y el 4-iodobenzoato respectivamente.[91]

2.9. Tiempos de vida de fluorescencia

Los tiempos de vida se determinaron mediante la técnica TCSPC utilizando un
fluorimetro resuelto en el tiempo LifeSpecll de Edinburgh Instruments provisto
de un detector PMT Hamamatsu, doble monocromador para evitar la
dispersion temporal. Las muestras en solucion amortiguadora fueron excitadas
utilizando un diodo laser de 638 nm y las muestras en acetonitrilo fueron
excitadas utilizando un diodo laser de 506 nm y la emisién fue colectada en el
maximo de emision entre 2,000 y 5,000 cuentas.[76, 91, 92] El decaimiento de
la fluorescencia (I) fue colectado para el TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14 solos y
en la presencia de CB[7] preparados en solucion amortiguadora de fosfato 10
mM de pH 7. También se colectd el decaimiento de fluorescencia (I) para el
TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14 en acetonitrilo. Se ajustaron los decaimientos a
una ecuacion exponencial (Ecuacién 5), donde =z corresponde a los tiempos
de vida de fluorescencia de las especies i y Ai corresponden a los factores pre-
exponenciales. La respuesta del instrumento (IRF) se midi6é utilizando una
solucién de Ludox (silica gel) diluida en agua. Se verificé que el ajuste sea el
adecuado si los valores de x? estan entre 0.9 y 1.2, y si los residuales estan

distribuidos al azar.[90]

I(t) =1, X Z(Ai X e;_it)
1

Ecuacion 5. Ajuste del decaimiento de fluorescencia.
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2.10. Determinacion de las constantes de asociacion por Calorimetria de
Titulacién Isotérmica

Se prepararon muestras de los PS a concentraciones de 15 uM y 40 uM para
determinar las constantes de asociacion con CB[7] de concentracion 864 pM
y HSA de concentracion 900 pM. Se utiliz6 un microcalorimetro MicroCal
PEAQ-ITC de Malvern Panalytical para determinar las constantes de
asociacion y lo parametros termodinamicos a una temperatura de 25 °C. Se
realizaron 18 inyecciones de 2 pL del CB[7] o la HSA sobre el
fotosensibilizador. Los datos obtenidos fueron ajustados a un modelo de

asociacion de 1:1.

2.11. Irradiaciéon de las muestras en solucion

Las muestras en solucion fueron irradiadas por 15 minutos en el maximo de
absorciéon utilizando una intensidad de luz de 45 W m medida con un
radiometro, YSI Kettering 65A radiometro, en un equipo PTI con una lampara
de Xen6n de 150 W como fuente de luz. La longitud de onda para la irradiacion
fue seleccionada con un monocromador con un ancho de banda de 10 nm, las
muestras fueron agitadas constantemente con un agitador magnético y la
temperatura controlada por un bafio termostatado a 20 °C. Las soluciones
fueron equilibradas al aire. Para los experimentos de fotodegradaciéon las
muestras fueron irradiadas durante 230 minutos con un proyector con un
espectro de luz de 350 a 850 nm con un maximo de 550 nm medido con un
espectroradiometro Luzchem modelo SPR-01-235-850 nm y una intensidad de
195 W / m? medido con un fotoradiémetro Delta OHM modelo HD 2302.0.

2.12. Determinacién de oxigeno singlete

La generacion de oxigeno singlete se determiné en forma indirecta siguiendo

la disminucién de la emision de fluorescencia del acido 9,10-antracenodiil-
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bis(metileno)dimalénico (ABMA por sus siglas en inglés) 1.6 uM excitando las
muestras a 395 nm con una emisién a 412 nm.[93] La determinacion directa
de oxigeno singlete se realizO determinando los decaimientos de la
luminiscencia utilizando un espectrometro Fluotime 200 que cuenta con un
escalador multicanal Nanoharp 200. Las muestras fueron excitadas a 532 nm
con un laser FTSS355-Q3 (Crystal Laser, Berlin, Germany) trabajando a 1 kHz
de periodo de repeticion. La deteccion a 1270 nm se realizé por medio de un
NIR PMT H10330A (Hamamatsu). Los rendimientos cuanticos relativos de
oxigeno singlete (®a) fueron evaluados comparando los términos pre-
exponenciales al tiempo cero para las sefiales a 1270 nm ajustada a la misma
densidad oOptica. Adicionalmente, el tiempo de vida del estado excitado triplete
fue determinando por el tiempo de crecimiento del decaimiento. Se utilizé

como referencia Rosa de bengala (©a=0.76).[94]

2.13. Mediciones del estado excitado triplete

Los espectros de absorcion transiente y los tiempos de vida de los transientes
se obtuvieron utilizando un espectrometro de Laser Flash Fotdlisis de
Edinburgh Instruments LP980. La bomba de la fuente excitacién consiste de
un sistemas Aurora Il Integra30 Nd:YAG/OPO, el cual permite la seleccion de
la longitud de onda de excitacién, y el detector es un PMT (tiempo de vida) o
camara CCD (espectro). Las muestras fueron purgadas con Argon antes de
las medidas. Las bandas del estado excitado triplete en el espectro de

absorcion transiente se asignaron basado en la desactivacion del oxigeno.

2.14. Estudios computacionales para el TBO* y los derivados
TBO*-C6y TBO*-C14

Los calculos fueron realizados utilizando la Teoria de la Funcional de la

densidad (DFT por sus siglas en inglés) con el programa
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Gaussian09.[95] Se obtuvieron puntos estacionarios de la superficie de
la energia potencial utilizando la funcional hibrida B3LYP.[96, 97] Se
realiz6 una completa optimizacion de la geometria molecular de estado
basal del TBO™" y los derivados en acetonitrilo utilizando el conjunto de
bases 6-311++G (d,p) para todos los atomos.[98, 99] Para asegurar que
las estructuras moleculares han alcanzado un minimo de energia, se
realizaran célculos analiticos de frecuencias. Una vez se obtuvo la
geometria optimizada, se realizaron calculos de estados
electronicamente excitados utilizando metodologia dependiente del
tiempo TD-DFT para adquirir el espectro de absorcion UV-visible para
cada sistema molecular. [100, 101] Con la finalidad de obtener la mejor
funcional que pudiese predecir los resultados experimentales obtenidos,
se realizaron estudios de calibracion de la funcional. Para realizar esto
se calcularon los espectros de absorcion electréonica con diferentes
funcionales, tales como B97D, [102] PBE, [103, 104] BKM, [105] MO6,
[106] B3LYP, CAM-B3LYP, [107] HSEH1PBE, wB97 y wB97x. [105] La
funcional que pudiese predecir con menor desviacion de los resultados
fue seleccionada. El espectro UV-visible fue obtenido por medio de las
transiciones verticales singlete-singlete del tipo Franck-Condon
utilizando 30 estados excitados. El espectro fue calculado en fase de
solucion (solvente acetonitrilo). El modelamiento del solvente fue
realizado con el método continuo dieléctrico C-PCM con el parametro

estandarizado para cada solvente.[108]

2.15. Estudios computacionales para el TBO*@CB|7]
Los estudios tedricos fueron realizados al nivel de la teoria del funcional
de la densidad (DFT por sus siglas en inglés) en el programa ORCA

3.0.3.[96, 109] La funcional B3LYP[96] fue utilizada en combinacién con

el conjunto de bases DEf2-SVP para todos los atomos.[110] La funcional
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B3LYP fue seleccionada debido a sus aplicaciones para estudios
relacionados con complejos huésped-anfitrion de los cucurbiturilos.[111-
114] Las correcciones de dispersion de fuerza para las energias y
gradientes fueron incluidas por medio del método DFT-D3, en
combinacion con la funcion de damping de Becke-Johnson.[115] En el
método DFT-D3, la correccion por dispersion (Edisp) esté incluido en las
energias SCF-DFT (Escr-prt), los cuales fueron obtenidas con la
funcional de la correlacidon-intercambio; por lo cual las energias
corregidas estan expresadas como la suma electrénica y las
contribuciones de dispersion: Eprr-p3=Escr-orFr+Edisp. LOS errores para la
superposicion del conjunto de bases fueron corregidos por medio de
counterpoise geométrico.[116] Todos los sistemas fueron totalmente
optimizados sin restricciones de simetria o geometria. El efecto continuo
de solvente fue incluido con el método COSMO en el programa ORCA,

utilizando agua como solvente.[117] Las energias de union (Epina) fueron
obtenidas como E,; ;=E, s —(E, +E;), donde, Ea, Esy Ea—s corresponden

a la energia total de los fragmentos A, B, y del complejo A-B,
respectivamente; entre menor sea el valor Ein, mas fuerte sera la
interaccion. En este sentido, la energia total de union también puede
descomponerse en la suma de las contribuciones electrénicas y de
dispersion: Epind=Ebind-scr-orT+Evdw, donde Ebind-scr-oFt €S la contribucion
electronica y seria la energia de unidon sin las correcciones por
dispersion; mientras que Evaw es la contribucion por dispersion obtenida
como Evdw=Edispa-8)—(Edisp(a)+Edisp@®)), donde Eudispiy Son las correcciones
de dispersion DFT-D3 del sistema huésped-anfitrion y los fragmentos
aislados. Los analisis de funcion de onda fueron realizados utilizando el
programa Multiwfn;[118] las cargas atémicas fueron obtenidas por el

analisis Mulliken en el programa ORCA.
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2.16. Estudios computacionales de Acoplamiento Molecular Inducido
(Docking) para el TBO*-Cl14@CB[7],  TBO*-C14:HSA, TBO*-
C14@CBJ[7]:HSA, TBO*-C6@CBJ7]

Para la generacion de parametros para el huésped y el anfitriéon los
compuestos fueron construidos utilizando Spartan 10 y las cargas parciales de
los compuestos fueron corregidas utilizando la metodologia ESP. La topologia
y los parametros para TBO*-C14 y CB[7] fueron obtenidos utilizando
ParamChem server, la cual utiliza un campo de fuerza CHARMM27 y la base
de datos para compuestos organicos. Para obtener la informacién de las
principales interacciones entre el huésped-anfitrion y proteina-huésped-
anfitrion por medio de acoplamiento molecular inducido (Docking) del TBO™-
C14 en el CBJ[7] y del complejo TBO*-C14@CB[7] dentro de la cavidad de la
HSA se utiliz6 el programa AutoDock 4.0.[119] La HSA fue obtenida de la base
de datos de proteina PDBid: 4Z69. En general, para el complejo TBO*-
Cl14@CBjJ7] el mapa de la grilla fue calculado utilizando la opcion autogrid4 y
fueron localizados en el centro del CB[7]. Para TBO*-C14@CB[7]:HSA fueron
localizados en el centro de la cavidad de unién de la proteina. Los volumenes
utilizados para el mapa de la grilla fueron 80 x 80 x 80 puntos (con un
espaciado de los puntos de la grilla de 0.375 A). La opcion de autotors fue
utilizada para definir los enlaces rotantes en el ligando. En el docking del
algoritmo genético Lamarckian (LGA por sus siglas en inglés), una poblacion
inicial de 1500 individuos aleatorios con un tamafio de poblacion de 100
individuos, un nimero maximo de 2.5 x 10° de evaluaciones energéticas, un
namero maximo de generaciones de 27,000, fueron utilizadas una velocidad
de mutacién de 0.02 y una velocidad de cruce de 0.80. Los acoplamientos de
los compuestos en los complejos fueron construidos utilizando las posiciones

de unién con menor energia de acoplamiento.
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2.17. Cultivos celulares y ensayos de viabilidad celular

Las células HelLa fueron cultivadas en medio Eagle, modificado por Dulbecco
(DMEM por sus siglas en inglés), suplementando con 10% suero fetal bovino,
antibiéticos (7.5x10° M estreptomicina y penicilina 100 Ul/mL) y antimicético
(0.25 pg/mL anfotericina B) a 37°C, 5% CO2y 100% de humedad (denominado
MC10%). Las células Hela, las cuales forman monocapas, fueron tripsinadas
antes del conteo y antes de ser sembradas. El conteo de las células se realizd
por duplicado con la ayuda de un hemocitometro, utilizando un microscopio
invertido con contraste de fase Carl Zeiss Axiovert 25. La exclusion de azul de
tripan se utiliz6 como un criterio para la viabilidad celular cuando las células
fueron contadas al iniciar los experimentos. El ensayo de viabilidad celular
colorimétrico utilizando MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio) fue utilizado para cuantificar los resultados de los
experimentos,[120] y la absorbancia de las muestras fueron medidas a 570 nm
en un lector de placas Biotek synergy HT.

2.18. Determinacion de la toxicidad en oscuro

Se colocaron 100 yL de células HeLa de una concentraciéon 1.5 x 10°
células/mL en MC10% en una placa de 96 pocillos por cuadruplicado. Se dejan
crecer durante la noche. Al dia siguiente se agregoé en la primera columna 11
ML de TBO* o sus derivados preparados en MC 10% a una concentracion de
400 pM. Quedando una concentracion final de ~40 pM. Una vez
homogenizado el contenido de los pocillos, se tomaron 11 pL de la primera
columna y fueron transferidos a la segunda columna de pocillos, de modo de
generar una dilucion de ~10, llevando la concentracion de estos pocillos hasta
~0.0004 pM. Esto se realiz6 de manera sucesiva hasta la ultima serie de
pocillos, desde los cuales luego de ser homogenizados se tomaron 11 yL de
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MC10% con los compuestos y fueron desechados para mantener el volumen
de 100 pyL en todos los pocillos. En la misma placa se colocaron por
cuadriplicados controles de MC 10% y de células sin exposicion a los
compuestos. Las placas fueron dejadas en la incubadora (37°C, 5% COg,
100% humedad) por 24 horas para realizar el ensayo de viabilidad celular

empleando MTT.

2.19. Estudios de incorporacién celular

Se sembraron 250 000 células HeLa por pocillo en placas de seis pocillos. Se
adicion6 2 mL del medio suplementado de MC 10% con rojo de fenol. Las
placas fueron colocadas en la incubadora durante 24 horas hasta que hubiese
aproximadamente un 70-80% de confluencia. El medio fue removido de cada
pocillo y lavadas tres veces con 1 mL de medio sin suplementar de MC (sin
rojo de fenol). Se adicionaron en los 6 pocillos de cada placa de seis pocillos
de acuerdo con los experimentos, 2 mL de medio sin suplementar que
contenia 0.4 uM del PS, 2 mL del medio sin suplementar que contenia 0.4 uM
del PS y 50 uM CBJ7], 2 mL del medio sin suplementar que contenia 0.4 uM
del PS mas 50 uM CB[7] y 15 uM de HSA y 2 mL del medio sin suplementar
que contenia 0.4 uM del PSy 15 uM de HSA. Las placas fueron colocadas en
la incubadora durante 90 minutos (37°C, 5% CO2, 100% humedad). Las
células fueron lavadas tres veces con HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)
y 1 mL de tripsina fue adicionando a cada pocillo y las células fueron incubadas
durante 10 minutos (37°C, 5% CO2, 100% humedad). Luego las células fueron
colectadas y transferidas a un tubo falcon de 15 mL y centrifugadas durante
10 minutos a 1000 rpm. El precipitado fue resuspendido en 2 mL HBSS y
centrifugado cada vez por 10 minutos a 1000 rpm. Al precipitado de células se
le adicion6 500 pL de SDS al 2% y se colocaron en la incubadora durante toda
la noche. La solucion fue centrifugada durante 10 minutos a 1000 rpm y al

sobrenadante se le midié su espectro de fluorescencia y con la intensidad al
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maximo de emision de fluorescencia se determind la cantidad de picomoles /
108 células de PS que eran incorporado por cada sistema de transporte en las
células HelLa. La concentracion del fotosensibilizador fue determinada por
medio de una curva de calibrado graficando la intensidad de emisién de

fluorescencia versus concentraciones conocidas del fotosensibilizador.

2.20. Estudios de tincion con DAPI

Se sembraron 50 000 células HeLa en 3 camaras de portaobjetos por
separado con dos pocillos por cAmara de portaobjetos. Se adicioné 1 mL del
medio suplementado de MC 10% con rojo de fenol. Las camaras fueron
colocadas en la incubadora durante 48 horas hasta que hubiese
aproximadamente un 70-80% de confluencia. El medio fue removido de cada
camara y lavadas dos veces con 1 mL de medio sin suplementar de MC (sin
rojo de fenol). Se adicionaron en los 5 pocillos de acuerdo con los
experimentos 1 mL de medio sin suplementar, 1mL del medio sin suplementar
que contenia 0.4 uM del PS o0 4 uM del PS de acuerdo al experimento, 1 mL
del medio sin suplementar que contenia PS de la concentracion requerida y
50 uM CB[7], 1 mL del medio sin suplementar que contenia PS de la
concentracion requerida mas 50 uM CB[7] y 15 uM de HSA y 1 mL del medio
sin suplementar que contenia PS de la concentracion requerida y 15 uM de
HSA. Las camaras fueron colocadas en la incubadora durante 90 minutos.
Las células fueron lavadas dos veces con HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution) y 1 mL de paraformaldehido al 4% previamente calentado fue
adicionando y las células fueron incubadas a temperatura ambiente durante
15 minutos en la oscuridad. Luego las células fueron lavadas 2 veces con PBS
que contenia 5 mM NH4Cl (7 minutos cada una). Las células luego fueron
lavadas dos veces con PBS frio y las camaras fueron removidas utilizando la
llave proporcionada. Se coloco el cubreobjetos con tres gotas de la solucion

de montaje de anti-decoloracién prolong Gold® con tincién de DAPI.
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2.21. Estudios de co-localizacién celular

2.21.1 Estudios co-localizacion celular Mitopainter blue y Syto 9

Se sembraron 50 000 células HeLa en 3 camaras de portaobjetos por
separado con dos pocillos por cAmara de portaobjetos. Se adiciond 1 mL del
medio suplementado de MC 10% con rojo de fenol. Las camaras fueron
colocadas en la incubadora durante 48 horas hasta que hubiese
aproximadamente un 70-80% de confluencia. El medio fue removido de cada
camara y lavadas dos veces con 1 mL de medio sin suplementar de MC (sin
rojo de fenol). Se adicionaron en los 5 pocillos de acuerdo con los
experimentos 1 mL de medio sin suplementar, 1mL del medio sin suplementar
gue contenia 0.4 uM del PS, 1 mL del medio sin suplementar que contenia 0.4
UM PS y 50 uM CBJ7], 1 mL del medio sin suplementar que contenia 0.4 uM
PS mas 50 uM CBJ[7] y 15 uM de HSA y 1 mL del medio sin suplementar que
contenia 0.4 uM PS y 15 pM. Las camaras fueron colocadas en la incubadora
durante 90 minutos. Las células fueron lavadas dos veces con HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution). Se preparoé la solucion de trabajo de Mitopainter blue,
diluyendo 10 pL del stock 500X en 5 mL de HHBS (HBSS + 20 mM de la
solucion amortiguadora HEPES. Se le adicion6 0.5 mL de la solucion de
trabajo del Mitopainter blue mas 1.5 mL del medio sin suplementar (sin rojo de
fenol) y las células fueron incubadas durante 2 horas a 37°C (5% CO2). Las
células fueron lavadas dos veces con HBSS. Las células fueron fijadas. Se le
adicion6 1 mL de paraformaldehido al 4% previamente calentado y las células
fueron incubadas a temperatura ambiente durante 15 minutos en la oscuridad.
Luego las células fueron lavadas 2 veces con PBS que contenia 5 mM NH4Cl
(7 minutos cada una). Las células luego fueron lavadas dos veces con PBS
frioy se le adicion6 1.0 mL de 1 uM SYTO 9 a cada camaray se incubo durante
10 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Las camaras fueron

lavadas cuatro veces con HBSS y las camaras fueron removidas utilizando la
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llave proporcionada. Se coloco el cubreobjetos con la solucion de montaje.

2.21.2. Estudios co-localizacion celular WGA-Alexa 350y Syto 9

Se sembraron 50 000 células HeLa en 3 camaras de portaobjetos por
separado con dos pocillos por caAmara de portaobjetos. Se adiciond 1 mL del
medio suplementado de MC 10% con rojo de fenol. Las camaras fueron
colocadas en la incubadora durante 48 horas hasta que hubiese
aproximadamente un 70-80% de confluencia. El medio fue removido de cada
camara y lavadas dos veces con 1 mL de medio sin suplementar de MC (sin
rojo de fenol). Se adicionaron en los 5 pocillos de acuerdo con los
experimentos 1 mL de medio sin suplementar, 1mL del medio sin suplementar
gue contenia 0.4 uM del PS, 1 mL del medio sin suplementar que contenia 0.4
UM PS 'y 50 uM CBJ[7], 1 mL del medio sin suplementar que contenia 0.4 uM
PS mas 50 uM CBJ[7] y 15 uM de HSA y 1 mL del medio sin suplementar que
contenia 0.4 uM PS y 15 uM. Las camaras fueron colocadas en la incubadora
durante 90 minutos. Las células fueron lavadas dos veces con HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution). Las células fueron fijadas. Se le adicion6 1 mL de
paraformaldehido al 4% previamente calentado y las células fueron incubadas
a temperatura ambiente durante 15 minutos en la oscuridad. Luego las células
fueron lavadas 2 veces con PBS que contenia 5 mM NH4Cl (7 minutos cada
una). Las células luego fueron lavadas dos veces con PBS frio. Luego 0.5 mL
de una solucién 5.0 yg/mL de Wheat Germ Agglutinin-350 nm Alexa (WGA-
350) y 0.5 mL de 1 uM SYTO 9 fueron adicionados a cada camara y fueron
incubadas durante 10 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Las
camaras fueron lavadas cuatro veces con HBSS y las camaras fueron
removidas utilizando la llave proporcionada. Se coloco el cubreobjetos con la

solucion de montaje.
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2.22. Estudios de microscopia de fluorescencia

Las imagenes de las células fueron realizadas en un microscopio de
fluorescencia Zeiss Axiovert 200M equipado con una camara Axiocam MR
utilizando el objetivo 63X con aceite de inmersion. La integracion se mantuvo
menor o igual a 300 ms para minimizar las contribuciones de fondo. Los
experimentos de co-localizacion se realizaron en las condiciones donde se
minimizaba el fotoblanqueo de los colorantes. Las muestras de los controles
sin los fotosensibilizadores no presentaron emision cuando fueron
excitadas.[121]

2.23. Estudios de irradiaciéon de los cultivos celulares

Los cultivos celulares fueron irradiados en placas de 96 pocillos en un
fotoreactor Luzchem LED (modelo LED-L16). La fuente de luz de la camara es
un arreglo de 16 lamparas LED de 630 nm. La temperatura dentro del
fotoreactor se mantuvo en 37°C. La intensidad de la luz fue de 2.52 mW / cm?
medida con un radidmetro Smart Sensor, Intell Instruments Plus, empleando
la funcién de carrusel del equipo para asegurar una irradiacion homogénea.
En dos placas (una para ser irradiada y otra como control en oscuro) se cargo
por sextuplicado 100 pL de células HeLa con una concentraciéon de 1.5 x 10°
células/mL en MC10% en placas de 96 pocillos. Las placas fueron dejadas
durante la noche para que se adhirieran. Los fotosensibilizadores solos o con
sus distintos sistemas de transporte (PS, PSA:HSA, PS@CBJ[7] y
PS@CBJ7]:HSA) fueron preparados a las concentraciones deseadas en Medio
Completo sin rojo de fenol, suero bovino fetal, antibioticos ni antimicoticos
(MC). Previo a la carga de los sistemas en las placas, el MC10% de cada
pocillo fue removido por aspiracion, éstos fueron lavados dos veces con PBS

para luego agregar 100 pL de los distintos sistemas por sextuplicado. Se
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incubaron las placas por 90 minutos a 37°C, 100% humedad y 5% CO2. Al
término de la incubacion una placa fue colocada en el sistema de irradiacion
durante 90 minutos mientras que la otra fue almacenada en una caja oscura
por el mismo tiempo. Luego de la irradiacion, los sistemas en MC fueron
removidos por aspiracion y se repuso en cada pocillo MC10% (100 pL). Las
placas fueron dejadas durante 24 horas en la incubadora antes de realizar el

ensayo de viabilidad con MTT.
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3.1. Sintesis de los derivados

Se realiz6 la condensacion de los acidos grasos de diferentes longitudes de
cadena hidrocarbonada, acido caproico (C6) y el acido miristico (C14), con el
azul de toluidina (TBO") utilizando el agente acoplante HATU para generar la
amida correspondiente como producto principal (esquema 2, anexo 1y 7). Los
derivados de TBO* y acidos grasos luego de 24 horas de reaccion se
obtuvieron con un porcentaje de rendimiento de 43% para el TBO*-C6 y 10%
para el TBO*-C14.

Los productos fueron identificados por medio de espectrometria UHPLC-
MS/MS. ElI TBO*-C6 (masa calculada para C21H26N3OS* [M]* = 368.18,
detectada 368.37) (ver anexo 5). Para el derivado TBO*-C14 (masa calculada
para C29H42N30S* [M]* = 480.30, detectada 480.53) (ver anexo 8).

Cuando el compuesto correspondiente fue sometido a una disociacion
inducida por colision (CID por sus siglas en inglés) en la masa detectada, se
pudo detectar un Unico fragmento de 270.08 m/z y 270.10 m/z para los
compuestos TBO*-C6 (anexo 6) y TBO*-C14 (anexo 9), respectivamente. Esto
es consistente con la fragmentacién de moléculas con un enlace amida como
ha sido reportado anteriormente,[122] por consiguiente generando la masa de

la molécula de TBO* precursor.
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Esquema 2. Reaccién del TBO* con el acido caproico (C6) y con el acido
miristico (C14) para preparar los respectivos derivados.
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La solubilidad del TBO* es muy limitada en solventes organicos no polares,
mientras que es ligeramente soluble en agua (1 mg mL™). Para evaluar la
solubilidad de los derivados de acidos grasos del TBO®, se calcularon los
valores del log P y log D (dependiente del pH) para cada compuesto utilizando

el software Marvin (ChemAxon) y se reportan en la tabla 1.

Tabla 1. Valores calculados de log P y log D2 para los derivados.

Derivado log P log D
pH 3 pH 7 pH 11
TBO* -1.04 -1.44 -1.04 -1.04
TBO*-C6 1.06 1.05 1.06 1.08
TBO*-C14 4.61 4.60 4.61 4.63

8 Notese que los valores de log D calculados son dependientes de la localizacion de la carga
positiva en la molécula. Los valores calculados representan las estructuras en el anexo 1y 7.

La asignacién estructural para los compuestos TBO*-C6 y TBO*-C14 fue
corroborada por técnicas de RMN. Aunque los compuestos eran solubles en
solventes organicos (acetonitrilo, metanol, cloroformo, acetona), las sefales
aromaticas eran parcialmente enmascaradas por las sefiales del acetonitrilo
en el RMN protonico del TBO*-C6 producto de la solubilidad del compuesto en
este solvente. Al no disolver adecuadamente la muestra no es posible resolver
bien las sefiales.[123] En cuanto al derivado TBO*-C14, las sefiales residuales
del solvente (cloroformo) en el espectro de RMN proténico se observan a 7.26
ppm, por lo cual enmascaraban las sefiales aromaticas del derivado. Por
consiguiente, se enfoco en las sefiales de la porcion alifatica de la molécula
para ambos derivados para corroborar las estructuras de los derivados con los
datos obtenidos por espectrometria de masas. El compuesto TBO*-C6 fue
caracterizado por espectros de *H, 3C, HSQC y HMBC. El compuesto TBO*-
C6 fue el mas soluble en CH3CN, lo cual permitio identificar las sefiales de los
grupos metilo del nacleo aromatico de la molécula (identificado como €) y del
grupo dimetilamonio (identificado como f) en la estructura del TBO*-C6 y en el

espectro de RMN de *H en el anexo 1. Estas sefiales aparecen como singletes
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a 1.86 ppmy 2.73 ppm, respectivamente. En el espectro de RMN del 13C estas
sefales corresponden a 22.35 ppm y 38.73 ppm (anexo 2), y su correlacion se
puede observar en el espectro de HSQC (anexo 3, tabla S1 del anexo). El
espectro de HMBC (anexo 4) para el TBO*-C6 demuestra las correlaciones
para los protones a 2.25 ppm (identificados como d) con el grupo carbonilo a
175.68 ppm (ver tabla S2 del anexo). Las asignaciones para el TBO*-C14 se

realizaron de la misma manera.

3.2. Propiedades Fotofisicas y Fotoquimicas de los derivados

3.2.1. Espectros de absorcién y emision de fluorescencia

Debido a que en agua y/o solucién amortiguadora las absorbancias y las
intensidades de fluorescencia de los derivados eran muy bajas se decidio
medir los espectros de absorbancia y de emision de fluorescencia del TBO*,
TBO*-C6 y TBO*-C14 en acetonitrilo. Los espectros de absorbancia y de
fluorescencia en acetonitrilo son reportados en la figura 4. Los maximos de
absorbancia obtenidos en acetonitrilo fueron de 626 nm, 547 nm y 548 nm para
el TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14, respectivamente. En cuanto al maximo de
emision de fluorescencia en la figura 4 se reportaron 658 nm, 622 nm y 627
nm para el TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14, respectivamente. Como se puede
observar con la derivatizacion los fotosensibilizadores presentan un
desplazamiento hipsocrémico del maximo de absorcién y de emision en

solvente organico.
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Figura 4. Espectro de absorcion normalizado de TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14
en acetonitrilo (rojo, Amax 626 nm), (negro, Amax 547 nm) y (verde, Amax 548 nm)
respectivamente (izquierda). Espectro de emision de fluorescencia
normalizado excitando al maximo de absorbancia de cada fotosensibilizador
(TBO*, rojo, Aex 626 NM, Amax 658 nm), (TBO*-C6, negro, Aex 547 nM, Amax 622
nm) y (TBO*-C14, verde, Aex 548 nm, Amax 627 nm) respectivamente en las
mismas condiciones experimentales (derecha).

3.2.2. Fluorescencia Resuelta en el Tiempo

Los tiempos de vida de fluorescencia para los compuestos fueron medidos en
CHsCN, en presencia y ausencia de oxigeno. Los tiempos de vida de
fluorescencia medidos en una atmdésfera de nitrdgeno son reportados en la
tabla 2.

Tabla 2. Tiempos de vida de fluorescencia para el TBO* y los derivados TBO*-
C6 y TBO*-C14 en CHsCN bajo una atmdsfera de nitrégeno.

Fotosensibilizador T1(ns)/ Az T2(ns)/ Az X2
TBO* 0.56 0.78 0.983
(74.6%) (25.4%)
TBO*-C6 0.35 1.71 1.618
(98.3%) (1.7%)
TBO*-C14 1.18 2.33 0.969
(94.9%) (5.1%)
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Para el TBO* se reportan dos tiempos de vida uno de 0.56 ns con una
contribucion de 74.6% y 0.78 ns con una contribucion de 25.4%. Para el TBO™-
C6 se observaron dos tiempos de vida de fluorescencia de 0.35 ns con una
contribucion de 98.3% y 1.71 ns con 1.7% de contribucion. EI TBO*-C14
también presentdé dos tiempos de vida de 1.18 ns, el cual representa una
contribucion de 94.9%, y 2.33 ns con una contribucion de 5.1%. No se
observaron diferencias en los tiempos de vida de fluorescencia en la presencia
de oxigeno, indicando que el estado excitado singlete no es desactivado por
el oxigeno (ver tabla S3 de los anexos).

Los porcentajes reportados en las contribuciones de los tiempos de vida de
fluorescencia, para las tablas de los tiempos de vida de fluorescencia, son
calculados en funcion de los porcentajes de contribucién de los estados
excitados a la intensidad del factor pre-exponencial del fluoréforo

correspondiente.

3.2.3. Tiempo de vida del estado excitado triplete y generacion de

Oxigeno Singlete

Los tiempos de vida del triplete fueron medidos en atmdsfera de Argon para el
TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14 en acetonitrilo donde el TBO*-C6 y TBO*-C14
presentaban mayor absorbancia y fluorescencia. Los resultados son
reportados en la tabla 3. Se puede observar que el tiempo de vida del estado
excitado triplete para el TBO* en acetonitrilo es de 6.3 pus mientras que los
derivados TBO*-C6 y TBO*-C14 presentaron un tiempo de vida de 0.4 usy 0.7
us, respectivamente. La generacion de oxigeno singlete se determind en
funcién de las intensidades de emisién del oxigeno singlete excitando a 532
nmy se puede observar que si el TBO* lo consideramos como referencia (valor
de 1), el derivado TBO*-C6 tendria un rendimiento cuantico de oxigeno

singlete de 0.03, mientras que el derivado TBO*-C14 tendria un rendimiento
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cuantico de oxigeno singlete de 0.3 en comparacion con el TBO™.

Tabla 3. Determinacion del tiempo de vida del estado excitado triplete en
atmosfera de Argon y rendimiento cuantico de oxigeno singlete para el TBO*
TBO*-C6 y TBO*-C14 en acetonitrilo. Equilibrado a la atmésfera.

Fotosensibilizador 7/ us Da
TBO* 6.3 1

TBO*-C6 0.4 0.03
TBO*-C14 0.7 0.3

3.3. Estudios de Fotodegradacion del TBO*

Las muestras de TBO* utilizadas en los experimentos de fotodegradacion
fueron ajustadas en acetonitrilo a la misma absorbancia de 0.5 antes de iniciar
los experimentos. EI TBO™ fue irradiado con un proyector con luz blanca con
un espectro de 350 a 850 nm, con un maximo de 550 nm y con una intensidad
de 195 W / m? en presencia de oxigeno y como referencia para las aplicaciones
biol6gicas también se evalud la fotodegradacion en presencia de oxigeno
utilizando solucion amortiguadora de fosfato 0.1 M. EI TBO™ fue preparado en
acetonitrilo e irradiado durante 230 minutos. Los espectros de absorcién fueron
medidos cada 5 minutos por la primera hora, luego cada 10 minutos por el
resto del tiempo. Para evaluar el efecto prolongado de la irradiaciéon una
muestra fue irradiada por 5 horas y el espectro de absorcion fue medido al
tiempo cero y a las 5 horas. Para la identificaciéon de los fotoproductos
generados como resultado de la irradiacion de las muestras, las muestras de
los espectros de absorcion a tiempos cero, 1 hora, tres horas y 5 horas fueron
analizadas por espectrometria de masas. Estos experimentos también fueron
realizados para las muestras que fueron irradiadas en solucién amortiguadora
en la presencia de oxigeno (la espectrometria de masas fue realizada solo
para el fotoproducto generado al final de los experimentos de irradiacion).

Primeramente, el TBO* fue irradiado durante 3 horas y el espectro de

absorcion fue medido cada 5 minutos durante la primera hora y cada 10
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minutos durante las siguientes dos horas. Como se puede observar en la figura
5 el proceso de fotodegradacion ocurre en dos pasos. En el primer paso el
primer grupo metilo de la molécula que contiene los dos grupos metilos en el
dimetilamonio del TBO* se pierde y se presenta un desplazamiento
hipsocromico del maximo de absorcién de 626 nm a 610 nm en acetonitrilo.
Posterior a esto el segundo grupo metilo se pierde para culminar con un
méaximo de 595 nm en acetonitrilo. Los espectros de absorcién molecular para
el TBO* y los dos productos desmetilados fueron calculados a nivel de
mecanica cuantica por métodos de quimica computacional. Estos se

presentan en los anexos 12-15.
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Figura 5. Espectro de absorcion del TBO* en acetonitrilo irradiado durante tres
horas. La linea roja representa el espectro del TBO* a tiempo cero con un
maximo de absorcién de 626 nm en acetonitrilo.

Después la primera hora de irradiacién se puede observar fotoblanqueo y un
pequefio desplazamiento hipsocromico hacia 610 nm (figura 5).

Se realizaron experimentos de espectrometria de masas para seguir el curso
de la reaccion. Para ello se requiere determinar el MS del control oscuro del
TBO", la cual es reportada en la figura 7. La masa calculada para el TBO* fue
de 270.11 m/z y la detectada fue 270.08 m/z como se reporta en las figuras 6

y 7. Muy pocas sefiales para los productos desmetilados se pueden observar
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en la figura 7.

El principal fotoproducto responsable del espectro de absorcion a 610 nm (Fig.
5), fue caracterizado como el primer fotoproducto desmetilado, con una masa
calculada de 256.09 m/z y se detectd 256.06 m/z como se reporta en las
figuras 8 y 9. Es importante resaltar, que a una hora para la aparicion de este
fotoproducto no se requiere que se haya consumido todo el TBO* (masa de
270.08 m/z). Se puede observar el inicio de la formacién del segundo
fotoproducto que ha perdido los dos metilos de la parte dimetilamonio de la
estructura del TBO*. La fotodegradacién del TBO* por un total de tres horas
genera predominantemente un producto con un maximo de absorcion a 595
nm en acetonitrilo, con una masa calculada de 242.07 m/z y detectada 242.08
m/z como es reportado en las figuras 10 y 12, respectivamente. Un producto
de 272.05 m/z también es observado, el cual puede corresponder al producto
de reduccion denominado leuco TBO*. También se puede observar en las
figuras 9 y 12 una masa de 286.13 m/z y 286.05 m/z respectivamente, la cual
corresponde a un producto oxigenado del TBO* cuya estructura quimica ha
sido previamente reportada y se presenta en la figura 11.[124] Este producto

se encontrd presente en pequefias cantidades.
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Exact Mass: 270.11
m/z: 270.11 (100.0%), 271.11 (16.2%), 272.10 (4.5%), 272.11 (1.2%), 271.10 (1.1%)

Figura 6. Estructura quimica y masa calculada para el TBO*.
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Figura 7. Espectrometria de masas del TBO* en acetonitrilo control en oscuro.
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Figura 8. Estructura quimica y masa calculada para el fotoproducto del TBO*
a una hora de irradiacion.
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Figura 9. Espectrometria de masas del TBO™* en acetonitrilo después de una

hora de irradiacion.
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Figura 10. Estructura quimica y masa calculada para el fotoproducto del TBO*
a tres horas de irradiacion.
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Exact Mass: 286.10
m/z: 286.10 (100.0%), 287.10 (16.2%), 288.10 (4.5%), 288.11 (1.2%), 287.10 (1.1%)

Figura 11. Estructura quimica y masa calculada para el fotoproducto
oxigenado del TBO* generado durante la irradiacion.

100 242.07

(53} )] 2} ~ ~ [o2] o3} [e] ©
o o (5] o w o (8] o C.‘H

B
o

Relative Abundance
w
o

w ©w N
[=] o o
L bbb v b b bev v v b b p b b bbb v b b bt

[N
[&]

272.05

[N
(=]

=
w

Y
o

(9]

256.10

210413 22698 || | |}, | 30518 31630  349.26 36292 393.25
s s e e e s s s s s e s S S S N
220 240 260 280 300 320 340 360 380
m/z

o

Figura 12. Espectrometria de masas del TBO* en acetonitrilo después de tres
horas de irradiacion.
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Cuando el TBO™* fue sometido a una irradiacion extendida por un periodo de 5
horas, se obtuvo un cambio espectral con un maximo a 595 nm (linea roja)
similar al que se observa en la figura 13 y con una masa detectada de 242.08
m/z (ver figura 14), tal como fue reportado en la figura 10 para el experimento
de tres horas de irradiacion. Por consiguiente, a 5 horas de irradiacion el
fotoproducto con esta masa permanece como el principal fotoproducto, al igual
que en el experimento de irradiacion durante 3 horas. El fotoproducto
oxigenado con una masa de 286.08 m/z también pudo ser observado cémo se
reporta en la figura 14, pero en mayor cantidad que lo reportado en las figuras
9y 12, pero en comparacion con el principal fotoproducto de este experimento

la participacion de este producto es poco significativa.

Absorbancia

240 320 400 480 560 640 720 800
Longitud de onda / nm

Figura 13. Espectro de absorcién del TBO* en acetonitrilo irradiado durante
cinco horas. La linea azul representa el TBO* a tiempo cero y la linea roja el
TBO™* después de cinco horas de irradiacion.
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Figura 14. Espectrometria de masas del TBO* en acetonitrilo después de
cinco horas de irradiacion.

El perfil cinético del fotoproceso se obtuvo graficando la absorbancia a 595
nm, 610 nm y 650 nm (ver figura 15). Estas longitudes de onda corresponden
al maximo de absorcion de los fotoproductos para la pérdida de los dos grupos
metilo, un grupo metilo y la absorbancia de la molécula de TBO* como se
reporta en la figura 5 (a 650 nm ninguno de los fotoproductos absorbe). Se
puede observar que durante la primera hora el TBO* comienza a desmetilarse,
lo cual es acompafado por una disminucion en la absorbancia a 626 nm. A

medida que el TBO* pierde el primer grupo metilo de la porciéon dimetilamonio
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de la moléculay el primer fotoproducto es formado éste se mantiene constante
durante este periodo de tiempo, lo cual es apreciado a 610 nm. Este
comportamiento puede indicar que el fotoproducto es desmetilado
constantemente para formar el fotoproducto final, el cual se puede observar
que incrementa con el tiempo a 595 nm. Después de la primera hora, el
fotoproducto sin grupos metilos en la porcion dimetilamonio de la molécula se

mantiene constante.
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Figura 15. Cinética de la fotodegradacion del TBO* irradiado en acetonitrilo
durante 230 minutos. Circulos rojos representa la cinética de fotodegradacion
a 595 nm, cuadrados azules a 610 nm y circulos verdes sin rellenar a 650 nm.

3.3.1. Fotodegradacién en solucion amortiguadora de fosfato de pH 7.

Debido a que el TBO* tiene varias aplicaciones bioldgicas se evalud el efecto
de la irradiacion de la muestra en solucidon amortiguadora. La absorbancia de
la muestra fue ajustada a 0.5 e irradiada durante tres horas como se observa
en la figura, 16. El maximo de absorcion sufri6 un desplazamiento

hipsocromico de 631 nm a 609 nm.
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Figura 16. Espectro de absorcion del TBO* en solucion amortiguadora 0.1 M
pH = 7 e irradiadas durante tres horas.

La muestra irradiada en solucion amortiguadora presenta un comportamiento
fotoquimico diferente a la muestra irradiada en acetonitrilo. Los dos
fotoproductos sin un grupo metilo y sin los dos grupos metilos se encontraban
presentes luego de las 3 horas de irradiacion (ver figura 17); la fotodegradacién
fue significativamente mas lenta. Esto es importante para las aplicaciones
biologicas de PDT, donde la forma leuco del fotosensibilizador necesita ser
evitada.[125] El perfil cinético de la fotodegradacién fue graficada para las
longitudes de onda de maxima absorbancia de 609 nm del fotoproducto y a
650 nm donde solo absorbe el TBO* (figura 18). EI comportamiento de la
fotodegradacion fue diferente a lo observado en acetonitrilo, ya que se observo
una disminucién continda en la absorbancia en comparaciéon con los

experimentos.
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Figura 17. Espectrometria de masas del TBO* en solucién amortiguadora de
fosfato 0.1 M pH = 7 e irradiadas durante tres horas.
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Figura 18. Cinética de la fotodegradacion del TBO* irradiado durante 230
minutos en solucion amortiguadora de fosfato 0.1 M pH = 7. Circulos rojos
representan la cinética de fotodegradacion a 609 nm y circulos verdes sin
rellenar verdes a 650 nm.

3.4. Caracterizacion de los Complejos de Inclusién del TBO* y sus
derivados

3.4.1. Propiedades Fotofisicas de los derivados y sus complejos

La caracterizacion fotofisica se llevo a cabo por medio de espectroscopia de
absorcion molecular y de fluorescencia en estado estacionario. La figura 19
presenta el espectro de absorcion y de emision del TBO* solo y en presencia
de CBJ7]. Los maximos de absorcién y emision fueron observados a 636/670
nmy 631/655 nm para TBO*y TBO*@CBJ7], respectivamente. Cabe destacar
que el CB[7] incrementa la intensidad de la fluorescencia.[126]
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Figura 19. Espectro de Absorcion de TBO* (4 uM) en solucion amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato en ausencia (rojo, Amax 636 nm), en presencia de
CB[7] 50 pM (azul, Amax 631 nm)(izquierda). Espectro de emision de
fluorescencia excitado a 620 nm en ausencia (rojo, Amax 670 nm) y presencia
CB[7] (azul, Amax 655 nm) en las mismas condiciones experimentales
(derecha).
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Una vez debidamente caracterizados el TBO* en sus propiedades fotofisicas
se estudid los derivados preparados para ver los cambios que se generan
producto de la derivatizacion. Se determinaron los espectros de absorcion y
emisién de ambos derivados solos y su complejo en presencia de CB[7]. Para
las aplicaciones celulares que se buscan es importante aumentar la
fluorescencia, ya que mejora la deteccion in vivo. En este sentido, el CB[7]
incrementa la intensidad de la fluorescencia como ha sido reportado
anteriormente para compuestos similares.[76] Los complejos de inclusion para
el TBO* y sus dos derivados, la figura 19, presentan un desplazamiento
hipsocrémico del maximo de absorcién y un incremento en la intensidad de
fluorescencia (figura 19).[61, 62, 76, 127] Mientras que en las figuras 20y 21
se observa un desplazamiento batocrémico del maximo de absorcién y un
incremento en la intensidad de fluorescencia como se ha reportado
anteriormente.[128] Los méaximos de absorcion y emision para el derivado
TBO*-C6 en solucion amortiguadora, fueron 604/645 nm, pero producto de la
baja absorcion y emisién en solucion amortiguadora, no se pueden observar
claramente los cambios en los maximos de absorcion o emision con la

formacion del complejo de inclusion TBO*-C6@CB[7]. Lo que si es apreciable
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(figura 20) es el incremento en la intensidad de fluorescencia con la formacién
del complejo de inclusion. Mientras que para el derivado TBO*-C14 y su
complejo de inclusion TBO*-C14@CBJ7] los maximos de absorcién y emision
fueron observados a 609/651 nmy 613/652 nm.
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Figura 20. Espectro de absorcion de TBO*-C6 en solucion amortiguadora (pH
= 7) 10 mM de fosfato en ausencia (negro, Amax 604 nm) y en presencia de
CBJ[7] 50 uM (morado) (izquierda). Espectro de emisién de fluorescencia
excitado a 610 nm en ausencia (negro, Amax 645 nm) y presencia CB[7]
(morado) en las mismas condiciones experimentales (derecha).

! 0,04
.g 0,7} 50,03 i /\
g 3 /
0 C
< 5

04 goo1f AN
0 1 1 1 1 0 1 1 \
400 500 600 700 800 640 680 720 760 800
Longitud de onda / nm Longitud de onda / nm

Figura 21. Espectro de absorcion Normalizado de TBO*-C14 en solucién
amortiguadora (pH = 7) 10 mM de fosfato en ausencia (verde, Amax 609 nm) y
en presencia de CB[7] 50 uM (anaranjado, Amax 613 nm) (izquierda). Espectro
de emision de fluorescencia excitado a 610 nm en ausencia (verde, Amax 651
nm) y presencia CB[7] excitado a 620 nm (anaranjado, Amax 652 nm) en las
mismas condiciones experimentales (derecha).
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3.4.2. Estudios de Fluorescencia Resuelta en el Tiempo

Los tiempos de vida de fluorescencia del TBO*y de los derivados TBO*-C6 y
TBO*-C14 fueron determinados para las moléculas solas y en complejos con
el CB[7] en solucién amortiguadora (pH = 7) 10 mM de fosfato. Los resultados
son presentados en la tabla 4.

Se puede observar que el TBO* presenta un solo tiempo de vida de
fluorescencia de 0.26 ns, mientras que los derivados TBO*-C6 y TBO*-C14
presentan dos tiempos de vida de fluorescencia. El TBO*-C6 tiene los tiempos
de vida de fluorescencia de 0.23 ns con una contribucion de 62% y 0.37 ns
con una contribucién de 38%. EI TBO*-C14 tiene los tiempos de vida de
fluorescencia de 0.27 ns con una contribucion de 97% y 0.56 ns con una
contribucion de 3%. El primer tiempo de vida de fluorescencia observado para
ambos derivados pueden deberse a una transferencia de carga interna de la
molécula, lo cual se puede explicar por el efecto solvatocrémico observado en
los maximos de emisién en las figuras 4, 20 y 21. En cuanto al segundo tiempo
de vida de fluorescencia observado para ambos derivados este puede
asociarse posiblemente a un estado de agregacion, ya que se observo que el
espectro de absorcion del derivado TBO*-C14 no cambia significativamente
con el incremento de la concentracion. Mientras que el espectro de absorciéon
del derivado TBO™*-C6 se modificd con un incremento en la concentracion. Este
fenomeno puede verse reflejado en el incremento de la contribucién del
segundo componente del tiempo de vida de fluorescencia del derivado TBO*-
C6, con respecto al derivado TBO*-C14 al formarse los complejos de inclusion.
Cuando se forma el complejo de inclusién con CB[7] se observa que hay un
incremento en el tiempo de vida de fluorescencia que es caracteristico de la
formacion de complejos de inclusién producto de la baja polarizabilidad del
interior del macrociclo y la restriccion del movimiento de la molécula, esto
ayuda a incrementar el rendimiento cuantico de la fluorescencia.[61] Los

complejos de inclusién presentaron dos tiempos de vida de fluorescencia, un
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tiempo de vida corto de 0.53 ns con un porcentaje de 82% para el TBO*, 0.24
ns para el TBO*-C6 con una contribucién de 28% y 0.27 ns con un porcentaje
de 90% para el TBO*-C14, y un componente con un tiempo de vida mas largo
de 0.83 ns equivalente al 18% el TBO*. El de 0.61 ns equivalente al 72% para
el TBO*-C6 y 0.63 ns para el TBO*-C14 con una contribucion del 10%. La
presencia de dos tiempos es consistente con los resultados de los estudios
tedricos de dos conformaciones posibles para las moléculas TBO*, TBO*-C6

y el TBO*-C14 cuando se forman los complejos de inclusion.

Tabla 4. Tiempos de vida de fluorescencia para el TBO*, TBO*-C6, TBO*-C14
solos y en complejos con CB[7] en solucién amortiguadora (pH = 7) 10 mM de
fosfato.

Fotosensibilizador T1(ns)/A1 t2(ns)/Az X2
TBO* 0.26 --- 1.211
TBO*@CBJ7] 0.53 (82%) 0.83 (18%) 1.055
TBO*-C6 0.23 (62%) 0.37(38%) 0.929
TBO*-C6@CB][7] 0.24 (28%) 0.61 (72%) 0.944
TBO*-C14 0.27 (97%) 0.56 (3%) 1.152
TBO*-C14@CB[7] 0.27 (90%) 0.63 (10%) 1.182

3.4.3. Estudios de las Propiedades Fotoquimicas

La capacidad de generacién de oxigeno singlete fue evaluada de manera
indirecta por medio de la disminucion de la emision del ABMA[93] para el TBO*
y el TBO*-C14 y reportados en la figura 22. Debido a la baja solubilidad en
solucion acuosa no se pudieron realizar estos estudios del TBO*-C6. Esto
también fue evaluado de manera directa para el TBO* y su complejo de

inclusién con el CB[7] y reportados en la tabla 5.
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Figura 22. Fluorescencia normalizada para el ABMA (1.6 uM) a 412 nm
cuando se irradia con TBO* (4 uM) en la ausencia de CB[n]s (circulos rojos),
en presencia de 50 uM CBJ7] (cuadrados morados). Cuando se irradia con
TBO*-C14 (4 uM) en la ausencia de CBJn]s (cuadrados azules) y en presencia
de 50 uM CBJ[7] (cruces grises) en solucién amortiguadora 10 mM de fosfato
pH 7.0. Las muestras fueron irradiadas en el maximo de absorcién con igual
intensidad.

Como se puede observar en la figura 22 el TBO* genera mas oxigeno singlete
que el derivado TBO*-C14. Los complejos de inclusion de ambos generan
mucho mas oxigeno singlete que las correspondientes moléculas solas.

Recientemente se reportd la medicidén directa de la generacion de oxigeno
singlete, a partir de este se determiné el tiempo de vida del triplete del TBO* y
de su complejo de inclusiébn con CBJ7]. Estos tiempos de vida del estado
excitado triplete también fueron determinados por laser flash fotolisis.[126] Se
ha reportado que el tiempo de vida del triplete es incrementado al formar los
complejos de inclusion en CBJ[7], mientras que el rendimiento cuantico de
oxigeno singlete se ve afectado dependiendo del tipo de complejo y la
accesibilidad del oxigeno molecular al fotosensibilizador.[129] En la tabla 5 se
puede observar que el tiempo de vida del triplete para el TBO* incrementa de
2.2 us a 8.1 us en CB[7] en aire y de 7.8 us a 13.8 ps respectivamente en
argén. Cuando el experimento fue realizado en una soluciéon amortiguadora en
presencia de oxigeno estos tiempos de vida disminuyen lo cual permitio

asignar los tiempos de vida del estado excitado triplete para el TBO* y el
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TBO*@CBJ7]. En cuanto al rendimiento cuantico de oxigeno singlete para el
TBO* en ausencia del macrociclo es 0.18, encapsulado en CB[7] incrementa
a 0.27 lo que es equivalente a 1.5 veces mayor rendimiento que el TBO*
solo.[126]

Tabla 5. Determinacion del tiempo de vida del estado excitado triplete y
rendimiento cuantico de oxigeno singlete para el TBO*y TBO*@CBJ[7].

Fotosensibilizador Sin CB[n] CBJ[7]
tr/us  ®a tr/ps  @a

TBO* (argén) 7.8 13.8
TBO* (aire) 2.2 0.18 8.1 0.27
TBO* (oxigeno) 0.47 3.9

Otra propiedad importante que presentan los complejos de inclusion es que
protege al fotosensibilizador de la fotodescomposicion.[67] Cuando se realizd
la determinacidn indirecta de la generacion de oxigeno singlete se pudo
observar que no hay presencia de fotodescomposicion tanto en el complejo de
inclusién del TBO* como del TBO*-C14 con el CBJ7], y por esta razén estos
complejos pueden ser reutilizados para generar mas oxigeno singlete lo cual

es interesante para aplicaciones biomédicas.

3.4.4. Resumen de las Propiedades Fotofisicas y Fotoquimicas del TBO*,
TBO*-C6y TBO*-C14

En la tabla 6 se presenta un resumen de las propiedades fotofisicas y
fotoquimicas determinadas para el TBO*, los derivados TBO*-C6 y TBO*-C14
solos y con sus respectivos complejos de inclusién. Estas propiedades son de
importancia para el disefio experimental de la aplicacion bioldgica en el marco

de esta tesis doctoral.
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Tabla 6. Resumen de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas del TBO*,
TBO*-C6 y TBO*-C14.

Fotosensibilizador Absorcion Emision <TH) TT da
()\max/nm) ()\max/nm) (ns) (us)
CHsCN
TBO* 626 658 0.61 6.3 12
TBO*-C6 547 622 0.37 0.4 0.032
TBO*-C14 548 627 1.24 0.7 0.32
Solucién amortiguadora
TBO* 636 670 0.26 2.2 0.18
TBO*@CBJ7] 631 655 0.58 8.1 0.27°
TBO*-C6 604 645 0.28
TBO*-C6@CB][7] ~605 ~652 0.51
TBO*-C14 609 651 0.28
TBO*-C14@CBJ[7] 613 652 0.31

Nota: (a. medicion del rendimiento cuantico de oxigeno singlete usando como
valor de referencia el TBO™*; b. medicion del rendimiento cuantico de oxigeno
singlete usando como referencia Rosa de Bengala. El tiempo de vida de
fluorescencia promedio, <t », se calcula como la Z(ti X Ai)/100

De acuerdo con lo reportado en la tabla 6, se puede observar que los maximos
de absorcion y de emision para el TBO* y los derivados TBO*-C6 y TBO*-C14
presentan un efecto solvatocrémico en donde los maximos de absorcion y
emision sufren un desplazamiento batocromico en solventes polares. Estos
fotosensibilizadores se comportan de manera diferente al formar los complejos
de inclusién, ya que el complejo de inclusion TBO*@CB[7] presenta un
desplazamiento hipsocromico, mientras que el complejo de inclusion del TBO*-
C14 presenta un desplazamiento batocrémico. Esto da un indicio del tipo de
estructura que puede tener este complejo de inclusion. Se ha reportado que
los complejos de inclusion donde la molécula se encuentra totalmente
insertada dentro de la cavidad hidrofébica del macrociclo se asocian a un
desplazamiento hipsocromico en el maximo de absorcion y de emision.
Mientras cuando solo una parte de la molécula se encuentra insertada dentro
de la cavidad del macrociclo el desplazamiento es batocrémico. De igual

manera, estas diferencias estructurales se ven reflejadas en el maximo de
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emision de fluorescencia y en el incremento de la intensidad de emision.
Aunque las diferencias en los maximos de absorcion y de emision para el
derivado TBO*-C6 no pudieron ser observadas producto de su baja solubilidad
en solucién acuosa, el incremento en la intensidad de fluorescencia para la
formacion del complejo de inclusion fue apreciado claramente.

También se puede observar en la tabla 6, el tiempo de vida de fluorescencia
promedio medido en acetonitrilo y en solucién amortiguadora de fosfato 10 mM
(pH = 7). En acetonitrilo el TBO*-C14 presenté un tiempo de vida promedio
mayor que el tiempo de vida de fluorescencia promedio del TBO™*. Al medir
estos tiempos de vida de fluorescencia promedio para el TBO*, TBO*-C6 y el
TBO*-C14 en solucién amortiguadora se puede observar que son muy
similares. Lo cual indica que la derivatizacion no afect6 significativamente las
propiedades de fluorescencia en solucidon amortiguadora de acuerdo con el
tiempo de vida de fluorescencia promedio observada. Cuando estos
fotosensibilizadores forman los respectivos complejos de inclusién con el
CBJ7], es apreciable que el tiempo de vida de fluorescencia promedio para los
complejos de inclusion TBO*@CB[7] y TBO*-C6@CB[7] aumentan
considerablemente. Este comportamiento denota una inclusion de la molécula
dentro de la cavidad hidrofébica del macrociclo, sin embargo, el tiempo de vida
de fluorescencia promedio para el TBO*-C14@CB[7] no incrementa con
respecto a la molécula sin encapsular.

Al medir los tiempos de vida del estado excitado triplete en acetonitrilo se
puede observar que la derivatizacion para incrementar la hidrofobicidad de la
molécula TBO* resulta en una disminucién del tiempo de vida del estado
excitado triplete de 6.3 us a 0.4 ps para el TBO*-C6 y 0.7 us en el TBO*-C14
(tabla 6). Cuando se realiz6 este experimento en solucién amortiguadora para
el TBO* y su complejo de inclusién, observé una disminucién del tiempo de
vida del estado excitado triplete del TBO* hasta 2.2 us, pero acompafnada de
un incremento de hasta 8.1 pus en el TBO*@CB[7] producto de la

encapsulacién. Esto se atribuye a la disminucion en el decaimiento no radiativo
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como ha sido reportado anteriormente.[126, 129]

Se determinaron los rendimientos cuanticos de oxigeno singlete en acetonitrilo
para el TBO* y los derivados TBO*-C6 y TBO*-C14, utilizando como valor de
referencia el TBO*; a esté se le asigno el valor de 1. Al comparar el rendimiento
cuantico de oxigeno singlete podemos observar en la tabla 6 que el TBO*-C6
presenta un valor de 0.03 y el TBO*-C14 0.3, con respecto al TBO*. Estos
valores de rendimiento cuantico representan una disminucion del 97% del
rendimiento cuantico de oxigeno singlete para el TBO*-C6 y 70% para el
TBO*-C14 con respecto al TBO*. La derivatizacion del TBO™ para incrementar
su hidrofobicidad disminuy6 la generacion de oxigeno singlete en acetonitrilo.
También se determind el rendimiento cuéntico de oxigeno singlete para el
TBO* y para su complejo de inclusion TBO*@CB[7] en solucién
amortiguadora. Como se reporta en la tabla 6, la encapsulacién incrementé el
rendimiento cuantico de oxigeno singlete del TBO* de 0.18 a 0.27, lo cual
representa un incremento de 1.5 veces. Al determinar de manera relativa la
generacion de oxigeno singlete por medio de la sonda AMBA se observo que
el TBO*-C14 genera aproximadamente la misma cantidad de oxigeno singlete
que el TBO*, pero lo que fue claramente evidente que el complejo de inclusion
de ambos fotosensibilizadores generaba mas oxigeno singlete que el

correspondiente fotosensibilizador solo.

3.4.5. Determinacién de la constante de formacion de los complejos de

inclusiéon con CB[7]

Utilizando la informacion obtenida de los maximos de absorcion y de emision
se determind la longitud de onda donde no se presentaba un cambio notable
en la absorbancia para poder excitar el complejo de inclusion para determinar
las constantes de asociacion del TBO* y de ambos derivados de manera

individual con el CBJ[7]. Posterior a esto se construyé una curva de union (ver
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figuras 23-25) y por medio de analisis numérico previamente descritos en la
literatura[76], se determiné que el TBO* y sus dos derivados forman complejos
de inclusion con el CBJ[7] con una estequiometria de 1:1, al igual que otros
fotosensibilizadores similares.[54, 61, 76, 127] Para los complejos de inclusion
1:1 que se forman entre el TBO* y ambos derivados con el CB[7], se han
denominado como TBO*@CBJ[7], TBO*-C6@CBJ[7] y TBO*-C14@CB|[7],
dependiendo del fotosensibilizador.

En la literatura solo se ha reportado la formacion del complejo de inclusién del
TBO* con ciclodextrinas, en donde se observé que forma un complejo de
inclusion con estequiometria de 1:1 con B-ciclodextrina. De igual manera se ha
reportado un incremento en la fluorescencia de dos veces con la formacion del
complejo, pero con un desplazamiento batocrémico en el espectro de
absorcion con respecto al TBO* libre.[130] Se pudo evidenciar, de acuerdo a
lo presentado en la tabla 7, que la derivatizacion afecta ligeramente las
constantes de asociacién con el CBJ[7]. Las constantes de asociacion del TBO*
con CB[7] es de (5.5 + 0.6) x 10 M1.[126] La constante de asociacion del
TBO* con el CB[7] determinada por medio de la técnica de fluorescencia es
mayor que la de los derivados, (4.8 + 1.2) x 10° M para TBO*-C6 y (6.7 + 2.0)
X 10° M para TBO*-C14, pero estas Ultimas son mucho mayores que la
reportada para el complejo de inclusién con B-ciclodextrina [(442 + 10) M.
[130] Esto denota que los complejos formados tanto para el TBO* como para
sus derivados con los CB[n]s tienen constantes de asociacion mucho mayores
que los complejos con B-ciclodextrina lo que implica que en estas condiciones
experimentales esto complejos son muchos mas estables para aplicaciones
en biomedicina. Estas constantes de asociacion del TBO* y los derivados

hidrofébicos sera discutidas en mayor detalle en la seccién 3.10.
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Figura 23. Isoterma de unién del TBO* 2 uM en solucién amortiguadora (pH =
7) 10 mM de fosfato y su curva de unién a CBJ[7] (0-30 uM), excitando a 620
nm y recolectando los datos a 655 nm.
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Figura 24. Isoterma de union del TBO*-C6 2 yM en solucion amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de union a CBJ[7] (0-30 uM), excitando a
620 nm y recolectando los datos a 655 nm.
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Figura 25. Isoterma de union del TBO*-C14 2 uM en solucién amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de union a CBJ[7] (0-30 uM), excitando a
620 nm y recolectando los datos a 655 nm.

3.4.6. Estudios Teodricos y de Acoplamiento Molecular Inducido

Para apoyar los datos obtenidos experimentalmente recientemente se publico
un estudio experimental en donde se realizaron algunos estudios tedricos que
se presentan en la figura 26. De acuerdo a los resultados de los calculos
teodricos se evidencia la presencia de dos conformaciones posibles para el
complejo de inclusion del TBO* con el CB[7], en donde la conformacion
denominada 1 es de menor energia que la conformacion 2, en
aproximadamente 0.1 eV.[126]

De igual manera, se realizaron estudios tedricos del TBO*-C6@CBJ[7] y TBO*-
Cl1l4@CBjJ7] de acoplamiento molecular inducido (docking). EI complejo de
inclusion del TBO*-C6@CB[7] presenta dos posibles conformaciones que se
presentan en la figura 27, en la figura 27A el nucleo de la estructura se
encuentra dentro del macrociclo con una energia de unién de AG = -5.73
kcal/mol (figura 27A) y la otra donde se encuentra la cadena hidrocarbonada
del acido caproico dentro del macrociclo que la hace ligeramente mas
exergonica que la otra conformacion con una energia de unién de AG = -6.09
kcal/mol (figura 27B). El complejo de inclusién del TBO*-C14@CBJ[7] también
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presenta dos posibles conformaciones al igual que el TBO*@CBJ7] y TBO™-
C6@CBJ7], al igual que el TBO*-C6@CBJ7] presenta una conformacion donde
el nacleo de la estructura se encuentra dentro del macrociclo con una energia
de unién de AG = -2.75 kcal/mol (figura 28A) y la otra donde se encuentra la
cadena hidrocarbonada del acido miristico dentro del macrociclo estabilizada
por un puente de hidrégeno que la hace ligeramente mas exergonica que la
otra conformacién con una energia de union de AG = -3.29 kcal/mol (figura
28B y 28C).

Figura 26. Estructura molecular optimizada del sistema TBO*-CB[7]. Dos
conformaciones fueron analizadas (1 y 2). Las lineas verdes representan las
interacciones de puentes de hidrogeno. Las distancias estan en angstroms (A).
Cadigo de colores: Blanco (H); gris (C), azul (N), amarillo (S).

66



Figura 27. Estructura optimizada del complejo de inclusién TBO*-C6@CBJ7].
Dos conformaciones energéticamente posibles A y B fueron encontradas.

AG =-2.75 kcal/mol AG = -3.29 kcal/mol

Figura 28. Estructura optimizada del complejo de inclusion TBO*-C14@CBJ[7].
Dos conformaciones energéticamente posibles A y B fueron encontradas.

3.5. Aductos Fotosensibilizador-Proteina

La albumina de suero humano (HSA) fue utilizada para estudiar los aductos
fotosensibilizador-proteina que se forman, para poder comprender su
interaccidon antes de la formacion de los complejos biosupramoleculares. De
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acuerdo con el protocolo utilizado para los complejos de inclusion, se
construy6 una curva de asociacion como se muestra en las figuras 29-31 para
el TBO* y sus dos derivados. Esto se realizd por medio de los cambios en la
intensidad de fluorescencia al incrementar las concentraciones de la HSA y
manteniendo constante la concentracion del TBO* y los respectivos derivados.
Asi se construyé una curva de union, se utilizé analisis numérico para
determinar las constantes de asociacion de ambos derivados con la HSA los
cuales se presentan en la tabla 7.[76] Los resultados demostraron que la
constante de asociacion del TBO* sin derivatizar con la HSA denominado
como TBO*:HSA, (9.8 + 2.0) x 10* M1, es similar a la de ambos derivados. El
TBO*-C6:HSA presenté una constante de (3.5 £ 1.1) x 10°> M mientras que
para el TBO*-C14:HSA fue de (2.7 + 0.2) x 10° M. Las diferencias observadas
en las constantes de asociacion determinadas por fluorescencia para los
aductos del TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14 con la HSA no son tan significativas.
Estas constantes de asociacion para la formacién de los aductos con la
proteina seran discutidos en la seccion 3.10.
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Figura 29. Isoterma de unién del TBO* 2 uM en solucién amortiguadora (pH =
7) 10 mM de fosfato y su curva de union a HSA (0-30 uM), excitando a 550 nm
y recolectando los datos a 660 nm.
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Figura 30. Isoterma de union del TBO*-C6 2 yM en solucion amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de union a HSA (0-30 uM), excitando a
550 nm y recolectando los datos a 660 nm.
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Figura 31. Isoterma de union del TBO*-C14 2 uM en solucién amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de union a HSA (0-30 uM), excitando a
550 nm y recolectando los datos a 660 nm.

También se estudio el apagamiento de la fluorescencia intrinseca del Unico
residuo de triptéfano de la HSA para obtener la constante de Stern-Volmer
(Ksv). Se obtuvieron los valores de Ksv para TBO*:HSA (1.0 + 0.2) x 10* M,
TBO*-C6:HSA 3.4 x 10*°M* y TBO*-C14:HSA 3.6 x 10* M1, En ausencia de

un apagamiento dinamico la Ksv es equivalente a la constante de asociacién
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para la formacion del aducto con la proteina.[131]

Estas constantes de asociacion obtenidas para los aductos del TBO*, TBO*-
C6 y TBO*-C14 con la HSA, tienen el mismo orden de magnitud que se ha
reportado para los aductos de fotosensibilizadores con estructuras similares
como el naranja de acridina (AO*) y el azul de metileno (MB*) con la HSA.[53,
76, 132]

En la literatura, Sharma et al. reportan que la constante de asociacion para el
aducto TBO*:HSA es 4.09 x 10°> M determinando por medio de la ecuacién
de Benesi-Hilderbrand graficando el doble reciproco para obtener la
misma.[133] De igual manera, reportan la constante de Stern-Volmer con un
valor de 1.67 x 10> M1,[133] La razén de la discrepancia entre estos valores
se debe probablemente a la utilizacion de gréficos de dobles reciprocos en la
referencia indicada, los cuales son conocidos por presentar grandes errores

en la estimacion de constantes de asociacion.[131, 134]

3.6. Determinacién del Sitio de Union del Fotosensibilizador a la HSA

Se hareportado que el TBO™* se une al sitio | de la HSA, conocido como Sudlow
I, lo cual fue determinado por desplazamiento con competidores que se unen
a los sitios especificos de la HSA Sudlow | y Il midiendo los cambios en la
intensidad de la fluorescencia.[133] Por estudios de cristalografia de rayos X
y estudios de desplazamiento competitivo se ha determinado que la
fenilbutazona, warfarina y otros se unen al sitio Sudlow | mientras que
ibuprofeno, acido flufenamico, 4-iodobenzoato y otras se unen al sitio
denominado Sudlow I1.[48, 51-54, 91, 133, 135] Los farmacos usualmente se
unen a un sitio 0 a pocos sitios de alta afinidad en la HSA con constantes de
asociacion en el rango de 10%-108 M1.[136] Se han definido caracteristicas
estructurales para los ligandos que usualmente se unen al sitio | y al sitio Il de

la HSA. En el sitio | se unen tipicamente acidos dicarboxilicos y/o moléculas
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heterociclicas grandes con cargas negativas localizadas en el medio de la
molécula. Mientras que en el sitio I, se asocian acidos carboxilicos aromaticos
con grupos &cidos con cargas negativas en la parte terminal de la molécula
alejada del centro hidrofobico.[48, 136, 137] Se han publicado diversos
estudios que demuestran la versatilidad del sitio | de union de la HSA, ya que
este es muy flexible y permite que ligandos con diferencias estructurales se
puedan unir con alta afinidad. Esto es indicativo de que el sitio | es adaptable
para varios ligandos.[138]

También se ha reportado que varios fotosensibilizadores se unen a la HSA con
alta afinidad, pero dentro del contexto de esta investigacion es importante
resaltar que fotosensibilizadores como el naranja de acridina (AO*) y azul de
metileno (MB*) con estructura similar al TBO* se unen al sitio | y al sitio Il
respectivamente.[53, 76]

Se realizaron experimentos de desplazamiento competitivos utilizando los
cambios en la intensidad de la fluorescencia para poder corroborar el sitio de
union de TBO* y sus derivados. Los experimentos se llevaron a cabo utilizando
el TBO*-C14 ya que es el derivado que ha demostrado mejores propiedades
de union a la HSA vy los inhibidores utilizados fueron la warfarina y el 4-
iodobenzoato. Los antecedentes bibliograficos indicaban que el TBO™* se une
al sitio Sudlow 1,[133] el primer experimento que se realizé fue a una solucion
de HSA 5 uyM adicionar concentraciones crecientes de warfarina desde 0
hasta 10 uM, excitando el Trp de la HSA a 280 nm y se observo la disminucion
de la intensidad de fluorescencia como se muestra en la figura 32 en los
circulos rojos. Este resultado corrobora que la warfarina se une al sitio | como
ha sido reportado. Luego se realizé el experimento utilizando HSA 5 uM con
TBO*-C14 10 uM y adicionando cantidades crecientes de warfarina desde O-
10 uM excitando la muestra a 280 nm (ver figura 32) y se observd una
disminucién en la fluorescencia de la proteina al adicionar la warfarina
representado por los cuadrados azules. La misma muestra también se excitd

a 550 nm para observar exclusivamente el comportamiento del TBO*-C14, ya
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que la warfarina 'y la HSA no absorben a esta longitud de onda, como se puede
observar en el inserto de la figura 32 al adicionar warfarina hay cambios en la
intensidad de fluorescencia del TBO*-C14 que puede explicarse por el cambio
en su entorno al salir del sitio Sudlow 1.[53]
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Figura 32. Estudios de desplazamiento de competidores por medio de
fluorescencia de HSA 5 uM. Apagamiento de la fluorescencia intrinseca del
Trp por la warfarina (0-10 pM) (circulos rojos) excitando a 280 nm.
Desplazamiento del TBO*-C14 10 uM de HSA 5 pM por la warfarina (0-10 puM)
(cuadrados azules) excitando a 280 nm. Inserto: Desplazamiento del TBO™-
C14 10 uM de HSA 5 pM por la warfarina (0-10 uM) (circulos rojos) excitando
a 550 nm. Experimentos realizados en solucion amortiguadora de fosfato 10
mM pH 7.0.

Para comprobar los resultados obtenidos se modificé el experimento,
utilizando HSA 2 uM con warfarina 2 uM, se adicionaron cantidades crecientes
de TBO*-C14 desde 0-10 uM ya que la constante de unién de la warfarina 3.3
x 10° M,[138] es mayor que la del derivado. La muestra fue excitada a 325
nm donde no absorbe ni la proteina ni el TBO*-C14, por lo cual se esta
excitando exclusivamente a la warfarina. Como se puede observar en la figura
33, hay una disminucion en la intensidad de la fluorescencia de la warfarina al
adicionar el TBO*-C14 indicando que el mismo se une al sitio Sudlow |

desplazando a la warfarina.
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Figura 33. Estudios de desplazamiento de competidores por medio de
fluorescencia de HSA 2 yM con warfarina 2 yM por TBO*-C14 (0-10 pM)
excitando a 325 nm. Experimentos realizados en solucién amortiguadora de
fosfato 10 mM pH 7.0.

La posibilidad de que el TBO*-C14 se una a otros sitios es muy probable y
dependiente de las concentraciones utilizadas, razon por la cual se repiti6é el
experimento utilizando HSA 5 yM con 10 yM TBO®*-C14, adicionando
cantidades crecientes de 4-iodobenzoato desde 0-10 uM que se une al sitio
Sudlow Il con una constante de 1.8 x 10® M.[91, 139] Se excitd a una longitud
de onda de 280 nm correspondiente al Trp 214 que se encuentra en el sitio
Sudlow | y en la figura 34 se observa una leve disminucion de la intensidad de
fluorescencia hasta 4 uM, seguido de un incremento en el apagamiento de la
fluorescencia en concentraciones mayores que puede ser indicativo de un
posible cambio conformacional al ocupar ambos sitios Sudlow, ya que el Trp
del sitio Sudlow | se encuentra aproximadamente a 30 A de distancia del sitio
de unién del 4-iodobenzoato, Sudlow II, en la estructura de la proteina.[53,
140] La misma muestra fue excitada a 550 nm donde solo absorbe TBO*-C14,
y se presenta en el inserto de la figura 34 donde podemos observar el mismo
comportamiento que en el experimento excitando a 280 nm que practicamente
no hay un cambio en la intensidad de la fluorescencia y sobre 4 yM el mismo
fendbmeno de cambio en la intensidad de fluorescencia que puede ser atribuido

a un posible cambio conformacional en el sitio | una vez el 4-iodobenzoato se
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une al sitio Sudlow 11.[53] Vistos todos estos resultados se puede afirmar que

el derivado se une preferentemente al sitio | de la HSA.
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Figura 34. Estudios de desplazamiento de competidores por medio de
fluorescencia del TBO*-C14 10 uM de HSA 5 uM por el 4-iodobenzoato (0-10
uM) excitando a 280 nm. Inserto: Desplazamiento del TBO*-C14 10 uM de
HSA 5 uM por el 4-iodobenzoato (0-10 uM) excitando a 550 nm. Experimentos
realizados en solucién amortiguadora de fosfato 10 mM pH 7.0.

3.7. Complejos Biosupramoleculares

Para demostrar la formacion de los complejos biosupramoleculares del TBO*
y los derivados hidrofébicos de azul de toluidina con CB[7] y HSA
denominados TBO*@CBJ[7]:HSA, TBO"-C6@CB[7]HSA 'y TBO*-
C14@CBJ[7]:HSA se utiliz6 el apagamiento de la fluorescencia intrinseca del
anico residuo de triptéfano presente en la HSA como ha sido reportado
previamente en la literatura (ver tabla 7).[76, 84, 85] Se compararon con los
graficos de Stern-Volmer obtenidos para el apagamiento del Trp de la HSA por
TBO* y sus dos derivados para los respectivos aductos de proteina-
fotosensibilizador (ver figuras 35-37), ya que al conocer las constante de
asociacion de los derivados tanto con el CB[7] como con la HSA se pudo
verificar que las constantes de asociacion de los aductos proteina-
fotosensibilizador del TBO*:HSA, TBO*-C6:HSA y TBO*-C14:HSA obtenidas
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por Stern-Volmer son practicamente las mismas que las de los complejos
biosupramoleculares, cuyas constantes fueron 1.0 x 10* M? para TBO®-
@CB[7]:HSA, 3.1 x 10* M! para TBO*-C6@CB[7]:HSA y 3.5 x 10* M para
TBO™-C14@CBJ[7]:HSA. Esta similitud en los valores de las constantes puede
deberse a varias alternativas posibles. Primero que los derivados se disocien
del complejo con CBJ[7] para asociarse a la proteina; que el complejo de
inclusién cuando se aproxima a la proteina libere al derivado hacia la proteina
o que la estructura del complejo de inclusion permita que parte de la estructura
de los derivados se encuentren fuera del CB[7] como se ha reportado
anteriormente para fotosensibilizadores que forman complejos 1:1 con el
CB[7].[141, 142]
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Figura 35. Grafico de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia del
Trp de la HSA (5 pM) por el TBO* (0-10 uM) en ausencia (circulos rojos) y
presencia de CBJ[7] 50 uM (cuadrados azules) en solucion amortiguadora (pH
=7) 10 mM de fosfato, excitando a 280 nm y recolectando los datos a 350 nm.
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Figura 36. Gréfico de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia del
Trp de la HSA (5 uM) por el TBO*-C6 (0-10 uM) en ausencia (circulos rojos) y
presencia de CBJ[7] 50 uM (cuadrados azules) en solucién amortiguadora (pH
=7) 10 mM de fosfato, excitando a 280 nm y recolectando los datos a 350 nm.
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Figura 37. Grafico de Stern-Volmer del apagamiento de la fluorescencia del
Trp de la HSA (5 pM) por el TBO*-C14 (0-10 uM) en ausencia (circulos rojos)
y presencia de CB[7] 50 yM (cuadrados azules) en solucion amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato, excitando a 280 nm y recolectando los datos a 350
nm.
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Tabla 7. Resumen de las constantes de asociacion obtenidas por
fluorescencia. Las soluciones fueron preparadas en solucién amortiguadora
(pH = 7) de fosfato 10 mM.

Derivado Constante de Constante de Constante de
asociacion asociacion asociacion
CB[7] HSA HSA
(Isoterma) (Isoterma) (Apagamiento)

TBO* (5.5 £+ 0.6) x (9.8 + 2.0) x (1.0 =+ 0.2) x
106 M1 104 M1 104 M1

TBO*-C6 (48 £+ 1.2) x (35 + 1.1) x 3.4x10*M?
10° M1 10° M1

TBO*-C14 (6.7 £+ 20) x (2.7 £ 0.2) x 3.6x10* M?
10° M1 10° M1

TBO*@CBJ7]: 1.0 x 104 M1

HSA

TBO*- 3.1x104 M1

C6@CBJ7]:

HSA

TBO*- 3.5x10* M1

Cl14@CBJ7]:

HSA

3.8. Estudios de Acoplamiento Molecular Inducido

En la literatura se realizaron estudios de acoplamiento molecular inducido para
TBO*:HSA y ellos observaron gue el fotosensibilizador se une al sitio Sudlow
I, lo cual fue corroborado experimentalmente por estudios de desplazamiento
de competidores observando los cambios en la intensidad de
fluorescencia.[133]

En los estudios actuales se vio reflejado que el derivado de TBO*-C14 se une
al sitio Sudlow | de la HSA como se demostré experimentalmente y se puede
observar en la figura 38A la cadena hidrocarbonada del &cido miristico que se
utilizo para derivatizar el TBO* ayuda a incrementar la afinidad por la proteina
(ver tabla 8). El estudio computacional proporcioné un AG = -5.45 kcal/mol
para el derivado de TBO*-C14 con la HSA y previamente se habia reportado

que el valor experimental para la union de TBO™* fue de AG = -7.54 kcal/mol y
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el valor obtenido computacionalmente fue de AG = -5.35 kcal/mol. Estos
valores son similares a los obtenidos experimentalmente por medio de ITC
para el TBO* que fue de -7.7 £ 0.2 kcal/mol (ver tabla 8).También se presenta
en la figura 38B que la interaccion entre CB[7] y la HSA es energéticamente

desfavorable.

AG=-545kcal/mad AG=>20 kcal/mal

Figura 38. Estudio de acoplamiento molecular inducido del derivado TBO*-
Cl4 conla HSA (A) y el CBJ[7] con la HSA (B).

Para estudiar la interaccion que se da en el complejo biosupramolecular, el
mismo fue evaluado por acoplamiento molecular inducido y se obtuvieron dos
posibilidades que se presentan en la figura 39A y 39B, en la primera cuando
el complejo de inclusion entre el TBO*-C14@CB[7] se aproxima a la HSA el
fotosensibilizador se sale del macrociclo y se va hacia la proteina, y en la figura
39B se observa gue la otra alternativa es que el complejo de inclusion donde
la cadena hidrocarbonada es la que se encuentra dentro del macrociclo al
aproximarse a la HSA lo que la proteina ve es el fotosensibilizador y esto tiene
un AG mas exergonico, lo que hace que este proceso sea mas espontaneo.
Estas dos posibilidades pueden dar una posible explicacién del porque cuando
se hace el experimento de apagamiento de la fluorescencia para construir el

grafico de Stern-Volmer se obtienen el mismo valor para el aducto

78



fotosensibilizador-proteina como para los complejos biosupramoleculares.

AG= 6,19 kcal/mol e AG=-9,04 kcal/md

Figura 39. Estudio de acoplamiento molecular inducido del complejo
biosupramolecular.

3.9. Estudios de Asociacion por Calorimetria de Titulacion Isotérmica
(ITC)

Se realizaron experimentos de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC por
sus siglas en inglés) para determinar las constantes de asociacion del TBO*,
TBO*-C6 y TBO*-C14 con el CBJ[7] y con la HSA las cuales se reportan en la
tabla 8. Al igual que los parametros termodinamicos obtenidos en estos
experimentos, por medio de la ecuacion de energia libre de Gibbs (AG = AH —
TAS).[143] Todos los sistemas presentados en la tabla 8 se analizaron
utilizando una estequiometria de 1:1 para los complejos de inclusion, al igual
que el aducto con la proteina. Cuando se evaluaron las constantes de
asociacion con el CBJ[7] se puede observar que la constante del complejo de
inclusién para el TBO*@CBJ[7] fue de (5.3 + 0.9) x 10° M (anexo 25), mientras
que para los complejos de inclusién de los derivados fue de (4 + 2) x 10* M
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para el TBO*-C6 (ver anexo 27) y de (1.4 + 0.1) x 10% M para el TBO*-C14
(ver anexo 29). La constante de asociacion para el complejo de inclusiéon
TBO*@CBJ7] fue mayor que la del complejo del TBO*-C6@CBJ7], pero inferior
a la del TBO*™-C14@CBJ7] lo cual indica que la longitud de la cadena
hidrocarbonada tiene un efecto de un orden de magnitud en la constante de
asociacion. El complejo del TBO*@CBJ[7] tiene mayor contribuciones
entalpicas para su constante de asociacién, -2.2 + 0.2 kcal/mol, en
comparacién con los complejos de inclusibn de ambos derivados TBO*-
C6@CBJ7], ~-0.3 kcal/mol, y una contribucién de -0.35 + 0.02 kcal/mol para
el TBO*-C14@CBJ7]. Estos resultados son consistentes con los datos
obtenidos en los estudios de quimica computacional en donde se ve
claramente que el complejo del TBO*@CBJ[7] es estabilizado por interacciones
de puente de hidrégeno como se ve en la figura 26, mientras que en la figura
27 y 28 vemos que para los estudios de simulacion molecular de los complejos
TBO*-C6@CB[7] y TBO*-C14@CB|7], respectivamente, ambos presenta dos
conformaciones, en una de las cuales se observa que la cadena
hidrocarbonada es la porcion del derivado que se encuentra dentro del
macrociclo y esta es la conformacion energéticamente mas favorable. El grupo
amino libre del TBO* presenta interacciones con los portales de los grupos
carbonilos del CB[7], al realizar la derivatizacion para obtener el enlace amida
correspondiente posiblemente se pierden interacciones con el CB[7], haciendo

la interaccion mas desfavorable.
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Tabla 8. Resumen de los parametros termodinamicos obtenidos por ITC. Las
soluciones fueron preparadas en solucion amortiguadora (pH = 7) de fosfato
10 mM.

Sistema Ka AG AH -TAS
(M-1) (kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol)
TBO*@CBJ[7] (5.3+£0.9) -7.8+£0.1 -2.2+0.2 -5.7+£0.3
x 10°
TBO":HSA 4+£1)x -7.7+£0.2 -05+0.1 -7.12 £ 0.06
10°
TBO*- (4+2)x  -64+04 ~-0.3 -6.1+0.6
C6@CB[7] 10%
TBO*-C6:HSA (1.0£0.4) -55+£0.3 23214 -3.2+x1.2
x 10%
TBO*- (1.4+0.1) -839+0.04 -0.35+0.02 -8.04x0.05
C14@CBJ7] x 106
TBO*- 3x108 -8.76 -0.91 -7.86
C14:HSA

En cuanto a las contribuciones entrépicas, podemos observar en la tabla 8 que
la formacion del complejo de inclusion del derivado TBO*-C14@CBJ[7] al igual
que el complejo TBO*-C6@CB[7] estan gobernados por procesos de
reordenamiento para secuestrarla del medio acuoso hacia el interior de la
cavidad hidrofébica del macrociclo. La entropia en la formacion del complejo
de inclusion TBO*-C6@CB[7] no cambia significativamente en comparacion
con el TBO*@CBJ[7] por la longitud de la cadena, mientras que en el complejo
de inclusién TBO*-C14@CB[7] cambia significativamente por la longitud de la
cadena. Aunque el complejo de inclusion del TBO*@CB[7] presenta las
mayores contribuciones entalpicas en comparacién con los otros dos sistemas,
las mayores contribuciones para su AG proviene de las contribuciones
entropicas para la formacion del complejo de inclusion, lo cual indica que el

proceso esta fuertemente influenciado por secuestrar la molécula del TBO* del
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medio acuoso para la formacion del complejo de inclusién. Es importante
resaltar que la liberacion de 7 moléculas de agua altamente ordenadas que se
encuentran dentro de la cavidad del CB[7] al solvente contribuyen
enormemente a las constantes de asociacion de los complejos de inclusién de
este macrociclo, ya que proporcionan la fuerza para la formacién del complejo.
La liberacion de estas moléculas de agua de la cavidad al medio acuoso al
formarse el complejo de inclusién representa una contribucién notable al
aumento de entropia del sistema.[111, 144-147]

Los valores de AG de los tres complejos de inclusion son negativos, lo cual
indica que son procesos espontaneos, el mayor valor de AG reportado fue de
-8.39 * 0.04 kcal/mol para el complejo de inclusion del TBO*-C14@CBJ7],
seguido por -7.8 + 0.1 kcal/mol para el TBO*@CB[7] y por ultimo se obtuvo un
valor de -6.4 * 0.4 kcal/mol para TBO*-C6@CB[7].

Se determind la constante de asociacion con la HSA, y los valores obtenidos
son reportados en la tabla 8, en donde se puede observar que la constate de
asociacion para la formacion del aducto con la proteina para el TBO*:HSA fue
de (4 + 1) x 10° M1 (ver anexo 26), mientras que para los aductos con la
proteina de los derivados fue de (1.0 + 0.4) x 10 Mty 3 x 10% M! para el
TBO*-C6 (ver anexo 28) y TBO*-C14 (ver anexo 30), respectivamente. La
constante de asociacién para el aducto con la proteina del TBO*:HSA fue
mayor que la del aducto del TBO*-C6:HSA, pero inferior a la del TBO*-
C14:HSA lo cual indica que la longitud de la cadena hidrocarbonada tiene un
efecto en su asociacion con la proteina de un orden de magnitud en la
constante de asociacién. El aducto con la proteina denominado como
TBO*:HSA tiene menores contribuciones entélpicas para su constante de
asociacion, -0.5 + 0.1 kcal/mol, en comparacién con las del aducto del TBO*-
C6:HSA, -2.3 = 1.4 kcal/mol. De igual manera, las contribuciones entalpicas
del aducto TBO*-C14:HSA, -0.91 kcal/mol, son ligeramente superior a las del
aducto del TBO*, pero sustancialmente inferior que las del aducto del TBO*-

C6. En cuanto a las contribuciones entrépicas, podemos observar en la tabla
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8 que la formacion del aducto TBO*:HSA al igual que el complejo TBO*-
C14:HSA estan gobernados por procesos de reordenamiento para secuestrar
las moléculas del medio acuoso hacia los bolsillos hidrofébicos de la proteina,
para que la molécula pueda formar el aducto con la proteina. Aunque el aducto
TBO*-C6:HSA presenta las mayores contribuciones entalpicas en
comparacion con los otros dos sistemas, las mayores contribuciones para su
AG proviene de las contribuciones entrépicas para la formacion del aducto con
la proteina, lo cual indica que el proceso esta fuertemente influenciado por
secuestrar la molécula del TBO*-C6 del medio acuoso para la formacién del
aducto. Estos resultados son consistentes con los datos obtenidos en los
estudios de acoplamiento molecular inducido, en donde se ve claramente que
el aducto del TBO*-C14:HSA en la figura 38 tiene un AG = -5.45 kcal/mol y en
los experimentos de ITC se determin6é un AG = -8.76 kcal/mol. De igual
manera, se pudo determinar que el aducto TBO*:HSA tiene un AG = -7.7
0.2 kcal/mol para la formacion del aducto y se ha reportado anteriormente un
valor por estudios de acoplamiento molecular inducido de AG = -5.35 kcal/mol
y en esta publicacion determinaron experimentalmente un AG = -7.54 kcal/mol
por medio del apagamiento de la fluorescencia intrinseca del triptéfano 214 de
la HSA y los valores obtenidos fueron ajustados a la ecuacién de doble
reciproco de Benesi-Hildebrand para obtener la constante de asociaciéon del
TBO™* con la HSA para la formacion del aducto, posterior a esto determinar el
AG.[133]
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3.10. Comparacién de las constantes de asociacion obtenidas por medio

de las técnicas de fluorescenciay por ITC.

Tabla 9. Comparacion de las constantes de asociacion obtenidas para los
fotosensibilizadores con el CB[7] y HSA por medio de técnicas de
fluorescencia y por ITC. Las soluciones fueron preparadas en solucion
amortiguadora (pH = 7) de fosfato 10 mM.

Fotosensibilizador Fluorescencia ITC

TBO*@CB[7]
TBO*-C6@CB[7]
TBO*-C14@CB[7]
TBO*HSA
TBO*-C6:HSA
TBO*-C14:HSA

(5.5 +0.6) x 105 M1
(4.8 +1.2) x 105 M
(6.7 +2.0) x 105 M1
(9.8 +2.0) x 104 M
(3.5+1.1) x 105 M
(2.7 £0.2) x 105 Mt

(5.3 0.9) x 105M™*
(4 +2) x 104 M2
(1.4 +0.1) x 108 Mt
(4 + 1) x 105 M1
(1.0 £ 0.4) x 10* M1
3 x 106 M1

En la tabla 9 se comparan las constantes de asociacion obtenidas por medio
de fluorescencia a través de la construccion de isotermas de union para el
CB[7] y para la HSA con los valores obtenidos por medio de ITC para los
respectivos complejos de inclusion con CBJ[7] y el aducto con la HSA para los
diferentes fotosensibilizadores.

Se puede observar en la tabla 9 las constantes de asociacion para los
complejos de inclusion de los fotosensibilizadores con el CB[7] determinados
por fluorescencia, en donde el complejo de inclusion TBO*@CBJ7] presenta
una constante de asociacion un orden de magnitud mayor que las constantes
de asociacion de los complejos de inclusion de los derivados TBO*-C6@CBJ7]
y TBO*-C14@CBJ7]. Cuando se determinaron estas constantes de asociacion
por ITC el complejo de inclusién del derivado TBO*-C14@CBJ7] presentd una
constante de asociacién un orden de magnitud mayor que la del complejo de
inclusion TBO*@CB[7], mientras que la del complejo de inclusion del derivado
TBO*-C6@CB[7] fue un orden de magnitud menor que las del complejo de
inclusion del TBO™*. Las variaciones que se han obtenido en las constantes de
asociacion utilizando las metodologias de ITC y de fluorescencia, de acuerdo

con la quimica supramolecular se pueden explicar debido a que las constantes
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de asociacion determinadas por medio de fluorescencia hacen referencia a las
interacciones de asociacion en el estado excitado, mientras que las
determinadas por ITC representan las interacciones asociadas al estado basal.
Por consiguiente, las interacciones de asociacion medidas por medio de
fluorescencia representaran las interacciones del estado excitado y los
cambios asociados al microambiente de la molécula huésped. Las constantes
de asociacion determinada por medio de ITC representan las interacciones de
asociacién en el estado basal y los cambios globales asociados a esta
propiedad. Estas constantes medidas por ambas técnicas pueden ser la
misma si no existieran cambios en el estado de hidratacion en la interfase entre
el huésped y el anfitrién.[128] Para poder comprender en detalle las diferencias
entre las constantes de asociacion obtenidas a partir del estado excitado o del
estado basal en la quimica supramolecular se debe considerar la velocidad de
inclusion del huésped dentro de la cavidad del macrociclo, la velocidad de
exclusiéon del huésped de la cavidad del macrociclo y la velocidad del
decaimiento del estado excitado de la molécula huésped,[148] las cuales
escapan de los objetivos planteados en esta tesis. Se ha reportado en esta
tesis la posibilidad de la presencia de dos posibles conformaciones para los
complejos de inclusién con CBJ7], para el TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14. Los
estudios teodricos demostraron las dos conformaciones posibles para los
complejos de inclusidn, lo cual fue consistente con los resultados obtenidos en
los tiempos de vida de fluorescencia. Los tiempos de vida de fluorescencia
para los complejos de inclusién de estas dos conformaciones, son un indicio
de que la estructura del complejo de inclusion tiene un efecto en la
determinacién de las constantes de asociacion con CB[7] por la técnica de
fluorescencia. Cuando se forma el complejo de inclusién con el nucleo de la
molécula dentro de la cavidad hidrofobica del CB[7] hay un incremento en la
intensidad de fluorescencia, mientras que cuando se forma el complejo de
inclusion con la cadena hidrocarbonada dentro de la cavidad hidrofobica del

macrociclo no hay cambios en la fluorescencia, por eso se esta subestimando
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los valores de asociacion cuando son determinados por medio de
fluorescencia y esto es particularmente notorio para el derivado TBO*-C14.

Las constantes de asociacion para la formacion de los aductos con la proteina
al ser determinados por isotermas de union consideran todos los sitios de
unioén posible para los fotosensibilizadores y no solamente la asociacion al sitio
I, como lo considera el apagamiento de la fluorescencia intrinseca del Unico
residuo de triptéfano (Trp 214) de la HSA que se encuentra en el sitio Sudlow
I. Al comparar las constantes de asociacion obtenidas por fluorescencia se
puede observar en la tabla 9 que las constantes son similares en el orden de
magnitud dentro del error experimental, para TBO*:HSA, TBO*-C6:HSA y
TBO*-C14:HSA. En las constantes de asociacién determinadas por ITC el
aducto TBO*-C14:HSA presentd una constante de asociacion de un orden de
magnitud mayor que el aducto TBO*:HSA, y para el aducto TBO*-C6:HSA se
obtuvo una constante de asociacién de un orden de magnitud menor que la
constante de asociacion del aducto TBO*:HSA. Igual que en el caso anterior
se podria formar un aducto de inclusién con la cadena hidrocarbonada dentro
de una cavidad hidrofébica de la HSA, y no con el nucleo de la molécula del
fotosensibilizador. La inclusion de la cadena hidrocarbonada puede hacer que
se esté subestimando los valores de asociaciéon cuando son determinados por
medio de fluorescencia, lo cual también es mas notorio en para el derivado
TBO*-C14. En vista de estos resultados se puede inferir que la derivatizacion
para incrementar la hidrofobicidad del TBO™* se ve afectada por la longitud de
la cadena hidrocarbonada. Se ha reportado que al incrementar la longitud de
la cadena hidrocarbonada para incrementar la hidrofobicidad de las moléculas
usualmente se incrementa la constante de asociacion con proteinas albaminas
de manera lineal con el largo de la cadena.[149] En el caso de esta tesis ese
efecto no fue observado, ya que el TBO*-C6 presentd una constante de
asociacion con la HSA un orden de magnitud inferior al TBO*. Esto podria ser
debido a agregacion de las cadenas alifaticas cortas como la del derivado

TBO*-C6, como ha sido reportado anteriormente.[150]
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3.11. Estudios de toxicidad en oscuro en células HelLa cultivas in vitro.

Se realizaron estudios de fototoxicidad en células HelLa cultivadas in vitro, las
cuales corresponden a células epiteliales de cancer cérvico-uterino. Estas son
células que crecen de manera adherente lo cual permite utilizarlas como
modelo para tumores solidos en los cuales se han reportado receptores
especificos que ayudan en la incorporacién de farmacos a los tumores.[45]
Primeramente se realizd6 un estudio de toxicidad en oscuro a 24 horas de
incubacion a diferentes concentraciones para encontrar la concentraciéon
Optima para los estudios de irradiacion. En la tabla 10 se presentan los
resultados obtenidos para el TBO*, TBO*-C6y el TBO*-C14. Se decidié utilizar
una concentraciéon de 0.4 uM para realizar los estudios de fototoxicidad ya que
a esta concentracion no se presenta toxicidad en oscuro a 24 horas de

incubacion.

Tabla 10. Resultados de toxicidad en oscuro a 24 horas de incubacién de
diferentes concentraciones de fotosensibilizadores en células Hela cultivadas
in vitro.

TBO* Viabilidad TBO*-C6 Viabilidad TBO*-C14 Viabilidad

[UM] [UM] [LM]
40 34.92% 40 43.72% 40 50.29%
4 72.30% 4 73.69% 4 83.26%
0.4 105.01% 0.4 98.49% 0.4 98.66%
0.04 104.71% 0.04 102.01% 0.04 106.50%
0.004 101.71% 0.004 105.36% 0.004 99.16%

0.0004 99.67% 0.0004 103.31% 0.0004 97.16%

3.12. Estudios de Microscopia de Fluorescencia en células HelLa

cultivadas in vitro

3.12.1 Tincién con DAPI de células HelLa

Para realizar una comparacién de los resultados obtenidos en los estudios

exploratorios de fototoxicidad entre 0.4 uM y 4 uM de concentracion de los
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fotosensibilizadores por los resultados de toxicidad en oscuro, se utilizo el
TBO* y los diferentes sistemas de transporte para realizar un estudio de co-
localizacion de tincion celular utilizando DAPI para tefiir el nucleo de las células
Hela cultivadas in vitro y por medio de microscopia de fluorescencia realizar
un estudio de incorporacion como se observa en las figura 40 y 41. En estas
figuras el canal azul representa el nucleo de las células tefiido con DAPI y el
canal rojo el fotosensibilizador incorporado por los diferentes sistemas de
transporte, y al sobreponer laimagen de los dos canales utilizando el software
imageJ del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica
(National Institute of Health, NIH por sus siglas en inglés) se obtiene la imagen
representativa de las figuras reportadas. Al utilizar una concentracién de 4 uM
del PS, independientemente del sistema de transporte utilizado no se observa
una localizacion especifica del fotosensibilizador, a esta concentracion el PS
se localiza en distintitos organelos. Las imagenes de microscopia de
fluorescencia de la figura 40 muestran que parte del PS se localiza en las
membranas y se observa que en parte se localiza en el nacleo, lo cual no es
deseable para aplicaciones en PDT ya que puede generar mutagénesis. Sin
embargo, al utilizar una concentracion de 0.4 uM del fotosensibilizador como
se observa en la figura 41, independientemente del sistema de transporte
utilizado, el PS se localiza de manera mas selectiva en algunos organelos.
Debido a estos resultados para garantizar un efecto fototéxico localizado y un
transporte eficiente del fotosensibilizador se decidié utilizar 0.4 uM como

concentracion de trabajo para todos los ensayos celulares.
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Control TBO*@CB[7]

TBO*@CB[7]:HSA TBO*:HSA

Figura 40. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa
tefiidas con DAPI (canal azul) y la incorporacién de TBO* 4 uM solo y con los
diferentes sistemas de transporte (canal rojo), en presencia de CB[7] 50 uM
(TBO*@CBJ[7]), CB[7] 50 pM y HSA 15 pM (TBO *@CB[7]:HSA) y HSA 15 pM
(TBO*:HSA).

Control TBO*@CB[7]

TBO*@CB[7]:HSA TBO*:HSA

Figura 41. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefidas
con DAPI (canal azul) y la incorporacion de TBO* 0.4 uM solo y con los
diferentes sistemas de transporte (canal rojo), en presencia de CB[7] 50 uM
(TBO*@CBJ7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 uM (TBO *@CB[7]:HSA) y HSA 15 uM
(TBO*:HSA).
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El siguiente paso fue realizar los experimentos de tincion con DAPI para los
derivados TBO*-C6 y TBO*-C14 solos y con la utilizacion de los diferentes
sistemas de transporte para evaluar si habia un efecto en la incorporacion de
los mismos producto de la derivatizacion. Como se puede observar en las
figuras 42 y 43, para el TBO*-C6 y TBO*-C14 respectivamente, se observo el
mismo comportamiento en la incorporacion de los derivados y sus diferentes
sistemas de trasporte con respecto al TBO* y sus diferentes sistemas de
transporte en donde se observa que el fotosensibilizador se encuentra
preferentemente localizado en algunos organelos en la célula, los cuales seran

identificados en la siguiente seccion.

Control TBO*-C6 TBO*-C6@CB[7]

TBO*-C6@CB[7]:HSA TBO*-C6:HSA

Figura 42. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con DAPI (canal azul) y la incorporacion de TBO*-C6 0.4 uM solo y con los
diferentes sistemas de transporte (canal rojo), en presencia de CB[7] 50 uM
(TBO*-C6 @CBJ[7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 uM (TBO*-C6@CB[7]:HSA) y HSA
15 uM (TBO*-C6:HSA).
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Control TBO*-C14 TBO*-C14@CB[7]

TBO*-C14@CB[7]:HSA TBO*-C14:HSA

Figura 43. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con DAPI (canal azul) y la incorporacion de TBO*-C14 0.4 uM solo y con los
diferentes sistemas de transporte (canal rojo), en presencia de CB[7] 50 uM
(TBO*-C6 @CB[7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 uM (TBO*-C14@CBJ[7]:HSA) y
HSA 15 uM (TBO*-C14:HSA).

3.12.2 Estudios de co-localizacién celular en células HelLa

Una vez determinada la presencia de los fotosensibilizadores solos y utilizando
los diferentes sistemas de transporte, el siguiente paso fue realizar estudios
de co-localizacion celular para obtener mas informacion sobre la localizacién
subcelular de los fotosensibilizadores solos y transportados por los diferentes
sistemas. La localizacién celular de los fotosensibilizadores se ha reportado
en diferentes organelos, y que es dependiente del tipo de linea celular
utilizada. Se ha reportado previamente la localizacion subcelular del TBO* en
diferentes lineas celulares en donde se observo en diferentes organelos, tales
como en el lisosoma en células Hela,[125] preferentemente en las

mitocondrias en células de cancer epidermoide A-253,[151] y en el Reticulo
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Endoplasmatico y en el Aparto de Golgi para células Jurkat.[27] En el disefio
experimental en esta tesis se utilizaron los sistemas de tincion de SYTO 9 para
tefiir el nucleo (canal verde), WGA-Alexa 350 para tefir las membranas
plasmaticas y parcialmente el Aparato de Golgi (canal azul) y Mitopainter Blue
para tefiir las mitocondrias (canal azul).

Se comparo la tincion de DAPI 'y SYTO 9 para identificar que parte del nucleo
se puede observar cuando se utiliza SYTO 9, ya que con la tincion utilizando
DAPI como se puede observar en la figura 44 se tifie todo el ndcleo mientras

gue con el SYTO 9 se puede verse tincidon de &cido nucleicos y en menor

cantidad en el citoplasma y mitocondria de acuerdo con el manufactor.

-
y &8 ¥ superposicién

® . ’
e

Figura 44. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con DAPI (canal azul) y con SYTO 9 (canal verde). La superposicion muestra
los organelos tefidos.
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Una vez realizado este experimento de control se procedié a realizar los
experimentos de co-localizacién en donde se utilizaron una combinacion de
tinciones para determinar localizacion subcelular de los fotosensibilizadores
(canal rojo). En un set de experimentos se utilizaron SYTO 9 y WGA-Alexa
350 mas los sistemas de estudio para observar co-lozalizaciéon de nucleo y
membrana plasméticas; en el otro set de experimentos se utilizaron la
combinacion de SYTO 9 y Mitopainter Blue mas los sistemas de estudios para
observar co-lozalizacién de nucleo y mitocondrias. Como se puede observar
en las figuras 45-47 (anexos 31-36). Cuando se realizaron los experimentos
de co-localizacion tanto para el TBO* como los derivados TBO*-C6 y TBO*-
C14 solos y transportados por los diferentes sistemas estudiados las imagenes
de microscopia de fluorescencia demuestran cuando se hace la superposicion
de los diferentes canales que se localizan preferentemente en las
mitocondrias, como ha sido reportado anteriormente para compuestos de esta
familia.[151] De igual manera, se puede observar en las imagenes de
microscopia de fluorescencia utilizando WGA-Alexa 350 que los mismo
también se pueden localizar, en menor proporcién, en otros organelos dentro
de la célula como lo son el Aparto de Golgi o el Reticulo Endoplasmatico como
ha sido reportado previamente para el TBO*.[27] Los sistemas comparando
tanto el TBO* como los derivados TBO*-C6 y TBO*-C14 cuando son
transportados por medio del complejo biosupramolecular correspondiente se
presentan en las figuras 45-46 para el TBO* y 47 para el TBO*-C6 y TBO*-
C14. El resto de los sistemas de transporte sus imagenes de microscopia se
presentan en los anexos 31-32, 33-34 y 35-36 para el TBO*, TBO*-C6 y TBO*-

C14, respectivamente.
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WGA Alexa 350 SYTO 9 Green (Acido Nucleico) TBO*@CB[7]:HSA
(Membrana Plasmatica/ Aparato de Golgi)

Superposicion

5

Figura 45. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con WGA-Alexa 350 (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO* 0.4 uM (canal rojo) por medio del sistema de transporte de CB[7] 50 uM
y HSA 15 uM (TBO*@CBJ7]:HSA). La superposicion de los canales muestra
en morado la localizacion subcelular del TBO*.
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Mitopainter Blue (Mitocondria) SYTO 9 Green (Acido Nucleico) TBO*@CB[7]:HSA

Superposicion
» ;

Figura 46. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con Mitopainter Blue (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO* 0.4 uM (canal rojo) por medio del sistema de transporte de CB[7] 50 uM
y HSA 15 uM (TBO*@CB[7]:HSA). La superposicion de los canales muestra
en morado la localizacion subcelular del TBO*.
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WGA 350-Syto 9 Mitopainter-Syto 9
TBO*C14@CB[7]:HSA TBO*C14@CB[7]:HSA

#
‘.

WGA 350-Syto 9 Miitopéinter-Syto9
TBO*C6@CB[7]:HSA a | # TBO*C6@CHl7]:HSA -

Figura 47. (Izquierda) Imagenes de microscopia de fluorescencia de células
HelLa tefiidas con WGA Alexa 350 (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la
incorporacion de TBO*-C14 0.4 uM (canal rojo, arriba) y TBO*-C6 0.4 uM
(canal rojo, abajo), por medio del sistema de transporte de CB[7] 50 uM y HSA
15 uM (TBO*C14@CBJ[7]:HSA, arriba) y (TBO*C6@CB[7]:HSA, abajo).
(Derecha) Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con Mitopainter Blue (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO*-C14 0.4 uM (canal rojo, arriba) y TBO*C6 0.4 uM (canal rojo, abajo), por
medio del sistema de transporte de CB[7] 50 pM y HSA 15 uM
(TBO*C14@CBJ7]:HSA, arriba) y (TBO*C6@CB[7]:HSA, abajo). La
superposicion de los canales muestra en morado la localizacion subcelular del
TBO*-C14 (arriba) y TBO*-C6 (abajo).
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3.13. Incorporacion de los fotosensibilizadores por los diferentes

sistemas de transporte

Se construyeron curvas de calibracion para poder cuantificar la cantidad de
fotosensibilizador que era incorporado solo y utilizando los diferentes sistemas
de transportes. Estas curvas de calibrado fueron construidas por medio de los
espectros de emision de fluorescencia de soluciones del TBO*y del TBO*-C14
de concentraciones conocida para cuantificarlos respectivamente, para
cuantificar los picomoles de fotosensibilizador por millon de células que eran
incorporados por cada uno de los sistemas, en 90 minutos de incorporacion
de acuerdo con nuestro protocolo experimental. Como se mostr6 en la seccién
3.4, haciendo referencia a los estudios de las propiedades fotofisicas, el TBO*-
C6 presento baja fluorescencia y tiempos de vida de fluorescencia muy cortos,
por lo cual no se pudo construir una curva de calibrado para cuantificar la
incorporacion de este.

En la figura 48 se presenta los datos obtenidos de los experimentos de
incorporacion de los fotosensibilizadores solos y cuando se utilizan los
diferentes sistemas de transporte para el TBO*y el TBO*-C14. Se observa que
en ambos casos los fotosensibilizadores se incorporan cantidades similares
cuando se incorporan solos o con sus respectivos complejos de inclusion con
el CB[7]. Se puede observar que el TBO* solo se incorporé 51.46 + 1.26
picomoles / 10° células mientras que con el sistema TBO*@CB[7]
incorporaban 59.84 + 2.63 picomoles / 10° células del fotosensibilizador. El
TBO*-C14 y el TBO*-C14@CBJ7] se incorporé 73.33 + 3.36 picomoles / 10°
células y cuando se utiliza el complejo de inclusién se incorporaron 65.76 +
0.84 picomoles / 10° células del derivado. Es interesante destacar que, para
ambos compuestos, el complejo biosupramolecular presenté mayor
incorporacion, pero que la mayor incorporacion se obtuvo con el aducto con la
proteina. Cuando se utilizd6 como sistema de transporte el complejo
biosupramolecular TBO*@CB[7]:HSA se incorpora 66.22 + 10.89 picomoles /
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108 células del TBO* mientras que con el sistema de transporte del complejo
biosupramolecular TBO*-C14@CBJ[7]:HSA se puede observar en la figura 48
que se incorporaron 117.50 + 39.96 picomoles / 10 células del derivado TBO*-
C14. En este ultimo sistema de transporte al derivatizar para incrementar la
hidrofobicidad del fotosensibilizador se incorpora aproximadamente dos veces
mas fotosensibilizador que el complejo biosupramolecular del
fotosensibilizador sin derivatizar. Cuando se utilizan los sistema de trasporte
constituidos por los aductos denotados como TBO*:HSA y TBO*-C14:HSA se
incorporaron 137.92 + 7.56 picomoles / 10° células y 351.44 + 71.86 picomoles
/ 108 células del fotosensibilizador respectivamente. Al comparar el sistema de
trasporte de los aductos con HSA para los dos fotosensibilizadores se observa
en la figura 48 que con la derivatizacion del fotosensibilizador se logra
incorporar aproximadamente 2.5 veces mas fotosensibilizador que el
respectivo sistema sin derivatizar. Al realizar la comparacién entre todos los
sistemas de transportes utilizados para los dos fotosensibilizadores se observa
diferencias significativas en la cantidad de picomoles de PS incorporado por
millén de células para el aducto del TBO*-C14:HSA versus todos los sistemas
siendo el sistema que mas fotosensibilizador incorpora. Por lo anteriormente
expuesto, la derivatizacion del TBO* para incrementar su hidrofobicidad ha
favorecido sus interacciones con la HSA que se ven reflejado en una mayor

incorporacion del derivado con respecto al TBO™.

98



* %

500+

* k%

4004
3004

2004

1004 _ .
l . -
O '\

o
1

Incorporacion / pmoles por 108 células

o 3
Q v@ > e\\ o@ R
" &
o L& o
&Q OSJ &@
&

Sistema de Transporte

Figura 48. Estudios de incorporacion del TBO* y del derivado TBO*-C14 solos
y con los diferentes sistemas de transporte a 90 minutos de incorporacion.
(Izquierda) TBO*-C14 0.4 uM solo y con los diferentes sistemas de transporte,
en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*-C14@CBJ7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 uM
(TBO*-C14@CBJ7]:HSA) y HSA 15 uM (TBO*-C14:HSA). (Derecha) TBO* 0.4
MM solo y con los diferentes sistemas de transporte, en presencia de CB[7] 50
uM (TBO*@CB[7]), CB[7] 50 uM y HSA 15 pM (TBO*@CBJ[7]:HSA) y HSA 15
UM (TBO*:HSA).

3.14. Estudio del efecto fototéxico de los fotosensibilizadores en los

diferentes sistemas de transporte en células HelLa cultivadas in vitro

Como se demostré que los fotosensibilizadores solos o con los diferentes
sistemas de transporte se incorporan a las células tumorales HelLa cultivadas
in vitro se decidid explorar la fototoxicidad cuando se utiliza un tiempo de
incorporacion de cinco minutos e irradiar por noventa minutos para explorar si

a tiempos cortos de incorporacion su efecto fototoxico era considerable y cual
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sistema de trasporte era mas eficiente a estos tiempos. En la figura 49 se
reporta el efecto fototoxico de los diferentes sistemas de transporte a cinco
minutos de incorporacion. Al comparar los diferentes sistemas irradiados se
puede observar que las mayores diferencias significativas se observan en las
células que fueron sometidas a los sistemas de transporte del complejo de
inclusion TBO*@CB[7] y el del sistema del aducto TBO*:HSA, en estas células
la viabilidad celular posterior a la irradiacion fue de 90.98% + 5.23% y 80.96%
+ 4.76% respectivamente, en comparacion con las células donde solamente
fue incorporado el TBO* en donde la viabilidad celular de las mismas fue de
103.44% + 8.98%. En este experimento el mayor efecto fototdxico es el del
aducto TBO*:HSA, ya que como se pudo observar en el experimento de
incorporacion  incorpora mas fotosensibilizador con respecto al
fotosensibilizador solo o cuando se utiliza el sistema de transporte del
complejo de inclusion. En cuanto al complejo de inclusion TBO*@CB[7]
considerando la constante de asociacion reportada anteriormente de (5.5 +
0.6) x 108 M determinada por fluorescencia[126] y (5.3 = 0.9) x 10° M*
determinada por ITC, a estas condiciones experimentales el fotosensibilizador
en este tiempo de incorporaciéon aun se deberia encontrar formando un
complejo de inclusién con el CB[7], por lo cual su efecto fototéxico debe ser
superior al TBO™* solo de acuerdo con sus valores de rendimiento cuantico de
oxigeno singlete.[126]
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Figura 49. Estudios de fototoxicidad del TBO* solo y con los diferentes
sistemas de transporte. Los sistemas fueron incorporados durante 5 minutos
e irradiadas durante 90 minutos. Barras oscuras controles en oscuro y barras
en rojo muestras irradiadas. TBO* 0.4 uM solo y con los diferentes sistemas
de transporte, en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*@CBJ[7]), CB[7] 50 uM y
HSA 15 uM (TBO*@CB[7]:HSA) y HSA 15 uM (TBO*:HSA).

El siguiente experimento que se realiz6 fue el estudio de la fototoxicidad del
fotosensibilizador TBO* solo y con la utilizacién de los diferentes sistemas de
transporte para el fotosensibilizador, en donde se utiliz6 un tiempo de
incorporacion de noventa minutos y con un tiempo de irradiacion de noventas
minutos cuyos resultados se presentan en la figura 50. En esta figura se puede
observar que la viabilidad celular de las células HelLa cultivadas in vitro, luego
de ser irradias, posterior a la incorporacion del fotosensibilizador por medio de
los diferentes sistemas de transporte fue de 32.06% + 17.36% para las células
tratadas con el complejo biosupramolecular TBO*@CBJ[7]:HSA, 35.52% =+
15.46% para el aducto TBO*:HSA, 71.83% + 3.05% para las células tratadas
con el complejo de inclusién TBO*@CB[7] y 82.88% + 8.38% para las células
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tratadas con TBO*. En este experimento se puede observar que las diferencias
significativas se presentan entre las células a las cuales se les incorporo el
fotosensibilizador TBO* por medio de los sistemas de transporte del complejo
biosupramolecular y el aducto con la proteina y cuando se incorporé el TBO*
solo. En las células donde el fotosensibilizador fue incorporado por los
sistemas de transporte del complejo biosupramolecular y el aducto con la
proteina ambos presentan un efecto fototoxico similar. En este experimento se
puede observar que el efecto en la viabilidad de las células HelLa cultivadas in
vitro después de ser sometidas a irradiacion durante noventa minutos es
similar a pesar que el sistema de transporte constituido por el aducto con la
proteina TBO*:HSA incorpore 137.92 + 7.56 picomoles / 108 células del
fotosensibilizador TBO* con respecto a los 66.22 + 10.89 picomoles / 108
células del fotosensibilizador TBO* que son incorporados por el complejo
biosupramolecular TBO*@CBJ[7]:HSA, es decir que el aducto con la proteina
incorpora dos veces mas fotosensibilizador que el sistema de transporte del
complejo biosupramolecular. El hecho de que ambos sistemas presenten el
mismo efecto fototoxico puede deberse a que ha sido reportado que las
proteinas pueden desactivar el estado excitado del fotosensibilizador y de igual
manera pueden desactivar al oxigeno singlete que se genere cercano a
ellas.[58] EIl que el complejo biosupramolecular se comporte como el mejor
sistema de transporte ya que incorpora menor cantidad de fotosensibilizador
qgue el aducto con proteina, pero tiene el mismo efecto fototoxico se podria

deber a un efecto protector del CB[7] en las propiedades fotoquimicas.
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Figura 50. Estudios de fototoxicidad del TBO* solo y con los diferentes
sistemas de transporte. Los sistemas fueron incorporados durante 90 minutos
e irradiadas durante 90 minutos. Barras oscuras controles en oscuro y barras
en rojo muestras irradiadas. TBO* 0.4 uM solo y con los diferentes sistemas
de transporte, en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*@CBJ[7]), CB[7] 50 uM y
HSA 15 uM (TBO*@CBJ[7]:HSA) y HSA 15 uM (TBO*:HSA).

Es importante resaltar que en el laboratorio se han realizado estudios de
fototoxicidad en células HelLa cultivadas in vitro en los cuales se ha utilizado
el TBO™* a una concentracion de 5 uM y se observd el mismo efecto que se
esta reportando para el fotosensibilizador solo a una concentracion de 0.4 uM,
lo que indica que al incrementar la concentracién del mismo producto de la
incorporacion inespecifica a los organelos y que gran parte del
fotosensibilizador se queda en la membrana plasmatica este genera algun tipo

de efecto filtro que minimiza el efecto fototéxico del TBO™*.[152]
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Darzyniewicz y Carter en 1988 publicaron un estudio en donde ellos
observaron que a una concentracion de 0.67 uM de TBO*, este ejercia un
efecto citotoxico sobre células de cancer epidermoide A-253 cultivadas in vitro.
A esta concentracion el TBO* presentaba un efecto menor al 12% en su
toxicidad en oscuro. En sus condiciones experimentales los cultivos de células
A-253 fueron irradiadas con luz visible de ldmparas fluorescentes con una
intensidad de 0.32 mW / cm? por un tiempo de 5 a 120 minutos. Ellos
observaron una disminucion en la viabilidad celular, medida por medio de la
clonogenicidad, de un 90% en las células A-253 con tan solo 1 J/ cm? de luz.
A concentraciones equimolares ellos reportaron que el TBO* presentaba un
efecto mayor que la pironina Y, rodamina 123y la merocianina 540 para reducir
la viabilidad celular.[151]

Tremblay y colaboradores reportaron que el TBO* en concentraciones de 0.15
ug mL? (0.49 uM) y 0.5 ug mL1 (1.63 pM) cuando era incorporado durante una
hora en lineas celulares de leucemia humana T (células Jurkart) e irradiadas
con una intensidad de 11 J / cm? de luz blanca entre 400 a 800 nm con un
maximo en 480 nm de acuerdo con lo reportado. Ellos observaron una
disminucién del 97% de la densidad optica en las células tratadas con ambas
concentraciones de TBO* e irradias versus sus respectivos controles en
oscuro a 24 horas de realizado el experimento en el ensayo de MTT. Los
controles en oscuros de las células a las cuales se les adicion6 0.5 pg mL™*
(1.63 uM) TBO™ presentaron una disminucién de la densidad 6ptica del 32% a
un tiempo de 24 horas después de iniciado el experimento de PDT en el
ensayo de MTT, motivo por el cual ellos continuaron sus otros experimentos
con concentraciones de 0.15 pg mL™? (0.49 uM) de TBO" para los experimentos
de irradiacion y sus respectivos controles en oscuro. [27]

De igual manera Blazquez-Castro y colaboradores reportaron un estudio
donde compararon la utilizaciéon de concentraciones equimolares de 107 a

10° M de azul de metileno (MB*) y el TBO* para aplicaciones en PDT donde
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realizaron estudios en cultivo celulares de células de Pam 212
(espontaneamente inmortalizados queratinocitos de raton) y HelLa en donde
incorporaron los fotosensibilizadores a las concentraciones de trabajo durante
1 hora con tiempos de irradiacion de 5 minutos, 10 minutos y 15 minutos con
luz roja proporcionada por un arreglo de 384 luces LED, a una distancia de
1.5 cm de las placas de 96 pocillos, con un maximo de emision a 636 nm y con
una intensidad de 6 mW / cm? . Ellos observaron que no habia una diferencia
significativa en ambas lineas celulares tratadas con concentraciones de 107 a
10 M en los experimentos de irradiacién en comparacion con sus respectivos
controles en oscuro con los dos fotosensibilizadores a 24 horas después del
experimento de PDT en el ensayo de MTT. Las diferencias significativas fueron
observadas para ambos fotosensibilizadores en concentraciones de 10° My
este efecto era dependiente de la dosis de luz utilizada. Este efecto era mas
notorio en las células tratadas con TBO®, ya que cada incremento en el tiempo
de irradiacion resultaba en mayor pérdida de la viabilidad celular. La muerte
celular fue reportada como un 19% después de 5 minutos de irradiacion, 26%
después de 10 minutos y 72% después de 15 minutos de irradiacion con luz
roja en las células Pam 212 tratadas con TBO®*. En cuanto a las células HelLa
cuando fueron sometidos a los experimentos de PDT con TBO* a la
concentracion de 10° M e irradiado con luz roja se observaba la induccién de
muerte celular 24 horas después de realizado el experimento en el ensayo de
MTT. La muerte celular reportada fue de 9% luego de 5 minutos de irradiacion,
pero con diferencias significativas luego de 10 y 15 minutos de irradiacion en
los cuales observaron porcentajes de muerte celular de 58% y 70%
respectivamente para estos tiempos de irradiacion.[125]

Es importante destacar que los resultados obtenidos, al igual que los
antecedentes en la literatura, demuestran claramente que el efecto fototoxico
es dependiente de la concentracion del fotosensibilizador y de la dosis de luz
utilizada en los experimentos. En el laboratorio utilizando como referencia los

mismos protocolos de trabajo en los experimentos de fototoxicidad en células
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HelLa cultivadas in vitro al comparar la intensidad de luz absorbida por el TBO*
a las concentraciones de 0.4 UM y 5 uM, para el primero la intensidad de luz
absorbida fue de 0.492 J/ cm?y para el ltimo 5.022 J / cm?, se puede observar
que el primero la viabilidad reportada en la figura 50 fue de 82.88% = 8.38%
para las células tratadas con TBO*, mientras que cuando se utilizo la
concentracion de 5 UM en los experimentos la viabilidad celular reportada fue
de 67.69% + 2.95%.[152] A esta Ultima concentracion las células del control
en oscuro, a 24 horas de realizado el experimento ya demostraron una
disminucién en la viabilidad celular de aproximadamente un 8% en el ensayo
de MTT,[152] mientras que a una concentracion de 0.4 uM este efecto en la
disminucion de la viabilidad celular en el control en oscuro no fue observado.
En los estudios realizados por Blazquez-Castro y colaboradores cuando
reportaron sus resultados de los experimentos de fototoxicidad en células
Hela cultivadas in vitro utilizando una concentracion de TBO* de 10° M ellos
observaron que el efecto fototdxico era dependiente del tiempo de irradiacion
en donde la muerte celular reportada fue de 9% luego de 5 minutos de
irradiacion con una intensidad de luz absorbida de 1.083 J / cm?. Al
incrementar los tiempos de irradiacién observaron diferencias significativas
luego de 10 minutos y una intensidad de luz absorbida de 2.167 J / cm?
reportaron una muerte celular de 58%, y finalmente luego de 15 minutos de
irradiacién y una intensidad de luz absorbida de 3.250 J / cm? la muerte celular
reportada fue de un 70%.[125]

Otras diferencias en los resultados reportados en la literatura tienen relaciéon
al tipo de cultivo celular utilizado. Cuando se realizaron estudios de
fototoxicidad en células de cancer epidermoide A-253 cultivadas in vitro con
una concentracion de TBO* 0.67 UM, en su disefio experimental la intensidad
de luz absorbida por el TBO* fue de 0.0598 J / cm?, para este tipo de células
fue suficiente para generar un efecto fototoxico del 90% de la disminucién de
la viabilidad celular, pero con una reduccion de la viabilidad celular de 12% del

correspondiente control en oscuro a esa concentracion.[151] De igual manera,

106



cuando Tremblay y colaboradores reportaron el efecto fototoxico del TBO™* a
una concentracion de 0.15 ug mL* (0.49 uM) en cultivos celulares de leucemia
humana de células T (células Jurkart) la intensidad de luz absorbida fue de
0.485 J / cm? con una disminucién del 97% de la densidad 6ptica en las células
tratadas, pero de igual manera a concentraciones superiores de 0.5 pug mL?
(1.63 uM) TBO™* observaron el mismo efecto fototdéxico en donde la intensidad
de luz absorbida por el TBO* fue de 1.533 J / cm?, pero con una notable
disminucién de la densidad Optica del 32% del respectivo control en
oscuro.[27] El efecto fototéxico del TBO* a una concentracion de 10° en
células Pam 212, era dependiente del tiempo de irradiacion en donde la
intensidad de luz absorbida por el TBO* de 1.083 J/ cm? después de 5 minutos
de irradiacion con luz roja reportaron una muerte celular del 19%, cuando la
intensidad de luz absorbida era de 2.167 J / cm? después de 10 minutos la
muerte celular reportada fue de 26% y después de 15 minutos de irradiacion
en donde la intensidad de luz absorbida fue de 3.250 J / cm? la muerte celular
reportada fue de 72%.[125]

Para evaluar si la derivatizacién del TBO™ para incrementar su hidrofobicidad,
ademas de incrementar la incorporacion del fotosensibilizador, esta
presentaba alguna diferencia en el efecto fototoxico en células HelLa cultivadas
in vitro, se realizaron los experimentos de fototoxicidad correspondientes. En
estos experimentos de fototoxicidad se utilizd las mismas condiciones
experimentales de noventa minutos de incorporacion y noventa minutos de
irradiacion para luego evaluar el efecto fototoxico inducido por el TBO*-C14 y
TBO*-C6 solos y al ser incorporados por los diferentes sistemas de transporte.
En la figura 51 se puede observar el estudio de fototoxicidad de derivado
TBO*-C14, al comparar la viabilidad celular de las células HeLa después de
ser sometidas a los experimentos de irradiacion no se observaron diferencias
significativas entre los sistemas irradiados, pero con los respectivos controles
en oscuro se pueden ver diferencias significativas entre todos los sistemas de

transporte utilizados. El que presenta la mayor diferencia significativa fueron
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las células en las cuales se incorpor6 el fotosensibilizador utilizando sistema
de transporte del aducto con la proteina, en donde las células del control en
oscuro presentaron una viabilidad celular de 106.93% + 9.63% vy la viabilidad
celular de las células irradiadas fue de 80.75% + 7.40%. Los siguientes
sistemas que presentaron mayor diferencias significativas en la viabilidad entre
las células de control en oscuro y las células irradiadas fueron aquellas donde
se incorporé el derivado TBO*-C14 solo y cuando se utiliz6 como sistema de
transporte el complejo de inclusiéon TBO*-C14@CB[7]. En el primer sistema la
viabilidad celular de las células del control en oscuro fue de 95.88% + 5.95%
en comparacion con la viabilidad celular de las células irradiadas que fue de
76.25% * 2.70%. En cuanto a las células en las cuales se utiliz6 como sistema
de transporte para incorporar el fotosensibilizador el complejo de inclusion
constituido por TBO*-C14@CBJ7], en este las células del control en oscuro
presentaron una viabilidad celular de 98.93% + 2.60% mientras que las células
irradiadas presentaron una viabilidad celular de 76.34% * 3.19%. Las células
en las cuales se utiliz6 como sistema de transporte para incorporar el
fotosensibilizador el complejo biosupramolecular TBO*-C14@CB[7]:HSA fue
el que presenté la menor diferencia, ya que las células del control en oscuro
presentaron una viabilidad celular de 99.98 + 7.07 mientras que las células
irradiadas presentaron una viabilidad celular de 86.49% + 3.98%.

En la figura 52 se puede observar los resultados obtenidos para los estudios
de fototoxicidad del derivado TBO*-C6 solo y cuando fue incorporado por los
diferentes sistemas de transporte, en donde no se observaron diferencias
significativas entre los sistemas irradiados o al compararlos con los respectivos
controles en oscuro. En vista de los resultados obtenidos en las propiedades
fotofisicas y que su capacidad de generacion de oxigeno singlete se ve
reducida en un 97% con la derivatizacion, cuando la muestra fue evaluada en
acetonitrilo como solvente, se puede deducir que el derivado ha disminuido
sustancialmente su rendimiento cuantico de oxigeno singlete y por

consiguiente su efecto fototéxico.
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Wang et al. en el 2016 publicaron un estudio de aplicaciones para PDT y para
imagenes en el cancer en donde reportaron el uso de un derivado de TBO™-
Biotina, en su disefio experimental la concentracion minima que utilizaron de
su derivado fue de 4 uM para los experimentos de fototoxicidad en donde
demostraron la incorporacion del derivado solo y encapsulado en CB[8] luego
de una hora de incubacion de los mismos por medio de microscopia confocal
con la ayuda de la tincion con Hoerscht 33342 para tefiir el nacleo. En ambos
sistemas utilizados la viabilidad celular de las células SCC-7 (células
escamosas de carcinoma) después de irradiar con lamparas LED a una
longitud de onda de 630 nm con una intensidad de 30 mW / cm? por 1 minuto
fue de aproximadamente un 60%. En nuestros sistemas aunque el efecto
fototoxico no es el mas notable, hemos logrado incorporar eficientemente y
generar un efecto citotoxico considerable utilizando bajas concentraciones en

las células HeLa cultivadas in vitro con nuestros sistemas de transporte.[153]
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Figura 51. Estudios de fototoxicidad del TBO*-C14 solo y con los diferentes
sistemas de transporte. Los sistemas fueron incorporados durante 90 minutos
e irradiadas durante 90 minutos. Barras oscuras controles en oscuro y barras
en rojo muestras irradiadas. TBO*-C14 0.4 pM solo y con los diferentes
sistemas de transporte, en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*-C14@CBJ[7]),
CB[7] 50 uM y HSA15 puM (TBO*-C14@CB[7]:HSA) y HSA 15 pM (TBO*-
C14:HSA).
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Figura 52. Estudios de fototoxicidad del TBO*-C6 solo y con los diferentes
sistemas de transporte. Los sistemas fueron incorporados durante 90 minutos
e irradiadas durante 90 minutos. Barras oscuras controles en oscuro y barras
en rojo muestras irradiadas. TBO*-C6 0.4 pM solo y con los diferentes
sistemas de transporte, en presencia de CB[7] 50 uM (TBO*-C6@CBJ[7]),
CB[7] 50 uM y HSA15 uM (TBO*-C6@CB[7]:HSA) y HSA 15 uM (TBO*-
C6:HSA).

3.15. Incorporacion de los fotosensibilizadores versus efecto fototoxico
de los fotosensibilizadores en los diferentes sistemas de transporte en

células HelLa cultivadas in vitro

Al comparar la incorporacion del fotosensibilizador por los diferentes sistemas
de transporte para el TBO* y el derivado TBO*-C14, en la figura 48 se reporto
gue para ambos sistemas se incorporaba mayor cantidad de fotosensibilizador
en el aducto con la proteina, seguido por el complejo biosupramolecular, y en
ambos casos también la incorporacion por el fotosensibilizador solo o

encapsulado en CB[7] era similar con respecto al correspondiente
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fotosensibilizador solo.

En el experimento de fototoxicidad reportado en la figura 50, se puede
observar que las diferencias significativas se dan entre los sistemas de
transporte del aducto TBO":HSA y el complejo biosupramolecular
TBO*@CBJ7]:HSA en comparacion con la incorporacion del fotosensibilizador
TBO* solo en las células irradiadas. A pesar de que el aducto con la proteina
incorporaba aproximadamente 3 veces mas fotosensibilizador y el complejo
biosupramolecular incorporaba 1.3 veces mas fotosensibilizador que el TBO*
solo, interesantemente los dos sistemas de transporte presentaban el mismo
efecto fototoxico.

Se ha reportado que las células epiteliales como las células HelLa presentan
receptores especificos en las membranas externas para albuminas que
ayudan a la internacionalizacion cuando se utiliza este sistema de
transporte.[154, 155] Estos receptores seria la causa primordial de la mayor
incorporacion de fotosensibilizador observado en estos experimentos y
reportado en la figura 48. En cuanto al complejo biosupramolecular, la
interaccion entre el complejo de inclusion TBO*@CB[7] con la HSA para
formar el complejo biosupramolecular incorpora dos veces menos
fotosensibilizador al ser comparado con el aducto TBO*:HSA, esto es debido
a la falta de especificidad en la incorporacion del fotosensibilizador.

La cantidad de fotosensibilizador incorporado y la localizaciéon son factores
importantes en el efecto fototdxico en los experimentos de PDT. En esta tesis
se reportdé que independientemente del sistema de transporte utilizado los
fotosensibilizadores se localizaban preferentemente en las mitocondrias, por
lo cual el organelo donde se localiza el fotosensibilizador no es el factor
responsable del mismo efecto fototoxico.

Se ha discutido en la literatura que el fotosensibilizador TBO* no ingresa a las
células en su forma catiénica, sino en su forma reducida leuco-TBO™*.[156] Esta
reduccion es atribuida a la presencia de enzimas con actividad reductasa en

la parte externa de la membrana plasmatica. Se ha propuesta que la
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interaccion del TBO* con la enzima NAD(P)H:quinona oxidoreductasa 1
(NQO1) genera la forma leuco-TBO™* y esta es internalizada por difusion, ya
que carece de carga positiva.[157] Una vez incorporada en la célula esta
forma leuco-TBO* se oxida para generar el fotosensibilizador TBO®. Este
reciclaje genera especies reactivas de oxigeno a expensas del potencial
reductor de las células. El TBO* participa eficientemente de este ciclo entre su
forma oxidada y reducida, lo cual le permite generar mayor estrés
oxidativo.[157]

El aducto TBO*:HSA tiene una constante de asociacion de (4 + 1) x 10° M
(ver tabla 8), a las condiciones experimentales de esta tesis la HSA se
encuentra en gran exceso para formar aductos con estequiometria 1:1, por lo
cual este sistema protege al TBO* de la actividad reductasa evitando el
reciclaje entre la forma reducida y oxidada. Este sistema de transporte utiliza
la ayuda de los receptores especificos en las membranas externas para la
internalizacion del fotosensibilizador,[154, 155] lo cual permite que sea el
mejor sistema de transporte para la incorporacion del TBO*. Garcia y
colaboradores en un estudio de PDT con ftalocianinas de zinc transportadas
por la proteina albumina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés), en
células tumorales HelLa cultivadas in vitro, observaron que el aducto era
estable y el fotosensibilizador se mantenia dentro de la BSA, ya que las
propiedades de fluorescencia eran la misma en solucién y después de ser
incorporado en las células HelLa, lo cual era consistente con que las
ftalocianinas de zinc se encontrardn todavia durante su desarrollo
experimental formando un aducto con la BSA.[121] De acuerdo con los
resultados obtenidos en esta tesis, esto podria explicar porque, aunque el
aducto con la proteina incorpore mas fotosensibilizador su efecto fototdxico
sea similar al del complejo biosupramolecular. El fotosensibilizador puede
estar todavia formando un aducto con la HSA en estas condiciones
experimentales, y se ha reportado que la generacion de especies reactivas de

oxigeno y el estado excitado de fotosensibilizadores puede ser desactivado
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por la HSA.

El complejo biosupramolecular TBO*@CBJ[7]:HSA, a pesar de incorporar
menor cantidad de fotosensibilizador que el aducto con la proteina TBO*:HSA,
presenta un efecto fototoxico similar. Este resultado lo convierte en el mejor
sistema de transporte en esta tesis, ya que lo deseable en la PDT es mayor
fototoxicidad que mayor incorporacion en las células tumorales. La
combinacion del complejo de inclusion del TBO*@CBJ7] con la interaccion con
la HSA, para la formacién del complejo biosupramolecular garantiza que el
TBO* no sea reducido por las enzimas con actividad reductasa, como se ha
reportado anteriormente para complejos de inclusion de derivados de
TBO™.[153] Al incorporar el sistema biosupramolecular el TBO* encapsulado
en CB[7], este genera 1.5 veces mas oxigeno singlete que el TBO*, sin
encapsular y a esto podria atribuirse que el efecto fototoxico sea similar al del
aducto TBO*:HSA, a pesar de que este aducto incorpore 2 veces mas
fotosensibilizador. Los resultados en esta tesis demuestran que las
propiedades fotofisicas y fotoquimicas son influenciadas por la encapsulacion
con CBJ[7]. La proteccién del CBJ[7] contra la actividad reductasa, para evitar el
ciclo entre la forma reducida y oxidada del TBO®, el incremento del tiempo de
vida del triplete, el incremento del rendimiento cuantico de oxigeno, la
proteccién contra la fotodegradacion del TBO*,[126] asi como interacciones
favorables con la HSA que permiten la incorporacion del TBO* en este
complejo biosupramolecular, claramente demuestran que este es el mejor
modelo de sistema de transporte, ya que el efecto fototoxico es similar al

aducto a pesar de incorporar menos cantidad de fotosensibilizador.
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Capitulo IV.
Conclusiones



La derivatizacion del TBO™ para incrementar su hidrofobicidad tiene un
efecto en las propiedades fotofisicas y fotoquimicas. El rendimiento
cuantico de oxigeno singlete en acetonitrilo disminuye, pero en solucion
amortiguadora es similar. Cambios similares se observan en la
fluorescencia de los derivados en ambos solventes. Esto debe ser
considerado al momento de preparar derivados hidrofébicos para
incrementar las interacciones con sistemas de transporte macrociclicos
y proteicos.

La encapsulacion en CB[7] incrementa la intensidad de fluorescencia y
el rendimiento cuantico de oxigeno singlete, propiedades muy
deseables para permitir una mayor deteccién in vivo en el tejido tumoral
y un mayor efecto fototoxico en la PDT.

La derivatizacion con un acido graso de catorce atomos de carbonos
incrementd la asociacion con el CB[7] y la HSA, comparado con el
TBO".

El derivado TBO*-C14 fue mejor que el derivado TBO*-C6, tanto en sus
constantes de asociacion con el CB[7] como con la HSA.

Los sistemas de transporte aumentan considerablemente la
incorporacion del TBO* y el derivado TBO*-C14 en las células
tumorales Hela cultivadas in vitro.

El TBO* y los derivados se localizan preferentemente en las
mitocondrias. Se necesitan experimentos adicionales para poder
determinar el mecanismo de muerte celular inducido por estos
fotosensibilizadores.

ElI TBO*-C6 no presenta efecto fototdéxico, en las condiciones
experimentales de esta tesis, mientras que el TBO*-C14 presenta una
fototoxicidad similar al TBO*.

El TBO* transportado por los sistemas de transporte del aducto
TBO*":HSA y el complejo biosupramolecular TBO*@CB[7]:HSA fue el
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fotosensibilizador mas eficiente para provocar fototoxicidad en células
HelLa cultivadas in vitro.

La HSA como sistema de transporte aumenta la incorporacion, pero el
uso del CB[7] como sistema de trasporte incrementa la fototoxicidad.
Podemos concluir que la combinacibn de ambos sistemas en un
complejo biosupramolecular es el mejor sistema de transporte en este
estudio.

La razdén de la mayor eficiencia del sistema de transporte del complejo
biosupramolecular podria deberse a la existencia de un equilibrio entre
las tres especies gue lo constituyen. Como son complejos dinamicos se
obtendria una mezcla de los sistemas PS:HSA, PS@CB[7] y
PS@CB[7]:HSA. En estos equilibrios con la encapsulaciéon del
fotosensibilizador en el CBJ[7] se esta incrementando la fototoxicidad,
debido a un incremento en la generacién de oxigeno singlete. Por otro
lado, al estar el TBO* encapsulado en el macrociclo también este tiene
un efecto protector sobre la desactivacion de los estados excitados por
parte de la HSA, contribuyendo a aumentar la fototoxicidad.

Estos estudios fueron realizados in vitro, por lo cual se hace necesario
realizar un estudio in vivo para estudiar como se comportan los

sistemas de trasporte estudiados.
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Tabla S1. Correlaciones Observadas en los Desplazamientos Quimicos en el
Espectro de 2D de HSQC del derivado TBO*-C6 en CD3CN.

13C (5 ppm) Protén Sefial cruzada en el
Correlacionado HSQC 2D
(S ppm)
14.08 0.89 +
22.92, 31.86 1.30 +
25.21 1.55 +
22.35 1.86 +
34.21 2.25 +
38.73 2.73 +

Tabla S2. Correlaciones Observadas en los Desplazamientos Quimicos en el
Espectro de 2D HMBC del derivado TBO*-C6 en CDsCN.

Protén (nimero) H (3 ppm, Desplazamiento
multiplicidad) Correlacionado 13C
(S ppm)

a 0.89,t 22.92. 31.86

b 1.30, m 22.92, 31.86

C 1.55, m 22.92, 31.86, 34.21

d 2.25,t 25.21, 31.86, 175.68

e 1.86, s

f 2.73,s
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Tabla S3. Tiempos de vida de fluorescencia del TBO*, TBO*-C6 y TBO*-C14
en CHsCN en presencia de oxigeno.

Fotosensibilizador | ti(ns) /A1 | t2(ns)/ Az | X2 |
TBO* 0.48 0.69 1.097
(40%) (60%)
TBO*-C6 0.34 1.46 1.198
(99.1%) (0.9%)
TBO*-C14 1.23 2.98 0.961
(98.5%) (1.5%)
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Anexo 11. El decaimiento a 380 nm del transiente del TBO*-C6 en acetonitrilo

(arriba). El decaimiento a 430 nm del transiente del TBO*-C14 en acetonitrilo

(abajo).
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Calculo espectros de absorcidn electronica.

Tabla S4. Calibracion de la funcional para absorcion tedrica, longitud de onda
(A) and energia (E), and fuerza del oscilador (f) de TBO. Los resultados
obtenidos utilizando como modelo de solvente C-PCM (acetonitrilo) y el set de
bases 6-311++G (d,p).

FUNCTIONAL EX‘()E/)(;\(/r)lm) Theor. A (nm) (E/eV) f Theor. Deviation (eV) Functional type
B3LYP 630 (1.96) 524 (2.37) f=0.78 0.41 hibrida
PBE1PBE 630 (1.96) 514 (2.41) f=0.86 0.45 hibrida
BMK 630 (1.96) 497 (2.49) f=1.02 0.53 hibrida
MO06 630 (1.96) 520 (2.38) f=0.84 0.43 hibrida

B97D 630 (1.96) 567 (2.18) f=0.42 0.22 pura

) _ range-separated
CAM-B3LYP 630 (1.96) 502 (2.47) f=1.05 0.51 hybrid

_ range-separated
wB97 630 (1.96) 567 (2.18) f=0.42 0.22 hybrid

_ range-separated
wB97xD 630 (1.96) 502 (2.47) f=1.05 0.51 hybrid
HSEH1PBE 630 (1.96) 517(2.40) f=0.82 0.44 hibrida

La funcional que mejor representa el valor experimental, es la B97D y wB97.

Se estan realizando calculos con moléculas puntuales y cargas especificas, para ver si
mejoran los espectros de absorcion
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ANALISIS PROPIEDADES ELECTRONICAS AZUL DE TOLUIDINA Y DERIVADOS DE
AZUL DE TOLUIDINA CON ACIDOS GRASOS

TBO
N d o 3 %,
pees ety
t J >
HoN S ITI/ : "/" /“).
PR o 9

Optimizacién geométrica B3LYP/6-31++ G(d,
p) en ACN, solvente modelado con C-PCM.

Orbitales Moleculares

A

HOMO - LUMO

5x10*

4x10*-

3x10*

Epsilon

2x10*-

1x10°* 4

200 400 600 800
wavelength, nm

Anexo 12. Espectro de absorcion electronica TBO en ACN. B97D/6-311++G (d,
p), solvente modelado por C-PCM.
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TBO- sin Metilo . (J ‘Qg jJ /

Optimizacién geométrica B3LYP/6-311++
G(d, p) en ACN, solvente modelado con C-
PCM.

Orbitales Moleculares

‘, HOMO > LUMO

Espectro de absorcion electrénica.

5x10°

4x10" 4
g 2 104 ?umax= 540 nm

x10° -
‘@
Q- 4
W 2x10"

1x10° -

04
200 400 600 800

wavelength, nm

Anexo 13. Espectro de absorcidn electrénica TBO sin metilo en ACN. B97D/6-
311++G (d, p), solvente modelado por C-PCM.
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TBO- sin 2 Metilos
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HoN

Optimizacion geométrica B3LYP/6-311++
G(d, p) en ACN, solvente modelado con C-
PCM.

Orbitales Moleculares

HOMO > LUMO

Espectro de absorcion electrdnica.
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Anexo 14. Espectro de absorcion electrénica TBO sin 2 metilos en ACN. B97D/6-
311++G (d, p) solvente modelado por C-PCM.
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Anexo 15. Espectro de absorcién electronica TBO, TBO sin/metilo y TBO sin / 2
metilos en ACN. B97D/6-311++G (d, p), solvente modelado por C-PCM.
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TBO-C6

UV-Vis: (CH3CN) Amax 547 nm, (H20) Amax 604 nm. Fluorescence
emission' (CH3CN) Amax 622 nm, (H20) Amax 645 nm.

)J
Wr) 9 J .)
O" ‘ )‘ ))‘ Optimizacién geométrica B3LYP/6-311++
oo G(d, p) en ACN, solvente modelado con C-
jf; PCM

9
2
L f 0%
%%
j;;; HOMO - LUMO j‘gj
’ iy

5x10°

T T T T T K T
200 400 600 800
wavelength, nm

Anexo 16. Espectro de absorcion electrénica TBO-C6 en ACN. B97D/6-311++G
(d, p) solvente modelado por C-PCM.
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TBO-C6 sin metilo

JEBS!
\/\/\WNH S \ﬁ“"
o]
UV-Vis: (CH3CN) Amax 548 nm, (H20) Amax 610 nm. Fluorescence

emission: (CH3CN) )\max 626 nm, (H20) Amax 651 nm.

J/‘ J)‘J Optimizacion geométrica B3LYP/6-311++
ﬁ G(d, p) en ACN, solvente modelado con C-
PCM

Orbitales Moleculares

Espectro de absorcion electrénica.
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Anexo 17. Espectro de absorcidn electrénica TBO-C6 sin metilo en ACN. B97D/6-
311++G (d, p) solvente modelado por C-PCM.
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TBO-C14

N
T
N+
W(NH S '\ll/
O

UV-Vis: (CH3CN) Amax 548 nm , (H20) Amax 609 nm. Fluorescence
emission: (CH3CN) Amax 627 nm, (H20) Amax 651 nm.

L4 Optimizacién geométrica B3LYP/6-311++
3}) G(d, p) en ACN, solvente modelado con C-

j‘;j PCM.
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s

o

HOMO > LUMO
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Espectro de absorcion electrdnica.

A__=558nm

400 600 800

Longitud de onda, nm

200

Anexo 18. Espectros de absorcién electrénica TBO-C14 en ACN. B97D/6-311++G
(d, p) en ACN modelado por C-PCM.
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TBO-C14 sin metilo
N
AN
L.
W\/\/MNH S \'\llH

@)

UV-Vis: (CH3CN) Amax 557 nm, (H20) Amax 609 nm. Fluorescence
emission: (CH3CN) Amax 625 nm, (H20) Amax 648 nm.
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Optimizaciéon geométrica B3LYP/6-311++

G(d, p) en ACN, solvente modelado con C-
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Anexo 19. Espectros de absorcién electronica TBO-C14 sin metilo en ACN.
B97D/6-311++G (d, p) en ACN modelado por C-PCM.
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Anexo 20. Orbitales moleculares
En el maximo de absorcion existe la contribucion de dos transiciones

electronicas: HOMO->LUMO y HOMO-1-> LUMO
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Anexo 21.
electronicas:

HOMO-19 >LUMO, HOMO-2 >LUMO+1, HOMO-1 >LUMO+2,
HOMO >LUMO+2

La absorcién en 290nm presenta 4 transiciones

160



Ha s -’(‘I.CHZ

1
BDE-3080 C ¢

BDE = 397.7

[0]
hese!
x>+ CH.
HaN s i
CHs
reaction modeled
v H oreH*

o
TBO"_'— 37RO transfer TRO CHa
sensy

Q,

peroxy

TBO*"

Anexo 22. Célculos de DFT de posible mecanismo de pérdida del metilo en el
TBO™.
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Anexo 23. Calculos de DFT de posible mecanismo de pérdida del metilo en el
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Anexo 24. Célculos de DFT de posible mecanismo de pérdida del metilo en el
TBO".
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Anexo 25. Isoterma de ITC para la inyeccion del derivado TBO* y el CBJ[7].
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Anexo 26. Isoterma de ITC para la inyeccion del TBO* y la HSA.
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Anexo 27. Isoterma de ITC para la inyeccion del derivado TBO*-C6 y el CB[7].
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Anexo 28. Isoterma de ITC para la inyeccion del derivado TBO*-C6 y la HSA.
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Anexo 29. Isoterma de ITC para la inyeccion del derivado TBO*-C14 vy el

CBI[7].
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Anexo 30. Isoterma de ITC para la inyeccion del derivado TBO*-C14 y la HSA.
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Anexo 31. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con WGA Alexa 350 (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO* 0.4 uM solo (canal rojo) (izquierda) y por medio de los sistema de
transporte de CB[7] 50 uM (TBO*@CBJ7], centro) y HSA 15 uM (TBO*:HSA,
derecha). La superposicion de los canales muestra en morado la localizaciéon
subcelular del TBO".
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Anexo 32. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con Mitopainter Blue (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO* 0.4 uM solo (canal rojo) (izquierda) y por medio de los sistema de
transporte de CB[7] 50 uM (TBO*@CBJ7], centro) y HSA 15 uM (TBO*:HSA,
derecha). La superposicion de los canales muestra en morado la localizaciéon
subcelular del TBO".
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0-Syto 9 + TBO *-C6 @CB[7] WGA 350-Syto 9 + TBO *-C6:HSA

’

Anexo 33. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con WGA Alexa 350 (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO*-C6 0.4 uM solo (canal rojo) (izquierda) y por medio de los sistema de
transporte de CB[7] 50 pM (TBO*C6@CBJ[7], centro) y HSA 15 uM
(TBO*C6:HSA, derecha). La superposicidon de los canales muestra en morado
la localizacién subcelular del TBO*-C6.
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Anexo 34. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con Mitopainter Blue (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacién de
TBO*-C6 0.4 uM solo (canal rojo) (izquierda) y por medio de los sistema de
transporte de CB[7] 50 pM (TBO*C6@CBJ[7], centro) y HSA 15 uM
(TBO*C6:HSA, derecha). La superposicion de los canales muestra en morado
la localizacién subcelular del TBO*-C6.
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Anexo 35. Iméagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con WGA Alexa 350 (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO*-C14 0.4 uM solo (canal rojo) (izquierda) y por medio de los sistema de
transporte de CB[7] 50 uM (TBO*C14@CBJ7], centro) y HSA 15 uM
(TBO*C14:HSA, derecha). La superposicion de los canales muestra en
morado la localizacion subcelular del TBO*-C14.
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Anexo 36. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HelLa tefiidas
con Mitopainter Blue (canal azul), SYTO 9 (canal verde) y la incorporacion de
TBO*-C14 0.4 uM solo (canal rojo) (izquierda) y por medio de los sistema de
transporte de CB[7] 50 uM (TBO*C14@CBJ7], centro) y HSA 15 uM
(TBO*C14:HSA, derecha). La superposicion de los canales muestra en
morado la localizacion subcelular del TBO*-C14.
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Viabilidad Celular / %

Sistema de Transporte

Anexo 37. Estudio del efecto sinérgico del 2-metoxiestradiol en la fototoxicidad
de los fotosensibilizadores TBO* y TBO*-C14 y sus respectivos sistemas de
transporte biosupramolecular. Las células fueron pre-incubadas durante 30
minutos con 3 UM del 2-metoxiestradiol en 100 uL de medio sin suplementar
MC (sin rojo de fenol), luego lavadas dos veces con PBS y se les adiciono las
concentraciones de trabajo previamente descritas y se realizé el experimento
de fototoxicidad igual que los anteriores. Los sistemas fueron incorporados
durante 90 minutos e irradiadas durante 90 minutos. Barras oscuras controles
en oscuro y barras en rojo muestras irradiadas. TBO*y TBO*-C14 0.4 uM solos
y con el sistema de transporte en presencia de CB[7] 50 uM y HSA 15 uM
(TBO*@CBJ[7]:HSA) y (TBO*-C14@CB[7]:HSA).
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Photochemical behavior of biosupramolecular
assemblies of photosensitizers, cucurbit[n]urils
and albumins¥

Javiera Céaceres,® José Robinson-Duggon,® Anita Tapia,® Constanza Paiva,®
Matias Gomez,® Cornelia Bohne® and Denis Fuentealba*®

Biosupramolecular assemblies combining cucurbit[n]urils (CB[n]s) and proteins for the targeted delivery
of drugs have the potential to improve the photoactivity of photosensitizers used in the photodynamic
therapy of cancer. Understanding the complexity of these systems and how it affects the properties of
photosensitizers is the focus of this work. We used acridine orange (AO™) as a model photosensitizer
and compared it with methylene blue (MB*) and a cationic porphyrin (TMPyP**). Encapsulation of the
photosensitizers into CBInls (n = 7, 8) modified their photoactivity. In particular, for AO*, the photo-
oxidation of HSA was enhanced in the presence of CB[7]; meanwhile it was decreased when included
into CB[8]. Accordingly, peroxide generation and protein fragmentation were also increased when AO*

Received 12th November 2016, was encapsulated into CB[7]. The triplet excited state lifetimes of all the photosensitizers were

Accepted 14th December 2016 lengthened by their encapsulation into CBIlnls, while the singlet oxygen quantum yield was enhanced
only for AO* and TMPyP**, but it decreased for MB*. The results obtained in this work prompt the

necessity of further investigating these kinds of hybrid assemblies as drug delivery systems because of
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Introduction

The high costs of drug discovery and development, and the extensive
time needed for approval impose a big economical challenge for the
pharmaceutical industry over the next few decades.’ One plausible
strategy to overcome this issue is potentiating drugs that already
exist and/or tailoring them for the treatments of specific diseases,
which can be done with drug delivery systems (DDSs).>> DDSs not
only have the potential to improve drug transport, but can also help
to control the release of the drug and to target specific tissues such
as cancer,® which continues to demand important development
efforts for better prognosis.'

One promising treatment for several types of cancer is
photodynamic therapy (PDT), which is based on the action of
light on a photoactive drug (photosensitizer), which in the
presence of oxygen induces cytotoxicity due to the generation

“ Laboratorio de Estructuras Biosupramoleculares, Departamento de Quimica Fisica,
Facultad de Quimica, Pontificia Universidad Catolica de Chile, Santiago, Chile.
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t Electronic supplementary information (ESI) available: Absorption spectra of

AO" species during irradiation in the presence of HSA, HSA photo-oxidation

mediated by an MB'@CB[7] complex in D,0, and singlet oxygen detection by

ABMA. See DOI: 10.1039/c6¢p07749h

2574 | Phys. Chem. Chem. Phys., 2017, 19, 2574-2582

their possible applications in biomedicine.

of reactive oxygen species (ROS).”'° This is an area of research
where the delivery system can play an essential role in improving
biodistribution and tumor accumulation.® Many vehicles have been
proposed to deliver payloads of drugs such as nanoparticles,
quantum dots, proteins, macrocycles, polymers and liposomes,
among others."' DDSs involving photoactive drugs that have
been recently studied include polymeric nanoparticles,"> ™
calcium carbonate microparticles,'® graphene oxide nanosheets,"”
photo-responsive nanocarriers,"®'® and novel optical fibers which
can deliver the photoactive drug and/or only singlet oxygen.”*** In
spite of the many varieties of DDSs being studied, only a few of
them have been marketed to date.®

Albumin conjugates have been investigated extensively as drug
carriers over the last decade,”>* and constitute one of the examples
of DDSs that have effectively reached the public.**> Albumins are
natural fatty acid carriers due to their multiple hydrophobic binding
sites,”**” a property that is favorable for the transport of many
drugs.”™* The albumin’s long circulation times in the bloodstream,
small size, lack of immunogenicity and great stability make it ideal
for drug delivery applications.®'"**"*> Additionally, albumins can
penetrate the defective vascularity of tumors and be retained.® In
spite of these advantages, when it comes to photoactive drugs,
albumins modify the photochemistry of the drugs,’®*' and often
reduce the action of photosensitizers.** > Moreover, there is no
general strategy to release drugs from albumins.

28,29

This journal is © the Owner Societies 2017



Paper

On the other hand, cucurbit[n]urils (CB[z]s) have recently
emerged as potential candidates for drug delivery due to their
ability to bind several types of drugs.*®® Although not yet
approved for use, CB[n]s are expected to follow cyclodextrins in the
near future."*® Unlike cyclodextrins, binding to CB[]s is extremely
high for a synthetic macrocycle, reaching binding constants higher
than 10" M~ ".*>*" CB[n]s have been shown to be non-toxic,”>*
and they are able to cross the cell membrane,* and are highly
soluble in biological fluids.>” One important advantage of CB[n]s
over proteins is that drug release is easily controlled by competitive
host-guest chemistry.*****°

The combination of the properties of albumins and CB[r]s in
one biosupramolecular drug delivery vehicle could be of much
benefit for the field. This kind of architecture was first reported by
W. Nau, A. C. Bhasikuttan and co-workers for the brilliant green,
CB[7] and bovine serum albumin (BSA) complex.>® Later work by
X. Wang and collaborators reported on the interaction of the
well-known photosensitizer tetra(1-methylpyridinium)porphyrin
(TMPyP*") with CB[8] and BSA,>" opening a new scope for the use
of CB[n]s in PDT applications. Such ternary complexes are very
scarce in the literature and their applications are therefore limited.
We recently reported on the interaction of another well-known
photosensitizer acridine orange (AO") with CB[7] and human serum
albumin (HSA), and found no such interaction with the protein in
the presence of CB[8].** The latter is an interesting model system in
the first place because AO" is active as a PDT agent in vivo,”>>* and
this molecule forms complexes with HSA, CB[7] or CB[8], and
simultaneously with CB[7] and HSA, allowing the possibility of
comparing the photoactivity of a broad range of AO" species.
Therefore, we set out to investigate the photoactivity of different
complexes of AO" and obtain further insights into the mechanism
of action and ROS generation in the biosupramolecular complex.
We compared the photoactivity of AO" with TMPyP*" and methyl-
ene blue (MB'), another well-known photosensitizer (Scheme 1),
which shone light on the importance of the ternary biosupra-
molecular complex for drug photoactivity. Our results show
that photoactivity cannot be predicted solely from the photo-
physical parameters of the photosensitizers in solution and in
complex with CB[n] because the mode of interaction of the
various components in the system with the protein needs to
be known.
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Scheme 1 Chemical structures of CBInls (n = 7, 8), AOT, TMPyP* and MB™.
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Chemicals

Cucurbit[n]urils (CB[r], n = 7, 8), acridine orange (AO"), tetra-
(1-methylpyridinium)porphyrin (TMPyP*"), bis(cyclopentadienyl)
cobalt(u) hexafluorophosphate (Cob'), 9,10-anthracenediyl-
bis(methylene)dimalonic acid (ABMA), human serum albumin
(HSA), bovine serum albumin (BSA), sodium azide (NaN3) and
deuterium oxide (D,O) were obtained from Sigma and used
without further purification. Methylene blue (MB") was obtained
from Merck and was recrystallized from benzene/MeOH (3:1).
Potassium ferricyanide (FeCy) was obtained from Merck and
used without further purification.

Sample preparation

Stock solutions of the photoactive molecules (AO", MB* or TMPyP*")
were prepared in water to approximately 1 mM and the actual
concentration was assessed using their molar extinction coeffi-
cients (AO" e490nm 6.2 X 10* M™" em™'°®> MB" gg64nm 8.4 X
10* M~ em ™' )°° TMPYP*" £4500m 2.3 x 10° M~ ' em™1).”” Stock
phosphate buffer (PB) solutions were prepared by mixing
100 mM Na,HPO, and NaH,PO, solutions to achieve a pH of
7.0 (pH meter Hanna HI2221). Albumin (HSA or BSA) stock
solutions were prepared at a concentration of 0.5 mM in 10 mM
PB pH 7.0. Stock solutions of CB[7] were prepared in water to
approximately 1 mM. Saturated solutions of CB[8] were prepared in
10 mM PB pH 7.0 and filtered. Both CB[n]s were titrated against a
known concentration of Cob" using UV-Vis spectroscopy.>®
Aliquots of the stock solutions of the photoactive molecules,
CB[n]s, albumin and PB were mixed directly in a spectrophoto-
metric cell and the volume was completed to 3.00 mL with water.
Final concentrations were 5 uM for AO” and TMPyP**, 10 uM for
MB’, 50 uM for CB[7], 35 uM for CB[8], 5 uM for BSA, 25 pM for
HSA and 10 mM PB pH 7.0. For the samples in the presence of
additives, FeCy was added to a final concentration of 1 mM and
NaN; to 10 mM. D,O-enriched solutions were prepared by
diluting stock solutions in D,O instead of water (>80% D,0).

Irradiation set-up

Sample irradiation was carried out in custom-built PTI equipment
working with a 150 W Xe lamp. The irradiation wavelength was
selected using a monochromator (10 nm bandwidth). The sample
was stirred and the temperature was kept at 25 °C using a water
bath. All the samples were irradiated at their absorption maxima.
AO" was irradiated at 492 nm in the absence of CB[r]s and at
485 nm or 465 nm in the presence of CB[7] or CB[8], respectively.>
The irradiance absorbed by the samples was the same within error
and equal to 31 + 3 W m > (YSI Kettering 65A radiometer).
TMPyP"" was irradiated at 422 nm both in the absence and in
the presence of CB[n]s since the absorption maximum did not
change upon complexation.”* MB" was irradiated at 664 nm in the
absence of CB[n]s and at 659 nm in the presence of CB[7].°>*°

Measurements

Protein photo-oxidation was assessed by the loss in the tryptophan
fluorescence exciting the samples at 295 nm and measuring the
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emission at 350 nm. Upon irradiation, the samples were measured
every 5 min for a total of 30 min. The absorbance at 295 nm was
constant throughout the irradiation, and therefore no inner-filter
correction was applied. For the sample in the presence of AO" and
CBJ[7], additional experiments were performed in the absence and
presence of FeCy, D,O and NaNj. Photo-oxidation experiments
were performed in triplicate (<3% error).

Total peroxide formation and hydroperoxides were quantified by
the FOX-2 method,*"** according to a published procedure.®® Briefly,
during the irradiation, the samples were withdrawn every 5 min and
mixed in a proportion of 1:10 with FOX reagent containing 150 uM
xylenol orange and 250 uM (NH,),Fe(SO,), in 25 mM sulfuric acid.
The absorbance of the product was measured at 560 nm and
compared to a standard curve made with H,0,. The quantification
of hydroperoxides was done in the presence of catalase. The experi-
ments were performed at least three times (<10% error).

Protein electrophoresis (SDS-PAGE) was performed to measure
HSA fragmentation and cross-linking. A stacking gel of 3%
acrylamide and a resolving gel of 8% acrylamide were used.
The proteins were denatured by boiling the samples for 5 min in
loading buffer containing 62.5 mM Tris buffer pH 6.8, 2% SDS,
10% glycerol, 100 mM B-mercaptoethanol and traces of bromo-
phenol blue. The running buffer contained 25 mM Tris pH 8.3,
400 mM glycine and 0.1% SDS, and electrophoresis was per-
formed at 50 V for 20 min and at 100 V for 60 min. Silver staining
was used to develop the gels and the electrophoretic pattern was
analyzed with a GelMax Imager and Doc-It®LS software from
UVP. The results of the electrophoresis were consistent for
repeated samples and the analysis shown herein corresponds
to a representative experiment.

Laser flash photolysis was used to measure triplet excited
state lifetimes for AO" and its complex with CB[7]. The samples
were excited using a 266 nm Nd:YAG laser (Quanta-Ray Lab
130-4, Spectra Physics) and the excited state was detected by
monitoring the changes in the absorbance of the samples using
a Xe-arc lamp from Oriel.** The concentration of the samples
was 5 UM (Azeenm ~ 0.2) and the samples were degassed with
nitrogen for at least 20 min before the measurements. Decays
of the triplet excited state of AO" in the absence and presence of
50 UM CB[7] were measured at 550 nm,” and at least 10 decays
were averaged. The decays were fit to a monoexponential
function to obtain the triplet excited state lifetimes.

Singlet oxygen ('0,) was detected by the bleaching of ABMA
(1.6 uM) by fluorescence emission (Ex 395 nm/Em 407 nm). It
must be noted that fluorescence was used only for a relative
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estimation of the production of singlet oxygen by the different
complexes. To determine 'O, quantum yields ($,) we used a
high concentration of ABMA (200 uM) to trap all '0,,%” and then
the rate of consumption of ABMA was determined by following
the absorbance at 380 nm during the course of irradiation. The
rate of ABMA bleaching observed for irradiated samples of AO"
in the absence or presence of CB[n]s was compared to Eosin Y
as a standard (¥, = 0.50).°® The absorbance of Eosin Y at the
irradiation wavelength was matched to that of AO" species. The
@, value was calculated from the slopes of first-order plots as
shown in eqn (1).®” Measurements were performed in triplicate.

¢Asample _ (—dlIlA/dl)
D standard (_d In A/dl)

sample (1)

standard

Results and discussion

Binding of AO*, MB* and TMPyP** to serum albumins, CB[n]s
and ternary interactions

All the photoactive molecules used in this work bind to serum
albumins with high affinity,>*>>®*7° and the binding constants
reported in the literature are summarized in Table 1. We recently
reported spectroscopic evidence for the binding of AO" close to
Trp-214 in HSA, suggesting that this molecule binds to Sudlow’s
site 1.°> The data indicated mainly a 1:1 interaction, although
some minor binding to other sites could not be discarded.>>
A similar interaction was previously reported for AO" with BSA,
although with lower affinity (<5 x 10> M*).%° The same type of
binding has been reported for MB* with HSA, where electrostatic
interactions played a major role in the stabilization of the
complex.>>”® The cationic porphyrin TMPyP*" also binds to
BSA through electrostatic interactions and the binding is favored
at slightly basic pH.®

Both AO" and MB' bind with a higher affinity to CB[7]
compared to HSA (Table 1), and form 1:1 inclusion complexes
(denoted AO*@CB[7] and MB*@CB[7]).”"”> On the other hand,
TMPyP** binds to CB[7] with a lower affinity than to BSA (Table 1).”
This porphyrin can bind up to four CB[7] molecules, but the
cooperative effect of sequential CB[7] binding to TMPyP** has not
been analyzed.” The case is different for CB[8], which can bind up to
two AO" or MB" molecules inside its cavity forming 2:1 complexes
(denoted (AO"),@CB[8] and (MB"),@CB[8]). It must be noted that
the formation of 1:1 and 2:1 complexes with CB[8] is stepwise,
and their relative abundance depends on the concentration of

Table 1 Binding constants (K) for AO*, MB™ and TMPyP** with albumins (HSA or BSA), CBIn] (n = 7, 8) and protein—CBIn] interactions

KCB[8] 2:1/M72 KTernary 1:1:1/M71

Kalbumin/M ™" Kepj7 14/M ™
AO" (2.0 £ 0.5) x 10° (HSA)” (3 £1) x 10°¢
MB* (1.5 + 0.2) x 10° (HSA) (1.3 +£0.3) x 107¢
(4.06 + 0.04) x 10" (HSA)"
TMPyP* 7.3 x 10° (BSA)° 8.2 x 10%¢

1.35 x 10° (BSA),

(4 £1) x 10™° (3.5 & 0.8) x 10" (HSA-CB[7])*
(1.1 + 0.5) x 104 —

— 4.30 x 10° (BSA-CB[8])”

“ From ref. 52 in 10 mM PB pH 7.0. ” From ref. 35 in 100 mM PBS pH 7.4. © From ref. 70 in 50 mM Tris-HCI buffer pH 7.4. ¢ From ref. 71 in water
pH 5.5. ¢ From ref. 68 in 20 mM PB pH 5.0 at low HSA concentration; errors not reported. / From ref. 51 in 5 mM PB pH 7.0; errors not reported.

¢ From ref. 73 in water pH 4.0; errors not reported.
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the dye and the macrocycle.”” There is likely an interaction between
TMPyP** and CB[8], but there are no reported binding constants.”

CB[8] can also bind two different molecules and form a
1:1:1 ternary complex, and this is particularly interesting
when one of the components is a protein, as the one reported
for TMPyP*" and BSA, where a tryptophan residue in the protein
is suggested to be included inside the CB[8] cavity together with
one of the TMPyP** pyridinium arms.”! The binding affinity of
the porphyrin to BSA in the absence or presence of CB[8] is
comparable (Table 1). CB[7] can also induce the formation of a
ternary complex with a protein, even though only one molecule
is included in the cavity. For this, the molecule has to protrude
out of the cavity of CB[7].°*>> We observed this behavior for AO"
in the presence of CB[7] and HSA, while no interactions were
observed for the case of CB[8] probably due to its larger cavity
size.”® The binding of the AO"@CB[7] complex to HSA occurs
with lower affinity compared to free AO" (Table 1). On the other
hand, the inclusion complex between MB" and CB[7] does not
interact with HSA,i which suggests that MB" is buried in the
cavity of the macrocycle. This point is discussed in more detail
later on.

Effect of CB[n]s on protein photo-oxidation mediated by AO*

The effect of the encapsulation of AO" into CB[r]s and the formation
of a ternary complex with HSA was investigated by irradiating
different AO'/HSA samples in the absence or presence of either
CBJ[7] or CB[8]. Photo-oxidation of the tryptophan residue in HSA was
followed by fluorescence emission. It is important to note that both
free and protein-bound species are present in the solutions, so that
the results have to be interpreted as overall effects considering the
main species present. Based on the binding constants reported in
Table 1, we estimate that in the absence of CB[x], about 81% of AO"
is bound to HSA. In the presence of excess CB[7], all AO" are bound
to CB[7] and about 44% of that complex interacts with HSA to form
the ternary AO'@CB[7]: HSA complex.

On the other hand, in the presence of excess CB[8], all AO"
are bound to CB[8]. The highest photo-oxidation was achieved
for the sample in the presence of CB[7], followed by the sample
in the absence of CB[n] (Fig. 1), which implies an enhancing
effect for CB[7] on the photoactivity of AO*. Contrasting with
CB][7], irradiation of the sample in the presence of CB[8] results
in a significant decrease in photo-oxidation (Fig. 1). We recently
reported the different reactivity of MB"@CB[n] complexes in the
excited state, where we observed that the CB[7] complex was
more reactive than the CB[8] complex against an oxidant.®® This
behavior was proposed to be due to stabilization of the triplet
excited state inside CB[7] and significant quenching inside
CB[8].*° We address the triplet excited state dynamics for AO"
and other molecules later in the discussion.

During the course of HSA photo-oxidation, extensive photo-
bleaching of AO" was observed for the sample in the presence
of CB[7] compared to the samples in the absence of CB[#] or in
the presence of CB[8], following the same trend as HSA photo-

i No change in the anisotropy decays was observed for MB" and CB[7] in the
absence or presence of HSA. For more details on the technique see ref. 52.
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Fig. 1 HSA photo-oxidation mediated by AO" in the absence of CBIn]
(blue circles) or in the presence of 50 uM CB[7] (red squares) or 35 uM
CBI8] (green triangles). All samples in 10 mM PB pH 7.0 and irradiated at
their absorption maxima.

oxidation (Fig. S1-S3 in the ESIY). This result was not expected
since CB[7] is reported to increase the photostability of several
dyes,”* which suggested a possible type I (electron-transfer)
process for the AO'@CB[7] complex. Acridinium salts are
known to be good electron donors in the excited state and are
frequently used for photoorganocatalysis.”> We further investi-
gated the mechanism of photo-oxidation for the case where the
highest photo-oxidation was observed, i.e. in the presence of
CB[7], by using additives such as the singlet oxygen scavenger
NaN3, electron-acceptor FeCy, which interferes in photo-induced
electron-transfer, and D,O, which lengthens the lifetime of
singlet oxygen by about 20 times. These compounds have been
used in the past to study photo-sensitized oxidation.®® As shown
in Fig. 2, the addition of D,O resulted in a minor increase in HSA
photo-oxidation. If we compare this result with the effect of D,O
on the oxidation of HSA by MB" (a known type II photosensitizer),
we can observe that the effect of D,O is much larger for MB"
(Fig. S4 in the ESIf) compared to AO". It must be noted that the
isotopic effect of D,O not only lengthens the singlet oxygen
lifetime, but also lengthens the triplet excited state lifetime for
MB*.”® The addition of NaN; decreased the HSA photo-
oxidation only to some extent, indicating that the amount of
singlet oxygen that can be quenched by azide is little, and this
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Fig. 2 Effect of D,O (cyan diamonds), FeCy (blue circles) and NaNs (green
triangles) on HSA photo-oxidation in the presence of AO" and 50 uM
CBI[7]. The sample in the absence of additives (red squares) is shown for
comparison. All samples in 10 mM PB pH 7.0 and irradiated at 485 nm.

Phys. Chem. Chem. Phys., 2017, 19, 2574-2582 | 2577



PCCP

agrees with the small enhancement observed with D,O. The results
discussed above point to a contribution of singlet oxygen in the
photo-oxidation, but not likely as the only mechanism. On the
other hand, the addition of the electron-acceptor FeCy decreases
the photo-oxidation of HSA, pointing to the participation of an
electron-transfer mechanism. It must be noted that the magnitudes
of the effects of FeCy and NaN; are not comparable because the
concentration of FeCy is much lower than azide in order to avoid
screening of the absorption of light by the trapping agent.®* In all
the cases, the effect of the additives on HSA photo-oxidation is
smaller than expected for dyes free in solution,”® which suggests
that the photo-processes occur in the close vicinity of the protein,
so that additives in the solution do not have complete accessibility
to inhibit protein photo-oxidation. The fact that the binding of AO"
and AO"@CB[7] occurs near the tryptophan residue in HSA> is in
agreement with a favorable type I photo-oxidation mechanism.

Effect of CB[n]s on the formation of peroxides mediated by AO*

The most important reactive oxygen species generated as a
consequence of type I and type II photo-processes include
peroxides.”” Peroxides can be formed as a consequence of the
type I mechanism when semireduced photosensitizers interact
with oxygen’®”® and/or by the dismutation of superoxide radical
anions.®® On the other hand, type II photo-processes also generate
peroxides through the decomposition of singlet oxygen-generated
endoperoxides.”” We have shown before that hydrogen peroxide
is the main species generated as a consequence of protein photo-
oxidation mediated by the electron-transfer mechanism, while
protein hydroperoxides were not detected.®* For AO" in the
presence of CB[7], the formation of peroxides is enhanced
compared to the samples in the presence of CB[8] or in the
absence of any CB[n] (Fig. 3). The enhancement in the genera-
tion of peroxides for the case of CB[7] agrees with the increase in
HSA photo-oxidation shown above (Fig. 1). By adding the enzyme
catalase before the quantification of peroxides, which decom-
poses H,0, much faster than protein hydroperoxides,®> we can
estimate the amount of HSA hydroperoxides (HSA-OOH) and
H,O0, in solution. We analyzed the generation of both types of
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Fig. 3 Peroxide generation during HSA photo-oxidation mediated by AO*
in the absence of CBI[n] (blue circles) or in the presence of 50 uM CBI7] (red
squares) or 35 uM CBI[8] (green triangles). Inset: generation of HSA-OOH
(purple diamonds) or H,O, (pink circles) during HSA photo-oxidation in the
presence of AO* and CBI[7]. All samples in 10 mM PB pH 7.0 and irradiated
at their absorption maxima.
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peroxides for the sample that produced the highest amount of
total peroxides, i.e. in the presence of CB[7]. As seen in the inset
of Fig. 3, the generation of H,0, is faster at short irradiation
times but quickly levels off, while HSA-OOH increases in concen-
tration over time, doubling the amount of H,0, at long irradia-
tion times. The fact that HSA-OOH are generated in a relatively
high yield is important because these species are long-lived in
cells and can potentially enhance oxidative stress,®® which is
beneficial for PDT applications.

Effect of CB[n]s on HSA fragmentation mediated by AO*

Protein cross-linking and fragmentation are common processes
arising from photosensitization.®' A previous work reported the
photocleavage of BSA induced by a ternary complex formed in
the presence of TMPyP*" and CB[8].%! Therefore, we studied the
fragmentation of HSA induced by different AO" species. As
shown below, SDS-PAGE analysis of the samples irradiated in
the presence of AO" alone or in combination with CB[7] or
CB[8] reveals the occurrence of photo-induced fragmentation
of HSA in all the cases (Fig. 4). Control samples that were not
irradiated show the same electrophoretic pattern as the con-
trol sample containing only HSA, thus ruling out that either
AO" or CB[7] induces any modification in the protein. The
control sample in the presence of CB[8] shows some aggrega-
tion, which is seen as a diffuse band above the main band for
HSA. CB[8]-promoted aggregation has been reported before
for the case of BSA,*" and could be related to the interaction of
the macrocycle with hydrophobic amino acids such as trypto-
phan and phenylalanine.®>®® Some cross-linking could be
observed above the band for HSA for the irradiated samples,
although very minor. Fragmentation, on the other hand, was
estimated by densitometry to be 10-16% higher in the irra-
diated samples compared to the control samples, being the
highest when CB[7] was present. The origin of the fragmenta-
tion could be related to the decomposition of HSA hydroper-
oxides, which are formed in considerable amounts as shown
above. These HSA hydroperoxides are unstable and promote
the formation of a-carbon centered radicals, which lead to
protein cleavage.®!

kDa
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Fig. 4 SDS-PAGE analysis of HSA irradiated for 30 min in the presence of
the different AO™ species and control samples without irradiation. The full
arrow indicates the main band for HSA and the dotted arrow indicates
fragmentation. Lane: (1) molecular weight standard, (2) HSA irradiated with
AO*, (3) HSA irradiated with AO* and CBI[7], (4) HSA irradiated with AO™*
and CBI[8], (5) control sample of HSA with AO¥, (6) control sample of HSA
with CB([7], (7) control sample of HSA with CBI8], and (8) control sample of
HSA alone.
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Comparison of the effect of CB[n]s on protein photo-oxidation
mediated by TMPyP** and MB*

We have shown above that the overall photoactivity of AO" was
enhanced in the presence of CB[7], ie. higher HSA photo-
oxidation, fragmentation and peroxide generation. This effect
can be due to an overall enhancement of the photophysical and
photochemical processes of AO" when forming an inclusion
complex with CB[7], and/or due to the formation of a ternary
complex with HSA, which would put the reacting species closer
together facilitating their reaction. Therefore, it is useful to
compare these results with the other photoactive molecules
mentioned above: TMPyP*", which forms a ternary complex
with BSA in the presence of CB[8] (and not CB[7]); and MB’,
which forms inclusion complexes with both CB[7] and CB[8]
(as does AO"), but does not interact with HSA.

First, we studied BSA photo-oxidation in the presence of
different species of TMPyP"", Fig. 5 shows that BSA photo-oxidation
is enhanced in the presence of TMPyP*" and CB[8], when a ternary
complex is formed, similar to the results observed for AO". On the
other hand, the sample in the presence of CB[7] shows the same
level of photo-oxidation as in the absence of CB[7] (Fig. 5). This
result is likely due to the fact that the binding of TMPyP*" to BSA
competes with the binding to CB[7] (see binding constants in
Table 1). It is noteworthy that TMPyP*" acts mainly through singlet
oxygen generation, while for AO" the electron-transfer mechanism
is also important. In spite of this difference, the important point
here is that, in principle, the results obtained for AO" and TMPyP**
are consistent, Ze. the highest photoactivity is observed for the
samples where ternary interactions with the protein are favored. It
is also interesting to note that both CB[7] and CB[8] can promote
the association of the photoactive molecules with the protein and
this depends on the structures of photoactive molecules as well as
the protein.

Another important comparison is between the photoactivity
of AO" and MB'. The latter is structurally similar to AO"; it
forms a 1:1 inclusion complex with CB[7] and it binds to HSA.
However, there is no formation of a ternary complex with HSA.
This is probably because unlike AO", which protrudes out of the

1.00F
40.90
@
o Q
50'80 §1.o
.,—% 0.70 F 509
kel u_?
X060 [Eos
g |t

£ 1 1 1 1 1

§ 050 _z°0'70 5 10 15 20 25 30
z Time / min

0.40 1 1 1 1 1

10 15 20 25 30
Time / min

Fig. 5 BSA photo-oxidation mediated by TMPyP** in the absence of
CBIn] (blue circles) or in the presence of 50 uM CBI7] (red squares) or
35 uM CBI8] (green triangles). Inset: HSA photo-oxidation mediated by
MB* in the absence (blue circles) or presence of CB[7] (red squares). All
samples in 10 mM PB pH 7.0 and irradiated at their absorption maxima.
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cavity of CB[7],**®*° MB" is fully included in the cavity of CB[7]
as previous studies suggest.”®’’ For MB" in the presence of
CB[7], the photo-oxidation of HSA was lower compared to the
sample in the absence of CB[7] (Fig. 5, inset). This trend is
opposite to that observed for HSA in the presence of AO" and
CB[7], or BSA in the presence of TMPyP*" and CB[8], which
suggests that the ternary interaction with the protein favors
photo-oxidation, and the sole formation of an inclusion
complex with CB[n] does not ensure that the photoactivity is
enhanced.

Effect of CB[n]s on triplet excited state lifetimes and singlet
oxygen quantum yields for AO*, MB" and TMPyP**

Singlet oxygen generation by the different AO* species was detected
by the loss in the fluorescence of water-soluble anthracene deriva-
tive ABMA.®® It must be noted that 'O, detection is done in the
absence of HSA, since proteins react with this species with high
efficiency.*"*® The complex of AO" with CB[7] produced the highest
amount of 'O,, followed by the CB[8] complex and free AO" (Fig. S5
in the ESIf). Table 2 shows that the @, value for AO" increases
significantly in the presence of CB[7]. This result agrees well with
the trend observed in HSA photo-oxidation, fragmentation and
peroxide generation described above. Surprisingly, CB[8] also
increased the ®, value compared to free AO, in spite of the fact
that a much lower photo-oxidation was observed for HSA in the
presence of CB[8] (see Fig. 1). This is probably because protein
photo-oxidation is measured as a loss of tryptophan fluorescence,
when in fact several other amino acids such as methionine,
histidine, cysteine and tyrosine can also be photo-oxidized.** In
this sense, the location of the CB[n] complex within the protein
where singlet oxygen is being generated can play an essential role
in the protein photo-oxidation. While the CB[7] complex is thought
to associate near the tryptophan residue (Trp-214), minor binding
of the CB[8] complex away from the tryptophan residue or the
generation of singlet oxygen by the CB[8] complex in solution can
lead to a lower photo-oxidation of this amino acid residue.

If we compare these results with MB* and TMPyP"* there are
important differences that need to be taken into account. The
@, value for MB' is slightly decreased in the CB[7] complex
(Table 2) due to a lower rate constant for oxygen quenching of
the triplet excited state.®> We observe the opposite effect for
AO*, i.e. an enhancement of the ®, value, which we believe is
possible due to the fact that AO" protrudes significantly out of
the CB[7] cavity®*®* compared to MB", suggesting that oxygen
entry is not limited in this complex. This is the same effect
observed for TMPyP*", which is barely encapsulated into the
CB[8] cavity.”"

As for the reason of the enhancement in the @, value for AO" in
the presence of CB[8], it is anticipated that dimers in solution have
greater intersystem crossing yields than the corresponding mono-
mers at the expense of fluorescence emission.*”” However, inside
CB[8] the behavior seems to depend on the molecule. For MB', the
@, value drops considerably (Table 2). This result is consistent with
a previous report of the decreased reactivity of the excited state of
MB' inside CB[8] against ferric ions (through electron-transfer)
compared to the CB[7] complex.®® The difference between the
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Table 2 Triplet excited state lifetimes (z7) and O, quantum yields (@,) for photoactive molecules in the absence and presence of CB[7] or CB[8]

No CB[r] CB[7] CBI8]

Tr/us Dp Tr/Us /2N Tr/us [N
AO" 160% + 10 0.18% =+ 0.01 210% + 15 0.50 & 0.01 — 0.31% =+ 0.04
MB* 77° £ 5 0.52° 150 + 12 0.44° — <0.02%
TMPyP** 12.1° 0.74° — — 117.6° >0.90¢

“ This work. ® From ref. 59 and 76; errors for @, not reported. ¢ From ref. 51; errors not reported. ¢ Lower limit determined in the presence of BSA.
Singlet oxygen quantum yields determined in triplicate in air-equilibrated solutions. Triplet excited state lifetimes determined in nitrogen-

saturated solutions.

behavior of MB" and AO" could be related to a more favorable
formation of the 2:1 complex in the case of MB", which leads to
self-quenching when MB" is excited. This is not the case for AO"
since we reported previously a negative cooperativity for the
binding of two AO" molecules to CB[8].>> There is also the
possibility that the MB" dimer forms a tighter complex inside
CB[8] compared to AO", restricting to a great extent the diffusion
of oxygen.

Another important point in the comparison of the photo-
activity of AO", MB" and TMPyP"" is their triplet excited state
lifetimes. As seen in Table 2, the formation of a 1:1 inclusion
complex for all the photosensitizers with CB[n]s lengthens the
triplet excited state lifetime, which in the case of MB" has been
attributed to a slower non-radiative decay due to the restricted
mobility imposed by the macrocycle.”>”® Similar arguments
have been given for the lengthening of the singlet excited state
lifetime of several dyes inside CB[7] due to the low polarizability
of its cavity.”>”* For the case of TMPyP"", the restriction of the
movement of the porphyrin arms when bound to CB[8] has
been associated with longer triplet excited state lifetimes due to
slower non-radiative deactivation.®®*® The lengthening of the
triplet excited state lifetime does not necessarily reflect a higher
photoactivity. For example, the binding of TMPyP*' to BSA also
lengthens the triplet-excited state of the molecule, but the
quenching of this state by oxygen is hindered within the
protein, thus reducing its potential application in PDT.>” This
is the point where combining the protein as a vehicle with the
inclusion into CB|[n]s could have a strong impact.

Conclusions

The results show key points when considering the development
of drug delivery systems using complex assemblies. Ternary
complex formation between the photosensitizer, CB[x]s and the
protein is a requirement for the enhancement of protein photo-
oxidation. This requirement is independent of the photo-
oxidation mechanism, type I or type II, because it was observed
for AO" and TMPyP™*".

Lengthening of the triplet excited state of the sensitizer due
to CB[n] inclusion is not sufficient to enhance the quantum
yield of singlet oxygen formation. The trends for this quantum
yield suggest that the photosensitizer should not be buried in
the cavity of the macrocycle, favoring the quenching by oxygen
in the media. The protrusion of the guest is also a key point

2580 | Phys. Chem. Chem. Phys., 2017, 19, 2574-2582

when favoring the interaction of the inclusion complex with the
protein. In this regard, both CB[7] and CB[8] have shown to be
capable of inducing this effect, but due to its greater solubility
in water, the use of CB[7] is more promising in further
biomedical applications.
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In this paper, we explored the fluorescence properties of eight aurone derivatives bearing methoxy
groups and bromine atoms as substituents in the benzene rings. All derivatives showed strong solvato-
chromic absorption and emission properties in solvents of different polarities. Some of them showed high
fluorescence quantum yields, which make them potential compounds for sensing applications. The posi-
tion of the methoxy groups in the benzofuranone moiety and the presence of bromine atoms in the
benzene ring had a strong influence on the fluorescence behaviour of the aurones. DFT calculations
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an excited state with strong charge-transfer character. Aurone 4 has the most promising characteristics
showing a large difference in the quantum vyields and large Stokes shifts depending on the solvent
polarities. These results prompted us to explore some preliminary biological applications for aurone 4
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1. Introduction

Aurone is the common chemical name for 2-benzylidenebenzo-
furan-3(2H)-ones, which can be natural or synthetic pigments,
and are closely related to flavones. These compounds are active
on several biological targets, which make them interesting
scaffolds for the design of potential therapeutic agents.'™
Aurones such as sulfuretin (Fig. 1) are known to suppress inflam-
mation and oxidative stress>® and have anti-cancer properties.”
Aureusidin has shown antioxidant activity® and 4-chloroaurone,
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such as the sensing of hydrophobic pockets of a protein and its thermotropic behaviour in liposomes.

Sulfuretin

Fig. 1 Chemical structures of selected natural and synthetic aurone
derivatives with known biological activities.

isolated from a marine source, has been modified to obtain
compounds with potent antibacterial activity.” Recently, the
bioactivity of 4-hydroxyl aurone derivatives I has been studied in
neurological disorders such as Alzheimer disease (Fig. 1)."

In addition to the interesting biological activities exhibited
by aurones, their absorption and fluorescence properties fall
in the visible range making them suitable as chemical
sensors.'*? This is because the aurone scaffold, also the
denominated hemi-indigo structure, absorbs light at longer

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2017
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wavelengths than any of the other closely related flavonoid pig-
ments. Also, depending on the level of conjugation between
the benzene and benzofuranone moieties, some of them
exhibit efficient fluorescence emission with large quantum
yields and sizable Stokes shifts.'’ For this reason, these
organic heterocyclic dyes are useful in a variety of applications
such as fluorescent labels or probes in biological and medical
fields.""®'* In the last few years, some fluorescent aurone
derivatives with potential as cyanide turn-on chemosensors
have been synthesized and characterized.">™”

Taking into account these remarkable properties, we have pre-
viously synthesized several aurone derivatives with the aim of
assaying their activity as Monoamine Oxidase B (MAO-B) inhibi-
tors."® Looking to broaden the scope of the use of these aurones,
in this work the main purpose was to study their fluorescence
properties and some preliminary biological applications (Fig. 2).

2. Experimental section

2.1. Compounds

The synthesis of aurones 1-8 was reported previously by our
group.'® In all these cases, only a geometric isomer (Z) was
obtained as confirmed by spectroscopic properties. These
results agreed with previously reported data and with the
mechanism of reaction promoted by Hg(u). All the spectra are
available in the ESIT of the cited reference. Methanol, aceto-
nitrile and chloroform were purchased from Merck and were
of spectroscopic grade. Ultrapure water was obtained using a
Milli-Q water purifying system (resistivity of 18.2 MQ cm).
Stock solutions of all aurones were prepared in methanol to a
concentration of 0.5-1.0 mM. Samples for fluorescence
measurements were either diluted to a concentration of
5-10 pM in different solvents (added volume <1% of the total
volume) or evaporated under a stream of nitrogen and dis-
solved in the corresponding organic solvent.

2.2. Absorption spectra and steady-state fluorescence

Absorption spectra were recorded on a HP8453 UV-Vis spectro-
photometer. Fluorescence spectra were measured on a LS55

1=Ry:H Ry OCH; Ry H Ry H Rs: OCH
2=Ry:H Ry OCHz Ry H R4 OCHz Rs: OCH
3=Rq:H Ry OCH3 R OCH3 R4 H Rs H

4=Ry:H R, OCH; Rz H R4 Br Rs: OCH
5=R,: OCH; Ry Ry H R4 H Rs: OCH

6 =Ry OCH;3 Ry
7=Ry: OCH3 Ry
8 =R4: OCH3 Ry

Rz H R4 OCH; Rs: OCH
R3: OCH; Ry H Rs H
Ra H Rg4: Br Rs: OCH

Fig. 2 Chemical structures of aurone derivatives 1-8 considered in this
study.
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PerkinElmer fluorimeter at room temperature. Samples were
excited at their absorption maxima in the range 380-450 nm.
The slits for the excitation and emission monochromators
were equivalent to a bandwidth of 2.5 nm. Quantum yields
were determined using quinine sulfate in 0.5 M H,SO, as a
standard (®r = 0.546),"° according to eqn (1), where I corres-
ponds to the integrated intensity of the emission spectra and
n corresponds to the refractive index of the solvent. Sample
absorbances were less than 0.1 and they were matched at the
excitation wavelength (395 nm) with the absorbance of the
standard.

2
Isample % nsample

®F = 2 X ¢standard (1)

Istandard Tstandard

2.3. Time-resolved fluorescence

Fluorescence lifetime measurements were carried out with the
time correlated single photon counting (TCSPC) technique
using a PicoQuant FluoTime300 fluorescence lifetime spectro-
meter, employing as an excitation source a LDH-P-C-405 laser of
405 nm (FWHM ~54 ps; pulse energy 31 pJ). Lifetime values
were obtained by analyzing the fluorescence decays with FluoFit
software (PicoQuant). A two-exponential or three-exponential
reconvolution fit was used to obtain a value of > closer to unity.
Each reconvolution fit used the instrument response function
(IRF) measured from scattered light at the peak emission wave-
length of the laser. The goodness of the fit (random residuals
around zero) and the reproducibility of the lifetimes for
different sample solutions were used as criteria of adequate fit.

2.4. Computational details

Density functional theory (DFT) calculations were performed
using the Gaussian09 program? with the hybrid PBEO func-
tional®! in combination with the 6-31+G(d) basis sets. Xue and
co-workers have recently shown that the PBE0/6-31+G(d)
methodology gives accurate results regarding the electronic
structure and photophysical properties of aurones.'” All the
systems were fully optimized without symmetry constraints,
and vibrational frequencies were obtained to ensure that all
the optimized structures correspond to energy minima. Time-
dependent DFT (TD-DFT) calculations were performed to
obtain the first thirty singlet-singlet excited states due to verti-
cal electron promotions from the S, ground state. In addition,
the first singlet excited state (S;) was fully optimized by using
the TD-DFT gradients (TD-DFT optimization) to obtain the
fluorescence emissive states. Implicit solvent effects were
included by means of the IEFPCM method,** with chloroform
as solvent. Wavefunction analysis was carried out using the
Multiwfn program.>® Note that Z-isomers were selected for the
calculations because they are at least 0.16 eV more stable than
the E-isomers.

2.5. Proteins and liposomes

Human serum albumin (HSA) or poly-L-glutamic acid (PGA)
stock solutions (500 pM) were prepared in 10 mM phosphate

Photochem. Photobiol. Sci., 2017, 16, 1268-1276 | 1269
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buffer pH 7.0. An aliquot of this solution was diluted in
buffer to a concentration of 15 pM and aurone 4 was added
from a methanolic stock solution. The preparation of
L-a-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) large unilamellar
vesicles (LUVs) was done according to a previously reported
procedure.”*>® Briefly, DPPC was dissolved in chloroform
(500 pM) and later dried under a nitrogen flux. The lipid films
were kept under vacuum overnight at room temperature.
Multilamellar liposomes were prepared by hydrating and vor-
texing the lipid films with PBS solution. DPPC LUV dispersion
was prepared by the extrusion method, after five freezing and
thawing cycles.>*® Extrusion was performed using 400 nm
nominal pore polycarbonate filters, employing nitrogen as a
pressurizing gas. Aurone 4 was incubated into the LUV suspen-
sion by addition of a small aliquot of a concentrated solution
in chloroform, and incubated at 50 °C (10 °C above the main
lipid transition temperature of the bilayer) for 60 min and
allowed to cool down to room temperature before conducting
any measurements. At the low concentration of lipids used no
significant light scattering was observed during fluorescence
measurements.

3. Results and discussion

3.1. Absorption and emission spectra for aurone derivatives

Aurone derivatives 1-8 showed absorption maxima in the
visible range in chloroform (Fig. 3), which is consistent with
the extended conjugated = system of these molecules.
Substitution of a hydrogen atom on the benzene ring of
aurone 1 for a methoxy group in aurone 2 led to a bathochro-
mic shift in the absorption maximum, consistent with the
electron-donating effect of this group,""'> while changing the
position of the methoxy group in the benzene ring for aurones
1 and 3 did not show any effect on their absorption maxima.
The same bathochromic shift was observed for aurones 5 and
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Fig. 3 Absorption spectra for aurone derivatives 1 (blue solid line),
2 (black solid line), 3 (green solid line), 4 (red solid line), 5 (blue dashed
line), 6 (black dashed line), 7 (green dashed line) and 8 (red dashed line)
in CHCls.
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6 due to the different positions of the methoxy group on the
benzofuranone moiety, however, moving this group from posi-
tion 5 to position 3 in the benzene ring induces a significant
hypsochromic shift as observed for aurone 7 compared to 5.
On the other hand, the substitution of a hydrogen atom on the
benzene ring with bromine (aurones 4 and 8) did not show a
marked effect on their absorption maxima. The solvent
polarity showed a small effect on the absorption maxima as
shown in Table 1.

The fluorescence emission spectra in chloroform showed
maxima between 462 nm and 535 nm depending on the struc-
ture of the aurone. The emission maxima for aurones 1 and 2
showed the same trend as for the absorption maxima (batho-
chromic shift), while aurone 3 showed a marked hypsochromic
shift with respect to 1. Aurones 5 and 6 did not show any
differences in the emission maxima, while aurone 7 was
poorly fluorescent (Fig. 4). All aurone derivatives showed a
marked solvatochromism in solvents of different polarities
and hydrogen bonding behaviour (protic or aprotic). For

Table 1 Absorption and fluorescence emission maxima for aurone
derivatives 1-8 in different solvents

H,O CH,0H CH,CN CHCl,
Aurone Aabs Aem j'abs j-em Aabs Aem j'abs j-em
1 417 —P 413 594 408 542 413 515
2 435 406 P 440 550 430 533
3 20 390 388 538 414 462
4 417 562 417 557 416 515 422 499
5 448 418 —* 421 553 423 533
6 440 441 P 436 550 429 532
7 —a —a 406 400 401 -t
8 —a —a 23 =t 423 558 425 535

“Not determined due to low solubility in water. ” Fluorescence inten-
sity was too low.
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Fig. 4 Normalized fluorescence emission spectra for aurone derivatives
1 (blue solid line), 2 (black solid line), 3 (green solid line), 4 (red solid

line), 5 (blue dashed line), 6 (black dashed line) and 8 (red dashed line) in
CHCls. Aurone 7 was poorly fluorescent.
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example, aurone 4 showed a Stokes shift of ~80 nm in chloro-
form, increasing to ~150 nm in water. All aurones showed
large Stokes shifts in all solvents (~50-150 nm). In particular,
aurone 1 showed the largest Stokes shift of ~180 nm in
methanol.

The solvatochromic emissive properties of aurone deriva-
tives 1-8 are indicative of a charge-transfer (CT) character in
the excited state. This point has been proposed before in the
literature,"* but only recently theoretical calculations con-
firmed that the HOMO-LUMO transition has strong n-n* CT
character."” DFT calculations for the aurones presented in this
work are discussed later on in this paper.

3.2. Fluorescence quantum yields and lifetimes for aurone
derivatives

Besides the solvatochromic behaviour shown by the aurones,
their relative emission intensities were also different.
Therefore, fluorescence quantum yields were determined rela-
tive to quinine sulfate.'® Aurone 4 showed the highest fluo-
rescence quantum yield in chloroform (®g = 0.34), followed by
aurones 1 and 5 (Table 2). It must be noted that fluorescence
quantum yields for aurone derivatives reported in this work
are higher than those previously reported for other solvents."*
Surprisingly, aurone 8 which is an isomer of aurone 4, having
only different positions for the methoxy group in the benzo-
furanone moiety (Fig. 2), has a very low fluorescence quantum
yield. The same structural difference is present between
aurones 1 and 5, however, they have similar fluorescence
quantum yields.

The emission intensities showed a dependence on the
solvent polarity as seen in Fig. 5 for aurone 4. This marked
difference prompted us to determine the fluorescence
quantum yields in polar solvents. The values of @ for aurone
4 in CH30H and water were 0.06 and <0.01, respectively. The
fact that the fluorescence quantum yield increases signifi-
cantly in less polar solvents is in agreement with previous
reports.'! Particularly, the fact that aurone 4 is practically non-
fluorescent in water and highly fluorescent in non-polar media
makes it a good probe for biological applications, as it will be
discussed below.

Table 2 Fluorescence quantum yields and lifetimes for aurone deriva-
tives 1-8 in CHCI5?

Aurone o 7,/ns (A,) 7,/ns (Az) 75/n8 (A3) e

1 0.31 — 1.36 (0.45) 7.06 (0.55) 1.15
2 0.20 0.34 (0.18) 2.04 (0.53) 3.80 (0.29) 1.07
3 0.11 0.45 (0.95) 1.43 (0.05) — 0.96
4 0.34 0.70 (0.21) —- 3.99 (0.79) 1.10
5 0.29 0.66 (0.16) — 6.97 (0.84) 0.94
6 0.17 0.26 (0.19) 1.93 (0.78) 3.77 (0.03) 1.17
7 _¢ _c _c _C _C
8 0.02 —- —- — —

“The samples were excited at 405 nm and the emission was measured
at the maxima. ? Quantum yields relative to quinine sulphate in 0.5 M
H,SO,. Errors were estimated to be lower than 10%. °Not determined
due to low fluorescence emission.
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Fig. 5 Fluorescence emission spectra for aurone 4 in CHCls (red),
CH3CN (blue) and CH3zOH (green) for optically-matched samples. The
arrow indicates the increase in fluorescence with solvent polarity.

Fluorescence lifetimes were determined in chloroform to
study the emissive state of the aurones. All aurones showed up
to three fluorescence lifetimes (Table 2), with a short com-
ponent in the range of 0.3-0.7 ns, a middle component in the
range of 1.4-2.0 ns and a long component of 4-7 ns. As seen
in Table 2, aurones 1, 4 and 5 have a larger contribution of the
longer lifetime component (4-7 ns), which agrees with the fact
that these aurones are more fluorescent. On the other hand,
the major contribution for aurone 3 corresponds to a short
lifetime of 0.45 ns, which agrees with this aurone being less
fluorescent. Aurones 2 and 6 show an intermediate behaviour,
having a major contribution of the middle component in the
range of 2 ns. It must be noted that no significant differences
in the lifetimes or their contributions were observed at
different emission wavelengths between 450 nm and 550 nm
for aurone 4, while a small increment in the contribution of
the shorter lifetime component was observed only at 550 nm
(Table S1 in the ESIt). The fact that there are at least two life-
times for all aurones suggests the presence of different emit-
ting species. A likely possibility is the generation of E isomers
by photo-isomerization, which has been observed before for
related aurones.'’ Irradiation of the samples at their absorp-
tion maxima induced spectral changes for all aurones consist-
ent with photo-isomerization (see Fig. S1-S8 in the ESIf).
Detailed studies of aurone photo-isomerization are out of the
scope of the present work.

3.3. DFT calculations for aurone derivatives

To have a better understanding of the electronic and photo-
physical properties of the synthesized aurone derivatives, DFT
calculations were performed for aurones 1, 4 and 5, which have
the highest fluorescence quantum yield values. In addition,
compound 8 was also considered because this is a structural
isomer of 4, but it has a weak emission. These compounds
show similar electronic properties, with the HOMO-LUMO
energy gaps ranging from 3.33 eV to 3.39 eV (Table 3). The latter
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Table 3 Properties of the low-lying singlet excited states of aurones 1, 4, 5 and 8°

Absorption

Aurone Aexp Appeo (AE, eV) Monoexcitation f D, D, D, AHL (eV)
1 413 445 (2.73) H-L 0.600 2.993 0.096 0.043 3.37

4 422 442 (2.74) H-L 0.779 3.389 0.262 0.024 3.39

5 423 450 (2.70) H-L 0.507 2.704 —0.586 0.000 3.33

8 425 447 (2.72) H-L 0.639 3.069 —0.422 0.000 3.34
Emission

Aurone Aexp Apro (AE, eV) Monoexcitation f D, D, D,

1 515 514 (2.41) L—-H 0.529 2.985 0.133 0.038
4 499 502 (2.47) L—>H 0.760 3.530 0.327 0.028
5 533 517 (2.40) L—->H 0.474 2.799 —0.486 0.000
8 535 504 (2.46) L—-H 0.670 3.321 —-0.323 0.000

“ Zexp and Apppo absorption and fluorescence emission wavelengths in nm, excitation and emission (with 0.70 CI coefficient and 99% of contri-
bution to the excited state wavefunction), oscillator strength (f), and x, y and z components of the transition dipole moment D (in a.u.).
H: HOMO; L: LUMO. AHL = e ymo — €xomo, Where exumo and exomo are the energies of the HOMO and LUMO, respectively.

causes minor differences in the first allowed singlet-singlet
transitions as obtained by TD-DFT calculations (Table 3).

The simulated UV-Vis absorption spectrum in chloroform
shows that the first allowed transition (S;) appears at 445 nm,
442 nm, 450 nm and 447 nm for aurones 1, 4, 5 and 8, respect-
ively, which are in reasonable agreement with the experimental
values. In all the cases, the S, — S; transition is due to the
HOMO — LUMO electron promotion (99%) with high oscil-
lator strengths (f). Fig. 6 shows the HOMO and LUMO elec-
tron densities of aurone 4 as representative, while the surfaces
of aurones 1, 5 and 8 are shown in the ESLT It is noted that
the HOMO is mainly a = orbital localized in the benzene ring
and its methoxy groups (68%); a minor contribution is
observed on the benzofuranone moiety. Otherwise, the LUMO
is mainly a ©* orbital localized on the benzofuranone moiety
(59%), with a lower contribution from the benzene ring (22%).
Therefore, the HOMO — LUMO electron promotion causes an
effective charge separation with localized hole-electron distri-
butions as expected in a charge-transfer excited state; the latter
explains the high oscillator strengths of the low-lying tran-
sitions and the solvatochromic behaviour of all the com-
pounds. Note that the bromine atom does not contribute
either to the HOMO or the LUMO; thus, bromine substitution
plays a role in the molecular charge distribution by mesomeric
effects. On the other hand, methoxy substitution on the benzo-
furanone moiety has a high inductive effect when substitution

b

L.

Fig. 6 HOMO and LUMO densities of aurone 4 in the ground state.

HOMO Lumo
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is in the node of the LUMO orbital (positions 4 and 5). When
located in the node of a frontier molecular orbital, the
functionalization causes the electron depletion in the o-
system, inducing a less repulsive interaction between ¢ and
n-electrons in the functionalized fragment; thus, the orbital
energy is stabilized.”””*® The latter is responsible for the red-
shift in the absorption and emission wavelengths of aurones 5
and 8 compared to 1 and 4.

The variations in the oscillator strength (f) for the S, — S;
transition and the transition dipole moment D (D, Dy and D)
were studied for aurones 1, 4, 5 and 8. The D values are related
to the molecular polarization during the electronic excitation,
where x, y and z are the Cartesian components of the tran-
sition dipole moment (for more details see the ESIt). Aurone 4
shows the highest oscillator strength (f = 0.779) compared to
aurones 1, 5 and 8, which is evidenced by an increase in the
transition dipole moment in the x component (see the x axis
in Fig. 6). Therefore, the n(benzene) — =n*(benzofuranone)
charge separation is improved in aurone 4, which is associated
with the bromine substitution. In the same way, the molecular
polarization in the excited state is improved by the bromine
substitution in aurone 8 compared to the unsubstituted
aurone 5; this is a change in the oscillator strength from f =
0.507 (5) to f=0.639 (8). Comparing systems 1 and 5 (or 4 and
8), it is also concluded that the methoxy functionalization in
the position 4 of the benzofuranone moiety causes the red-
shifting and also allows the increase of the charge polarization
due to electron excitation, which should also be considered in
the design of highly efficient fluorophores based on aurones.

By the TD-DFT methodology, the S; excited state was fully
optimized for all the aurones to obtain the fluorescence emis-
sion energies. The emission energies in chloroform are 2.41 eV,
2.47 €V, 2.40 eV and 2.46 eV for compounds 1, 4, 5 and 8,
respectively, which agree with the experimental measurements.

The optimized geometries of the emissive states show
slight changes with respect to the ground state geometries,
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which are centred on the furanone moiety and C-C-C bridge.
In this regard, bond distances and bond angles change up to
+0.03 A and +2°, respectively (see the ESIt for details); these
slight geometrical changes have been associated with the
Stokes shifts in aurone derivatives from previous DFT calcu-
lations.' Furthermore, in the S; emissive state, aurone 4
shows the highest values of f (f= 0.760) and D, resulting in a
LUMO — HOMO deactivation with high fluorescence intensity,
as was experimentally observed. Like in the S, — S; transition,
the hole-electron distributions in Fig. 7 show that the emissive
state has charge-transfer character, where the deactivation
pathway takes place by electron promotion from the benzofura-
none (the hole) to the benzene moiety (the electron) of the
aurones (for the hole-electron distribution calculations see
the ESIf). It is important to note that the absence of the
bromine substituent in the aurone derivatives 1 and 5 leads to
lower oscillator strength values in the excited state, and there-
fore lower emission intensities are observed experimentally.
Additionally, the emission energies were also computed in
acetonitrile as solvent for comparison purposes; emission
energies were of 2.32 eV (f= 0.607), 2.36 eV (f= 0.841), 2.30 eV
(f=0.552) and 2.35 eV (f = 0.753) for aurones 1, 4, 5 and 8,
respectively. The computed value of aurone 4 agrees with the
value obtained experimentally (2.41 eV), and also shows the
highest emission related to S; — S, deactivation.

Peles Phole Cele’ Chole

3

i

00

Fig. 7 Hole (phote. Yellow) and electron (pee. blue) distributions of the
first excited state S, (at its optimized geometry) of aurones 1, 4, 5 and 8.
Isovalues of 0.003 a.u. Cpole (yellow) and Cge (blue) are representations
based on the transformed phoe and pee by means of Gaussian type
functions; they are free of nodes and allow seeing a clear picture
of the molecular polarization in the electronic transition. Isovalue of
0.0001 a.u.
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3.4. Sensing of hydrophobic environment in proteins

One of the potential applications of fluorescent aurone deriva-
tives is the sensing of hydrophobic environments in biological
media.'" This is due to their solvatochromic behaviour, as dis-
cussed above, being highly fluorescent in non-polar solvents
and weakly fluorescent in polar media. Aurone 4 seems to be
the most promising derivative due to its large Stokes shift
(strong charge-transfer character in the excited state) and high
fluorescence quantum yields. As an example, we show the
binding of aurone 4 to human serum albumin (HSA), which is
known to possess several binding sites for endogenous and
exogenous molecules.”® As can be seen in Fig. 8, the binding
of aurone 4 to HSA in buffer produces an hypsochromic shift
in the emission maxima, as well as a large increment in the
fluorescence intensity of about 25-fold. When poly-L-glutamic
acid (PGA) was used instead of HSA, which possesses a more
random structure at pH 7,% the increment in the fluorescence
was somewhat smaller suggesting this polypeptide offers a less
hydrophobic environment for the aurone. The same behaviour
was observed for aurone 1 in the presence of HSA, which also
shows a high fluorescence quantum yield and a sizable Stokes
shift. However, aurone 1 showed aggregation in water, which
led to large variations in the emission intensities and further
applications were not pursued. These results are comparable
with previously reported sensing of biomolecules with other
aurones,"’ and contributes to broaden the applications of
aurones as fluorescent sensors. Since we have shown above
that the inclusion of a bromine atom in the benzene ring
improves charge polarization leading to enhanced fluo-
rescence emission, the core of aurone 4 could be used to
further develop sensors that will bind to specific regions in
proteins.

3.5. Thermotropic behaviour in vesicles

Another important application of fluorescent molecules is the
sensing of the microenvironment of the bilayer in lipid vesi-

Fluorescence intensity / a.u.

0
450

550 650
Wavelength / nm

700 750

Fig. 8 Fluorescence spectra for aurone 4 (0.5 pM) in 10 mM phosphate
buffer pH 7 at 25 °C in the absence (red) or presence of 15 pM PGA
(green) or 15 pM HSA (blue). The samples were excited at 417 nm.
Cartoon of the structure of HSA shown in the figure.

Photochem. Photobiol. Sci,, 2017, 16, 1268-1276 | 1273



Paper
40
. [0
5 812
:
E 30 k 60.8
£ g
S =04
c £
v 20 = L= 1 1
8 20055600 700
§ Wavelength / nm
2 10
o)
=]
i
0 1 1 1 1
450 500 550 600 650 700 750

Wavelength / nm

Fig. 9 Fluorescence spectra for aurone 4 (1.0 uM) in water at 25 °C
(red), DPPC in the gel phase, at 25 °C (green) and in DPPC in the liquid
crystalline phase, at 60 °C (blue). Inset: Normalized fluorescence spectra
for aurone 4 in water (red), DPPC at 25 °C (green) and DPPC at 60 °C
(blue). The samples were excited at their absorption maxima.

cles, for which aurones have not been investigated before. We
explored the fluorescence response of aurone 4 in DPPC LUVs
at different temperatures, where DPPC is in the gel phase at
25 °C, and at a liquid crystalline phase at 60 °C.*" As seen in
Fig. 9, the fluorescence increases in the presence of DPPC
vesicles compared to water, which is indicative of the incorpor-
ation of the aurone in the bilayer. This is also supported by
the hypsochromic shift observed in the emission spectra (inset
in Fig. 9), which agrees with the sensing of a less polar
environment.

We also examined the thermotropic behaviour of aurone 4
in DPPC LUVs by measuring the fluorescence anisotropy at
different temperatures in the range of 25-60 °C. As shown in
Fig. 10, aurone 4 shows a large anisotropy value of about 0.28
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Fig. 10 Fluorescence anisotropy of aurone 4 (1.0 uM) in DPPC vesicles
as a function of the temperature. The samples were excited at their
absorption maxima. Inset: First derivative of the fluorescence anisotropy
profile of aurone 4. The minimum value corresponds to the gel-liquid
crystalline phase transition of DPPC. A cartoon of the liposome is
included in the figure.
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in DPPC at 25 °C, which decreases slowly until 40 °C is sur-
passed. Afterwards, the anisotropy values remain at about
0.20. This thermotropic behaviour is typical of commonly used
fluorescent probes such as 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene
(DPH).**** The gel-liquid crystalline phase transition tempera-
ture of DPPC can be estimated from this curve to be between
40-45 °C (inset in Fig. 10), which is in agreement with the
reported value of 41.5 °C determined by the time-resolved fluo-
rescence lifetime of DPH.***? The same behaviour is observed
with a laurdan fluorescence probe, which shows that the phase
transition does not affect the morphology of the liposomes.**

It must be noted that it is not our purpose to determine
accurately the transition temperature of DPPC, but rather to
show that aurones are fairly good as fluorescent probes for the
photophysical characterization of lipid vesicles.

4. Conclusions

Aurone derivatives 1-8 studied in this work showed a marked
solvatochromic emission behaviour in different solvents and
high fluorescence quantum yields. Specifically, the most inter-
esting compound was aurone 4, which exhibited the highest
emission quantum yield and sensor-like behaviour for proteins
and liposomes. Theoretical calculations showed that the emis-
sive state of aurones 1-8 shows their charge-transfer (CT) char-
acter, where the position of the substituents on the benzofura-
none and benzene moieties plays a key role in the charge
polarization due to electron excitation. Additionally, absorp-
tion and emission wavelengths are red-shifted due to inductive
effects coming from the methoxy substitution on the benzofur-
anone moiety. Aurone 4 was successfully tested as a fluo-
rescent probe for the photophysical characterization of pro-
teins as well as lipid vesicles. The aurone scaffold bearing
methoxy and bromine substituents is interesting for develop-
ing further fluorescence applications such as visible-range
optical sensors.
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ABSTRACT: A novel strategy to control the generation of singlet oxygen by a photosensitizer using cucurbit[n]urils inclusion
complexes is shown herein, and the strategy has great potential for therapeutic applications. We show the basic requirements of
the photosensitizer complexes in order to develop an on—off switch for singlet oxygen that is reversible using competitive
binding. The supramolecular strategy proposed in this paper avoids complex synthetic schemes in order to activate or deactivate
the photosensitizer as previous work has shown and supports the use of biocompatible materials. Mechanistic insights into the
control over the generation of singlet oxygen are provided, which strongly emphasize the key role of the cucurbit[n]uril
macrocycles in the stabilization or deactivation of the triplet excited state.

1. INTRODUCTION

Singlet oxygen, O,('A ) or commonly OZ, corresponds to the
first excited state of molecular oxygen, > which is very reactive
and capable of damaging organic material and biological targets
such as DNA, RNA, and proteins.“’5 The generation of this
species enables many applications in biology and medicine such
as the photochemical synthesis of natural products and drugs,’
photodegradation of pollutants,””'* photoinactivation of
bacteria,"”™'® and the abatement of cancer cells.""™** The
latter is known as photodynamic therapy (PDT), which is a
minimally invasive procedure approved for the treatment of
several types of cancer.””>°™* This therapy requires the use of
a photosensitizer (PS), the presence of oxygen, and light of an
appropriate wavelength to excite the PS. 'O, is generated
through an energy exchange mechanism between the triplet
excited state of the PS and molecular oxygen.

Controlling PS activation, and thus the generation of '0,, is
crucial to therapeutic applications, in which the PS needs to be
administered systemically or topically in its inactive form (off
state), turned on during the therapy, and ideally turned off again
afterward to avoid patient sensitivity to ambient light. Prior

-4 ACS Publications  © 2017 American Chemical Society

work on PS activation has included the use of intramolecular
quenching of the excited states, e.g. by Forster resonance
energy transfer, and activation by different mechanisms such as
pH shift, enzymatic cleavage, binding to nucleic acids, or
chemical modifications upon light irradiation.””~** However,
these approaches requiere complex synthetic schemes and/or
are irreversible after the PS has been switched on. This paper
demonstrates a novel supramolecular approach to the activation
and deactivation of PS using solely competitive binding to
macrocycles.

Our group and others have explored the effect of PS
encapsulation into cucurbit[n]urils (CB[n]s, n = 7 or 8, Scheme
1),>***7* 3 family of synthetic macrocycles that shows
remarkable binding properties for a wide range of guests.*'~**
Notably, binding constants for PS based on an acridinium or
phenothiazinium core are on the submicromolar range,” which
is amenable for therapeutic applications. We recently reported
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Scheme 1. Reversible Supramolecular Control of 'O,
Generation by TBO* Using CB[n]s Inclusion Complexes
and Mem as a Competitive Guest”
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the 'O, generation by acridine orange complexes with CB[7]
and CB[8],*° which together with reports from other
authors®**** evidenced that 'O, generation can be either
enhanced or decreased. To the best of our knowledge, no other
macrocycle or other supramolecular approach has demon-
strated such ability and versatility.

Here we demonstrate the extraordinary impact of CB[n]s on
'0, generation by the PS toluidine blue O (TBO") and show
how it can be switched on and off reversibly by competition
with the biocompatible guest memantine (Mem) or by direct
self-sorting between different CB[n]s (Scheme 1).

2. EXPERIMENTAL SECTION

2.1. Chemicals. Cucurbit[n]uril (CB[n], n = 7,8), 9,10-
anthracenediyl-bis(methylene)dimalonic acid (ABMA), rose
bengal (RB), memantine (Mem), bis(cyclopentadienyl) cobalt-
(HI) hexafluorophosphate (Cob*), and deuterium oxide (D,O)
were obtained from Sigma and used without further
purification. Toluidine blue O (TBO*) was obtained from
Sigma and purified using preparative TLC, eluted with ethanol/
HCI (99:1), and stored in methanol. The purity of TBO* was
confirmed by 'H NMR. Ultrapure water from a Milli-Q water
purifying system was used to prepare all the solutions
(resistivity of 18.2 MQ cm).

2.2. Sample Preparation. Stock solutions of TBO* were
prepared in methanol to approximately 1 mM, and the actual
concentration was assessed using its molar extinction coefficient
(TBO" eg36mm = 3.97 X 10* M~ em™).* Stock phosphate
buffer (PB) solutions were prepared by mixing 100 mM
Na,HPO, and NaH,PO, solutions to achieve a pH of 7.0
(pHmeter Hanna HI2221). Stock solutions of CB[7] were
prepared in water to approximately 1 mM. Saturated solution of
CB[8] was prepared in water and filtered through a 0.2 pym
pore-size Minisart filter (Sartorius), resulting in a concentration
of 78 uM. Both CB[n]s solutions were titrated against a known
concentration of Cob* by ultraviolet—visible (UV—vis) spec-

troscopy.'” Memantine stock solution (400 M) was prepared
in 10 mM PB pH 7.0.

Aliquots of the stock solutions of TBO* and CB[n]s were
mixed directly in a 1 cm path length quartz cell, and the volume
was completed to 3.00 mL with PB pH 7.0. Mem and ABMA
were added in small aliquots so the concentration did not
change significantly. After addition of Mem, samples were
stirred for 5 min before irradiation. This is necessary for the
displacement to take place. Final concentrations were 4 M for
TBO", 4 uM for CB[7], 4 uM for CB[8], 8 uM for Mem, and
10 mM PB pH 7.0. PB solutions for singlet oxygen quantum
yield determination were lyophilized and reconstituted in D,0,
and the pD was adjusted to 7. All samples were prepared and
manipulated in the dark.

2.3. Irradiation Setup. Samples were irradiated for 15 min
at their absorption maxima using a custom-built PTI equipment
working with a 150 W Xe lamp. The irradiation wavelength was
selected with a monochromator (10 nm bandwidth). The
samples were constantly stirred during irradiation, and the
temperature was kept at 20 °C using a water bath.

TBO™ was irradiated at 587 nm in the presence of CB[8] and
at 631 nm after the addition of Mem because of the shift in the
absorption maxima. The light intensity received by the samples
was equal to 58 Wm™ at 587 nm and to 45 Wm ™2 at 631 nm
(YSI Kettering 65A radiometer).

2.4, Absorption and Fluorescence Measurements. The
formation of the inclusion complexes of TBO* and CB[n]s in
the presence or absence of Mem was assessed by absorption
spectroscopy using an HP8453 spectrophotometer. Fluores-
cence emission spectra were obtained by exciting the samples at
their absorption maxima using a LS55 PerkinElmer fluorimeter.
The temperature was kept at 25 °C with a water bath.

2.5. Singlet Oxygen Measurements. Singlet oxygen was
detected by the bleaching of ABMA (1.6 uM). ABMA
consumption was measured by exciting the samples at 395
nm and measuring the emission at 412 nm. All measurements
were performed twice.

Singlet oxygen luminescence decays at 1270 nm were
acquired using a Fluotime 200 spectrometer consisting of a
multichannel scaler Nanoharp 200. Excitation at 532 nm was
achieved with a FTSS355-Q3 laser (Crystal Laser, Berlin,
Germany) working at a 1 kHz repetition rate. For the detection
at 1270 nm, a NIR PMT H10330A (Hamamatsu) was
employed. Relative singlet oxygen quantum yields (®,) were
evaluated by comparing the pre-exponential terms at time zero
for the 1270 nm signals of optically matched samples.
Additionally, triplet excited-state lifetimes were determined
from the rise time of decays. Rose Bengal was used as a
reference (@, = 0.76).**

2.6. Computational Methodology. Theoretical studies
were performed at the density functional theory (DFT) level in
the ORCA 3.0.3 program.””*° The B3LYP* functional was
used in combination with the all-electron Def2-SVP basis sets
for all the atoms.”" The B3LYP functional was selected because
of its application in studies related to host—guest complexes
involving CB[n]s.sz_55 Dispersion force correction for energies
and gradients were included by means of the DFT-D3 method,
in combination with the Becke—Johnson damping function.*®
In the DFT-D3 method, the dispersion correction (Eg,) is
included in the SCF-DFT energies (Escpppr), which are
obtained with the exchange-correlation functional; then, the
corrected energies are expressed as a sum of electronic and
dispersion contributions: Epprps = Escp.pprtEasy Basis set
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superposition errors were also corrected by the geometrical
counterpoise.”” All the systems were fully optimized without
symmetry or geometry constraints. Continuum solvent effects
were included with the COSMO method in the ORCA
program, and with water as solvent.’® Binding energies (Ep;,q)
were obtained as Ey,4 = Es_5 — (E, + Eg), where E,, Ej, and
E,_g correspond to the total energies of the fragment A, B, and
the A—B complex, respectively; the lower the value of Ey; 4, the
larger the interaction strength. In this regard, total binding
energies can be also decomposed into the sum of electronic and
dispersion contributions: Ey,y = Epnqsceprr + Evaw, Where
Eynasceprr is the electronic contribution and would be the
binding energy without dispersion corrections, whereas E 4y is
the dispersion contribution obtained as E.qw = Egpa-p) —
(Egisp(a) + Eaisp(n)), where Eg,y are the DFT-D3 dispersion
corrections of the host—guest system and the isolated
fragments. Wave function analyses were performed in the
Multiwfn program;”> atomic charges were obtained with the
Mulliken method in the ORCA program.

2.7. Laser Flash Photolysis. Experiments were performed
on our modernized instrument described previously.””®" The
flash photolysis setup is provided with a Continuum Surelite I
10 Hz Q-switched Nd:YAG laser with the second harmonic
generators to excite the samples at 532 nm with pulses of 15
mJ. The signals are captured by a Hamamatsu 928 photo-
multiplier into a WaveSurfer 600 MHz LeCroy oscilloscope.
Software written in National Instrument LabViews 8.0 controls
the laser, monochromator, and shutters. The captured data are
fed into a program, written in Igor Pro 6.3, for treatment and
display. The transient spectra were obtained by swiping from
300 to 700 nm each sample solution (3 mL) bubbled with
argon for 20 min in 10 mm square quartz cells sealed with a
septum. Quenching by oxygen was performed with samples
saturated on argon, air, or O, measuring the lifetimes at 420 nm
for each one.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Basis for the Supramolecular Switch. In order to
develop this supramolecular on—off switch for 'O,, several
requirements need to be fulfilled. First, knowing the absorption
and emission properties of the PS and its complexes is essential
to study the formation of the supramolecular complexes. Figure
1 shows the characteristic absorption and emission spectra for
TBO™ and its complexes with CB[7] and CB[8]. Both inclusion
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Figure 1. Absorption spectra for TBO* (4 uM) in the absence (red
line) and presence of S0 M CB[7] (blue line) or 35 yuM CB[8]
(green line) in 10 mM phosphate buffer pH 7.0. Inset: fluorescence
spectra for the same samples. Absorption/emission maxima are
observed at 636/670, 631/65S, and 587/669 nm for TBO*, TBO*@
CB[7], and (TBO"),@CB[8], respectively.

complexes show blue-shifted maxima for the absorption and
emission with respect to TBO®, which is the typical behavior
observed for structurally similar dyes.35’39 On the other hand,
the emission intensity for the CB[7] complex is increased,
while it is quenched for the CB[8] complex; the latter is
consequence of autoquenching inside the cavity due to the
inclusion of two dye molecules.””*’

Following the spectral characterization, we determined the
binding constants for both complexes. This is likewise a
requirement to establish the concentrations of the macrocycles
needed to ensure quantitative encapsulation and also to
establish if displacement from one macrocycle into the other
is feasible. The binding isotherms (Figure 2) were fitted using
numerical analysis to 1:1 or 2:1 binding models as previously
reported (see refs 39 and 62 for details).
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Figure 2. Binding isotherms based on the fluorescence intensity for a
solution of TBO* (2 uM) in the presence of different concentrations
of CB[8]. Inset: fluorescence intensities for a 2 uM TBO" solution in
the presence of different concentrations of CB[7]. All samples in 10
mm phosphate buffer pH 7.0 at 25 °C. The data were fitted using
numerical analysis as reported in refs 39 and 62.

The values obtained for the binding constants were (5.5 +
0.6) X 10° M for CB[7] with a stoichiometry of 1:1 and (1.9
+ 0.1) X 10"* M2 for CB[8] with a stoichiometry of 2:1. No
stepwise binding constants could be discerned in this case for
CB[8], which suggests similar binding affinities for both TBO*
molecules (no cooperativity). The fact that the binding
constant for TBO* with CB[8] is higher than for CB[7]
allows for preferential inclusion into the former when both
macrocycles are present.

Because the TBO*@CB[7] complex has not been reported
before in the literature, we performed theoretical calculations to
assess the molecular structure of the complex (Figure 3 and
details in the Supporting Information). For this purpose, we
used dispersion-corrected DFT calculations at the B3LYP-D3/
Def2-SVP level of theory.

The two main conformations for the inclusion complex are
observed in Figure 3. Conformation 1 is the most stable
(binding energy of —1.02 eV) with the dimethylammonium
moiety at 4.30 A of the center of CB[7], while conformation 2
(binding energy of 0.9 eV) is ~0.1 eV less stable than
conformation 1, where the dimethylammonium group is
displaced out of the cavity by 2.25 A with respect to 1,
possibly decreasing the electrostatic interaction with CB[7]
portals. Electron density analysis based on the NCI scheme
shows that TBO™ is stabilized by hydrogen bonds with the
oxygen atoms of the carbonyl groups at the portals of CB[7],
with distances in the range of 2.23—2.39 A (highlighted as
green lines in Figure 3). In both conformations, TBO" is
observed to slightly protrude out of the CB[7] cavity.
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Figure 3. Optimized molecular structures for the two main
conformations of TBO*@CB[7] inclusion complex. Green lines
indicate hydrogen bond interactions. Distances are in angstroms
(A). Color code for the atoms: white (H), gray (C), blue (N), and
yellow (S).

Once the complexes were well-characterized, we evaluated
their capability to generate 'O, by using 9,10-anthracenediyl-
bis(methylene)dimalonic acid (ABMA) as a chemical trap.**®*
The decrease in ABMA fluorescence is indicative of its
consumption by reaction with 'O, (Figure 4).
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Figure 4. Normalized fluorescence intensity for ABMA (1.6 uM) at
412 nm when irradiated with TBO* (4 M) in the absence of CB[n]s
(red circles), in the presence of SO uM CB[7] (blue squares), and in
the presence of 35 uM CB[8] (light blue triangles) in 10 mM
phosphate buffer pH 7.0. The samples were irradiated at their
absorption maxima.

The TBO*@CB[7] complex generated more 'O, than TBO*
by itself, while for the (TBO*),@CB[8] complex 'O,
generation is almost suppressed. It is noteworthy that the
difference between the generation of 'O, in the CB[7] and
CB[8] complexes is very large allowing this system to be used
as an on—off switch. This behavior is different than previously
reported for acridine orange and methylene blue,***’ which
showed either an increase or a decrease in 'O, generation with
both macrocycles, respectively.

3.2. Switching the PS on. The properties shown above for
TBO" and its complexes allow the design of a switching
experiment in which in the same cuvette TBO*, CB[7], and
CB[8] are present.

The binding constants determined allow us to foresee that
TBO™ will bind preferentially to CB[8] even in the presence of
CB[7], and this is confirmed experimentally by the UV—vis
absorption spectra shown in the inset of Figure S (red line)
where the maxima for the (TBO'),@CB[8] complex is
observed. Upon addition of ABMA to the cuvette and later
irradiation of the system, less than 10% of ABMA is consumed
indicating little production of 'O, (Figure 5; see the
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Figure 5. Generation of 'O, measured as the consumption of ABMA
(1.6 uM) before and after the addition of Mem (8 uM). Inset:
absorption spectra for the sample before (red line) and after (blue
line) the addition of Mem. The sample contained TBO* (4 uM),
CB[7] (4 uM), and CB[8] (4 uM) plus ABMA altogether in 10 mM
phosphate buffer pH 7.0. The sample was irradiated for 15 min at 587
nm before the addition of Mem and at 631 nm after the addition of
Mem.

fluorescence spectra in the Supporting Information). This is
the off state.

In order to turn the system on, TBO" must be displaced from
CB[8] into CB[7]. For this purpose, Mem is an ideal
displacement agent as it binds to CB[8] with a high binding
constant of 1.7 X 10'* M™! and with a much lower affinity to
CB[7] (5.9 x 10* M™").%* In this regard, Mem has been used
recently as a model drug for its release from CB[7] when
coupled to a photoswitch.”® After the addition of Mem to the
system, the formation of the TBO*@CB[7] inclusion complex
is observed (inset in Figure S, blue line). It is important to
consider here that the binding constant for Mem with CB[8] is
in practice higher than that for TBO" because in the latter case
two molecules bind with similar affinities (10’ M~ for each
TBO"). Upon continued irradiation, about 90% of ABMA was
consumed (Figure S), demonstrating the PS had been switched
on as depicted in Scheme 2.

Scheme 2. Strategy to Switch on the Generation of 'O, Using
Both CB[7] and CB[8] and Mem as a Competitive Guest
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3.3. Switching the PS off. The same principles used to
switch the system on can be used to turn it off, which would be
highly benefitial to avoid prolonged sensitization to ambient
light after therapy.

In this case, the addition of a competitive guest such as Mem
is not needed because the binding constant for TBO* with
CB[8] is higher than that for CB[7], although only slightly.
Thus, the sole addition of CB[8] in a slight excess to the system
is enough to displace the PS from CB[7] into CB[8] as shown
in Figure 6. As depicted in Scheme 3, the self-sorting properties
of CB[n]s® allow the movement of the PS between the
macrocycles, switching it to the off state.
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Figure 6. Generation of 'O, measured as the consumption of ABMA
(1.6 uM) before and after the addition of CB[8] (8 uM). The sample
contained TBO* (4 uM) and CB[7] (4 uM) plus ABMA altogether in
10 mM phosphate buffer pH 7.0. The sample was irradiated for 15 min
at 631 nm before the addition of CB[8] and at 587 nm after the
addition of CB[8].

Scheme 3. Strategy to Switch off the Generation of '0,
Using Self-Sorting Properties of CB[n
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In this way, the supramolecular control of 'O, generation
constitutes a simple strategy that encourages further testing in
specific applications. As a side benefit, no PS photobleaching is
observed during irradiation when TBO" is encapsulated into
CB[n]s, contrary to the irradiation of TBO* by itself (Figures
S2 and S3). This is important because the encapsulation into
CB[n]s leads to the possibility of reusing the system several
times, as potentially needed for therapeutic applications.

3.4. Insights into the Mechanism. The effects induced by
complexation with CB[n]s on the generation of 'O, are still not
well-understood. The efficiency of 'O, generation depends on
the triplet excited-state lifetime of the PS, the yield for the
triplet excited state (or intersystem crossing), the quenching
rate constant of the triplet by oxygen, and competitive
deactivation processes. Scaiano and collaborators studied the
photophysics of the trlplet excited state of methylene blue-
CB[7] inclusion complex.’® They reported that inclusion of the
PS in the cavity of CB[7] restricts oxygen accessibility, leading
to lower quenching rate constants of the triplet excited state
resulting in lower quantum yields for 'O, generation. On the
contrary, our group recently observed an enhancement of 'O,
generation by acridine orange-CB[7] inclusion complex,"’
which is the same effect observed herein for TBO™.

To gain insights into the mechanism for 'O, control by
CB[n]s, we performed laser flash photolysis studies to
determine triplet excited-state kinetics and quenching rate
constants by oxygen and also direct detection of 'O, by its
luminescence at 1270 nm (see the Supporting Information for
details). 'O, quantum yields (®,), rate constants for 'O,
generation (k,), triplet excited-state lifetimes (7r), and
quenching rate constants by O, (kq) for TBO* and its CB[n]
complexes are summarized in Table 1.

Table 1. Singlet Oxygen Quantum Yields (®,), Rate

Constants for the Generation of 'O, (k,), Lifetimes of the
Triplet Excited States (7), and Quenching Rate Constants
by O, (kq) for TBO" in the Absence and Presence of CB[n]s

no CB[n] CB[7] CB[8]
®,° 0.18 027 0.07
ka [x10% 57 (1/ky [us])™” 45 (22) 095 (10.5) 12 (8.3)
7r [us] (Ar)° 7.8 13.8 9.5
7r [us] (air)® 22 8.1 7.3
7r [us] (0,)° 047 39 24
ky(0,) [x10° M~''s71]¢ 1.60 0.14 0.25

“In D,O buffer (pD 7). YObtained from the growth of the 'O,
luminescence signal. “Triplet excited-state lifetimes measured from the
decay at 420 nm in Ar, air, or O,-saturated solutions (buffer pH 7).

Q_uenchmg plots obtained from the lifetime measurements in Ar, air,

and O,-saturated solutions. Concentrations of O, in water reported in
ref 36.

Although TBO™ is a potent PS, its ®, is pH- dependent and
lower values are observed at neutral or acidic pHs,"” which
explains the value of 0.18 obtained at pD 7. In the presence of
CB[7], the value for ®, increased 1.5 times, whereas it
decreased 2.6 times with the addition of CB[8], in agreement
with the results shown above for the chemical trapping of 'O,.

The transient absorption spectra for TBO* in the absence
and presence of CB[7] and CB[8] show similar features with a
broad absorption band with maxima at 420 nm and a strong
ground-state depletion centered around 600 nm (see the
transient spectra in the Supporting Information). The
absorption band at 420 nm is strongly quenched by oxygen
and thus was attributed to the triplet excited state of TBO™. Its
triplet excited-state lifetime in the absence of oxygen (Ar-
saturated) increased from 7.8 to 13.8 us when included into
CB[7] and to 9.5 us when included into CB[8]. These
increments are consistent with the encapsulation of other PS
into CB[n]s.>**** In air- and oxygen-saturated solutions, the
triplet lifetimes were shorter as expected for the quenching of
the triplet excited state by oxygen. Indeed, the calculated
quenching rate constants for TBO™ and its complexes are in the
order of 10° M's™' (see Table 1), which supports the
assignment of the transient species to the triplet.

It is remarkable to notice that even when the quenching rate
constant by oxygen for the TBO*@CB[7] complex is lower
than for free TBO' (see Table 1), the ®, is increased.
Therefore, other factors must also be involved in the
modification of ®,. Lengthening of the triplet excited-state
lifetime is also observed for the CB[7] complex, and this is
likely an effect of slowing radiationless deactivation of the
excited state due to restricted motion within the macrocycle.
The stabilization of the triplet excited state compensates for a
smaller quenching rate constant by oxygen, and this effect adds
to the enhancement in 'O, generation. Additionally, the
increase in intersystem crossing (or triplet quantum yield) is
probably the main factor contributing to enhance 'O,
generation, which has been reported before for CB[7]
complexes.”® It must be noted that triplet quantum yield
estimations assume the molar extinction coefficient for the
triplet excited species is the same for free and complexed
PS,**°® which might not be the case. Garcia and collaborators
proposed that the carbonyl groups at the portals of CB[7] act
much as a carbonylated solvent” promoting higher rates of
intersystem crossing.”® This effect is probably stronger for PS
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that protude slightly out of the cavity of CB[7], which agrees
with the results observed here for TBO* and with those
reported for acridine orange.*’

The pronounced decrease in @, for the CB[8] complex is
also puzzling because the triplet excited-state lifetime and
quenching rate constant by oxygen in the presence of CB[8]
are similar to those for CB[7]. Although a lower triplet yield
cannot be discarded, the reason for this intricate behavior is
evident in the transient absorption spectra, where a new
absorption band at 630 nm appears at long delay times after the
laser pulse (Figure S10). This long-lived absorption (7 ~ 40 ps)
reveals a decay pathway that is not present for TBO™ alone or
in the presence of CB[7]. This new species is formed at the
expense of the triplet excited state with a rate constant of
formation of 1.8 X 10° s™!, which effectively competes with the
rate constant for the generation of 'O, (Table 1, ky = 1.2 X 10°
s7"), thus decreasing the @,. This new decay process could be
attributed to the bimolecular interaction between the two
TBO" units included within CB[8].

4. CONCLUSIONS

We have demonstrated a novel strategy to switch on and off
reversibly the generation of 'O, by a PS using CB[n]s inclusion
complexes. The fundamental requirements for this switching
behavior were identified, and the key factors contributing to the
enhancement or decrease of the 'O, generation were shown.
The results presented here for TBO™ are in principle applicable
to other PSs. Considering that all the components used herein
are biocompatible, this system is viable for further development
in therapeutic applications.
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Abstract: Cucurbit[n]urils (CB[n]s) have emerged as potential
candidates for drug delivery in several areas due to their
strong binding interactions and low toxicity. More recently,
their benefits for a type of cancer treatment termed Photo-
dynamic Therapy (PDT) have been recognized. The out-
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comes of this therapy rely on better drug delivery strategies
and improving overall photoactivity of the drugs, which is
where CB[n]s could have a strong impact. The effects of
these molecular containers on photoactivity are discussed
and new interesting work is highlighted.

Keywords: Photodynamic therapy - cucurbit[n]uril - photosensitizer - inclusion complex - singlet oxygen

1. Introduction
1.1. The Importance of PDT in the Fight Against Cancer

One promising treatment for several types of cancer is
photodynamic therapy (PDT). PDT can be understood as the
injection or application of an inactive drug (a photosensitizer,
PS) to a particular area of the body that presents lesions; the
subsequent irradiation with visible light in the presence of
oxygen induces cytotoxicity and tissue damage due to the
generation of singlet oxygen and other reactive oxygen species
(ROS) (Scheme 1)."

The combined effect of visible light and photosensitizers
to kill cells was described more than a century ago,’! and
slowly found its way into modern medicine, although not yet a
mainstream treatment. Despite being a clinically approved and
non-invasive treatment for many early-stage cancer types
(skin, brain, pancreas),’”” PDT is currently underutilized as a
cancer therapy.”’ The main advantage of PDT over other kinds
of therapies is undoubtedly the fact that PDT does not induce
resistance like many drugs, and also a single-shot treatment
can be administered compared to radiotherapy or chemo-
therapy. The main problem adopting PDT as a standard
medical treatment has to do with the need to develop
specialized centers that can carry out high quality randomized
trials.™

1.2. Principles of Photodynamic Therapy

Photosensitizers work by absorbing light of a particular
wavelength generating a singlet excited state. Afterwards, this
state converts into a long-lived triplet excited state by
intersystem crossing and it is from this state where chemical
reactions usually take place. In the presence of oxygen, an
energy-transfer process leads to the generation of singlet
oxygen (type II photosensitization mechanism), which is an
excited state of molecular oxygen that reacts with biomole-
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Scheme 1. Cartoon of the PDT treatment of cancer. Injection of the
photosensitizer (PS) is followed by accumulation in the tumor and
laser irradiation, leading finally to cell death.

cules within the cell producing oxidative stress. Alternatively,
the photosensitizer can react directly with biomolecules by an
electron-transfer process (type I photosensitization mecha-
nism) leading to radical formation (Scheme 2).""

An ideal PDT drug should produce singlet oxygen and/or
other reactive oxygen species; have high absorption coeffi-
cients at long wavelengths for a deeper tissue penetration of
the light; possess a high intersystem crossing quantum yield;

[a] J. Robinson-Duggon, F. Pérez-Mora, L. Dibona-Villanueva,
D. Fuentealba
Laboratorio de Estructuras Biosupramoleculares, Facultad de Qui-
mica, Pontificia Universidad Catdlica de Chile
Vicuiia Mackenna 4860, Macul, Santiago
phone: 4 56-2-23544383
E-mail: dlfuente@uc.cl
Homepage: biosupramolecular.uc.cl
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Scheme 2. Jablonski diagram showing absorption, emission, inter-
system crossing and photosensitized reactions (type | and type Il).

be amphiphilic for better membrane-crossing ability; show no
dark toxicity; have specific tumor accumulation; and be
synthetically available."! Additionally, it is desirable that the
drugs show fluorescence emission to assess PDT dosimetry,
location and pharmacokinetics.! Although there are a number
of molecules currently used for PDT, they do not show specific
tumoral tissue-targeting abilities, so this area is still a great
research focus. One particular problem of PDT is that the
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drugs should have rapid clearance to avoid photosensitization
by sunlight after the treatment is completed; however, this
property goes against the long-circulation times that are
needed to achieve high tumor accumulation. Therefore,
strategies to “switch on” the photoactive drugs are highly
desirable.”

1.3. Generation of Reactive Oxygen Species (ROS) and cell
death

The effect of PDT on cells is mainly attributed to singlet
oxygen. However, due to the short lifetime of this species in
water (~4 ps), its action is limited to the surrounding of the
photosenstizer."*! Secondary ROS such as peroxides are less
reactive and therefore have greater diffusion coefficients,
carrying the damage towards other parts of the cell and
increasing oxidative stress.!"”!

When it comes to the location of the drug within the cell,
the most effective PDT is achieved when the mitochondria is
damaged, since it generates enhanced ROS and induces the
release of signaling proteins that lead to apoptosis.”! For this
purpose cationic lipophilic photosensitizers have been shown
to selectively target this organelle.® PDT avoids producing
DNA damage and therefore drugs are not usually targeted to
the nucleus. This is partially to differentiate the mechanism of
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PDT from other therapies such as antineoplastic drugs or
ionizing radiation, which allows complementing them."!

Another issue with PDT drugs is the fact that photo-
sensitizers are not targeted for cancer cells. Unfavorable
biodistribution of the drugs and lack of accumulation in tumor
tissue can make them poorly effective, with high doses being
needed for the treatment.” To overcome this problem, several
photosensitizer conjugates have been reported in the literature
that target specifically cancer cells.!">*

One type of conjugate involves the small molecule folic
acid, which is essential for cell metabolism. The cells take up
folic acid by receptor-mediated endocytosis, and this receptor
is overexpressed in cancer cells and particularly in advanced
cancer stages.””’ Therefore, folic acid conjugates have been
shown to enhance drug action.""! Another strategy involves
photosensitizer-antibody conjugates that target specific anti-
gens in cancer cells."” This strategy shows high specificity;
however, the potential damage on the outside part of the cell,
where the antibody attaches, is generally less efficient than
that for internalized photosensitizers. There are other common
issues with this approach, for example decreased antigen-
antibody affinity due to modification of the protein structure,
and decreased photoactivity for the protein-bound photo-
sensitizer.””'*"

The quest for the “perfect” photosensitizer is far from over
and many efforts will be made to discover new PDT drugs.
However, one can argue that a faster approach would be to
look for a versatile way to improve the action of the drugs that
already exist and have been well characterized. It is here
where advances in drug delivery systems could help solve the
current problems with PDT and other therapies, while at the
same time taking care of the need for more personalized
medicines.

2. Drug Delivery systems to Improve Drug Action

Conventional drugs suffer from a series of issues that are
detrimental for their action such as susceptibility to enzymatic
decomposition, poor permeability and overall difficulties at
reaching the target within the diseased tissue. Consequently,
high drug doses are administered to ensure that at least some
of the drug will reach the desired target. The problem is even
more serious with more advanced drugs based on peptides and
antibodies, which cannot withstand blood circulation."” Since
the efficiency of the therapy is strongly dependent on the drug
reaching its target, effective delivery vehicles are more in need
every day. In addition, delivery systems have the potential to
meet the specific needs of several diseases.

Many vehicles have been used to deliver payloads of drugs
such as nanoparticles, quantum dots, proteins, macrocycles,
polymers and liposomes, among others.”’ Generally, the
carrier systems aim to enhance bioavailability, solubility and
tumor targeting specificity of the drug.'"" The use of those
carrier systems for photosensitizers has been previously
reviewed."* " Particular examples of successful carries in this
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field are photosensitizer-protein chemical conjugates,"® and
photosensitizer-liposome systems."”

All these systems have “pros and cons”, for example,
liposome and protein formulations are highly biocompatible
and are approved for a variety of uses in medicine, but their
stability and the control of the release are still an issue."”
Nanoparticles can carry high amounts of drugs compared to
other systems, but there is serious concern about their potential
toxicity and difficulties in delivering the nanoparticles to the
cell.®1*"®1 Macrocycles are biocompatible, have great thermal
and chemical stability and are available in different sizes,
which makes them potent candidates for drug delivery
applications.!"*

Photosensitizers are generally not selective in their
accumulation on tumoral tissues. Therefore, the development
of delivery vehicles that can carry them more efficiently into
tumors is a key area of research for this field.!"”

2.1. Cucurbit[n]urils as Drug Delivery Vehicles

Macrocycles correspond to a category of macromolecules that
are formed by the cyclic union of several monomers, forming
a cavity. Their structure is generally rigid compared to flexible
aggregates such as micelles. Among the more important
families of macrocycles, we can find cyclodextrins, calixar-
enes and more recently cucurbit[n]urils (CB[n]s)."® Cyclo-
dextrins have a natural origin and for that reason they are
components of several pharmaceutical formulations.""” On the
other hand, CB[n]s (Scheme 3) are synthetic macrocycles,
which possess remarkably strong binding properties for
cationic guests due to their strong negative electrostatic
potential at the rims and the release of high-energy water
molecules from inside the cavity when the guest binds.!"s*"
The readers are encouraged to explore several reviews about
the synthesis and properties of CB[n]s.[2!!

I

0
L )LN—CHZ_J CB[7]

—

N
-N_ _N-CH,]

T o

CBI[n] (n = 5-8,10)

cB[8]

Scheme 3. Cucurbit[n]uril (CB[n], n=5-8, 10) structures. Top and
side views for CB[7] and CBI[8] are shown in the scheme. The
dimensions of the CB[n]s are: (a) outer width 13.1-20.0 A, (b) cavity
width 4.4-11.7 A, (c) portal width 2.4-10.0 A, and (d) height 9.1 A.
New twisted CB[n]s (n=13, 15) have been reported recently.””
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CBl[n]s are emerging as very promising candidates for
drug delivery due to their host-guest properties. Firstly, CB[n]s
form complexes with a great variety of drugs such as
oxaliplatin, alkaloids, insulin and ranitidine, to name a few."*”!
CB[n]s have shown very low toxicities in several cell lines,
which is very promising for biological applications. Regarding
their solubility, odd numbered CB[n]s (n=35, 7) are more
soluble in water than their even numbered counterparts (n =06,
8, 10). In this sense, CB[n]s can increase the solubility of
some drugs, e.g. benzimidazols, while other guests such as
platinum complexes actually help to solubilize CB[8].*"
Although some CB[n]s are poorly soluble in water, CB[6] can
be solubilized readily in different body fluids specially blood
plasma and nasal fluid,™ which holds potential for drug
delivery purposes. Due to the formation of inclusion com-
plexes, CB[n]s can also help to induce disaggregation, which
is a common problem causing drugs to loose their effi-
cacy.®®! Another property that is noteworthy is their high
thermal stability, which can help to stabilize drug complexes.
Solid-state stabilization has been reported for drugs such as
pyrazinamide and albendazole.!"® Additionally, CB[n]s have
been shown to protect several benzimidazole drugs from
photo—oxidation.m] Even more, CB[n]s have been shown to
complex several photosensitizers, improving their photostabil-
ity and their cellular uptake.” The main advantage of using
CBln]s for drug delivery is the fact that the drug can be
released “on demand” by taking advantage of their host-guest
chemistry. Drug release from CB[n]s can be easily controlled
by changing the pH of the media (protonation state), by the
addition of salts (competition) or by the binding of a
competitor molecule. For example, L. Isaacs and co-workers
showed that a drug cargo could be released from CB[7] by
competitive binding of a guest molecule.”” As other macro-
cycles, CB[n]s are not directed to a particular type of cell, but
they can be derivatized to make them highly specific for
cancer cells."® Derivatization of CB[n]s is cumbersome,
with only a few reports of modified CB[r]s in the literature.””
The first invivo studies of the pharmacokinetics of radio-
labeled CB[7] and CB[8] were reported by the groups of A. L.
Day and F. R. Keene, showing that CB[7] is rapidly excreted
unmodified from the serum with high accumulation in the
kidneys.”

[24]

2.2. Encapsulation of Photosensitizers by Cucurbit[n]urils

Several photosensitizers have been reported to bind to CB[n]s
and their structures are shown on Scheme 4. Especially
important are photosensitizers derived from phenothiazine
dyes, which are commonly used for PDT."*"' H. Garcia and
collaborators reported the binding of several phenothiazine
and acridine related dyes to CB[7] and CB[8].*" The binding
constants for this kind of molecules to CB[7] are in the order
of 10°-10’ M™', which are amenable for therapeutic applica-
tion of photosensitizers (Table 1).
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Scheme 4. Structures for photosensitizers (PS) reported to form
complexes with CB[n]s. Note that the positive charges on the
molecules have been made explicit on the abbreviations.

Another well-known photosensitizer that has been reported
to bind to CB[7] is riboflavin (RF), which possesses a binding
constant of (6.70+0.05)x 10* M~'.® RF has been shown to
be involved in several photochemical processes in biological
systems.*”! It is interesting to note that RF is not included
within the cavity of CB[7], but rather an exclusion complex is
formed with its different tautomeric forms.””

The photoactive molecule norharmane (NMH, [-carbo-
line), which has been shown to produce singlet oxygen® and
induce DNA damage,”™' has also been reported to form an
inclusion complex with CB[7] with a binding constant of
(9.04£0.5)x 10* M".P¢

An interesting case is the report of the binding of tetra(1-
methyl)pyridinium porphyrins as a free base or bound to Zn*™,
Fe’* and Mn’' to CB[10] in conjunction with auxiliary
pyridinium guests with binding constants for the ternary
complexes in the range of 10°~10° M~ Porphyrins are the
most used type of molecules in PDT, and due to their size,
binding studies are still scarce in the literature.
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Table 1. Binding constants (K) for photosensitizers complexes with
CB[7] and CB[8].

Molecule Kegpn/M™ Kegg/M ™
AO* (3.07+0.48) x 10° (2.2740.73) x 10'¢ ¥
(4+1)x10"H

(3£1)x10°® (4+1)x 10"

MB* (1.26+0.28) x 107H (1.06 £0.53) x 106

PF* (1.7040.25) x 10’® (21240.59) x 10" ¥

PY* (1.47 £0.48) x 1071 (3.24+0.61) x 10" 1

PYY " (4.56+0.10) x 10° (3.00+0.50) x 102+

ox* (1.21£0.16) x 1071 (7.324£1.63) x 10"

TH (1.3540.10) x 10’® (2.50+1.20) x 10"

TMPypP** 8.2x104M -

TPOR 6.6x 107t

RF (6.70+0.05) x 10°" -

NHM* (9.040.5) x 10*! -

[a] From ref.?"® in water pH 5.5. [b] From ref.?? in 10 mM phosphate
buffer pH 7.0. [c] Binding constant based on a 3:1 stoichiometry. [d]
From ref.® in water. [e] From ref.’" in acetate buffer pH 4.75. [f]
From ref.”® in 10 mM phosphate buffer pH 7.0. [g] From ref.P% in
100 mM phosphate or acetate buffer pH 5.0. Note that interaction
for other molecules in Scheme 4 have been observed, but no binding
constants were reported.The K value unit for CB[8] complexes (M ?)
indicates a 1:2 host:guest complex stoichiometry.

3. Effects of Cucurbit[n]urils on Photochemical
Properties

3.1. Triplet Excited States Lifetimes

One of the desirable traits that a good photosensitizer must
have in order to be adequate for PDT purposes is a good
intersystem crossing (ISC) quantum yield, because the triplet
excited state is long-lived and allows for chemical reactions to
take place. This makes more favorable the energy transfer to
molecular oxygen in order to generate singlet oxygen as a
reactive oxygen specie to kill abnormal cells.""'”! H. Garcia in
collaboration with J. C. Scaiano’s group reported that
encapsulating MB " within CB[7] increased the triplet excited
state lifetime of the free dye from 79.5 us to 140 us for the
inclusion complex (Figure 1)."

Our group observed the same effect for Acridine Orange
(AO™) upon complexation with CB[7] with respect to the free
dye.* The triplet excited state lifetime for the free AO™ is
160+ 10 ps, which increased to 210415 ps upon complex-
ation (data measured in nitrogen). Both of these dyes form
complexes with CB[7] with high binding affinity (see Table 1)
and both of these complexes bind CB[7] with a stoichiometry
of 1:1.°7 It has been postulated that the reason for the
increase in the triplet excited state lifetime with respect to the
corresponding free dye is due to a restricted mobility upon
complexation which decreases the radiationless deactivation of
the excited states.'*' ™ On the other hand, the complexes with
CB|8] for these dyes have a stoichiometry of 2: 1 with binding
constants in the order of 10'-10' M 2P but their triplet
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Figure 1. Transient absorption spectra of a deaerated aqueous MB
solution (Aex 308 nm) (A) measured at 0.5 us (O), 48 us (@) and
101 us (M) after the laser pulse; (B) in the absence (@) or in the
presence (O) of CB[7] measured at 0.5 ps after the laser pulse (A,
308 nm, E=10m]). The inset shows time profiles measured at
420 nm on the microsecond time scale for both of them (MB and
MB-CB[7]). Reprinted with permission from reference.*"! Copyright ©
2009, American Chemical Society.

excited state lifetimes have not been reported. X. Wang and
collaborators reported that 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyr-
idinio) porphyrin tetra(p-toluenesulfonate) (TMPyP*"), anoth-
er photosensitizer with potential for PDT, binds to CB[7] as
well as CB[8]. The triplet excited state lifetime was measured
for the free and complexed porphyrin. The same phenomena
as described above for MB* and AO* was observed for the
triplet excited state lifetime of TMPyP**. In the absence of
CBI8] the triplet excited state lifetime is 12.1 us and in the
presence of CB[8] a noticeable increase in the triplet excited
state lifetime of 117.6 ps is seen.™!

Although not a photosensitizer, a fundamental study in the
field was reported by H. Garcia and collaborators for the
complexation of 2,4,6-triphenylpyrylium (TP*) with CB[7]
and CB[8], with binding constants of 7.54x10°M™" and
1.45x10° M ™', with a stoichiometry of 1:1 for both com-
plexes.™ They conducted laser flash photolysis experiments
to shine some light into the intersystem crossing quantum
yield and the triplet excited state lifetime of free TP" and
encapsulated within both macrocycles. They observed that the
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triplet excited state lifetime of TP* in the presence of CB[n]s
increased by a factor of 5 and by a factor of 50 upon inclusion
in CB[7] and CBJ8], respectively.m“] They attributed this
increased in the triplet excited state lifetime to the restricted
mobility of TP* within the macrocycles since the predominant
relaxation pathways is dependent of the rotation of the 2,6-
phenyl rings around the pyrylium core. They noticed from
single-crystal XRD crystal structures that once encapsulated
within CB[n]s this impedes the rotation of the phenyl rings
which are located outside the macrocycle due to unfavorable
repulsive interactions between the hydrogen located in the
ortho position of the phenyl rings and oxygen atoms of the
portals of the CB[n]s. The limited rotation of this phenyl rings
around the pyrylium core was accountable for the increased in
the triplet excited state lifetime of TP™.* Another important
observation was the variation in the intersystem crossing (ISC)
quantum yield upon inclusion in CB[7] and CBI[8]. In the
absence of CB[rn]s the ISC quantum yield was reported to be
0.11, but in the presence of CB[n]s the values obtained were
0.46 and 0.94 for CB[7] and CB[8] inclusion complexes,
respectively. It is noteworthy that internal conversion (IC, a
type of radiationless decay) quantum yield decreased notice-
ably from 0.33 in the absence of CB[n]s to 0.08 inside CB[7]
and 0.01 inside CB[8]. As for the fluorescence, the values
were also modified by encapsulation having the highest
fluorescence quantum yield for the free TP, 0.56, to a slight
drop of 0.46 for the TP" @CBJ[7] and a very pronounced drop
of the fluorescence quantum yield in the TP"@CB[8] of
0.05.144

All these data support the fact that CB[n]s encapsulation
of photosensitizers lengthens their triplet excited state lifetime
due to the restriction in mobility within the macrocycle with
respect to the free dye, thus decreasing the radiationless
deactivation processes.

3.2. Singlet Oxygen Quantum Yields

The generation of reactive oxygen species, predominantly
singlet oxygen, is the ultimate goal in order for the PDT to be
effective in killing cancer cells."®**! It has been suggested
that the structure of the inclusion complex is determinant for
singlet oxygen generation.*'™* For the encapsulation of MB*
into CB[7] (MB* @CB[7]), the photosensitizer is buried inside
the cavity, therefore the access to molecular oxygen is
restricted and the singlet oxygen quantum yield decreases
from 0.52 for the free dye (MB™") to 0.44 for MB" @CB[7].
The authors of this study proposed that the rate determining
step for singlet oxygen generation should be the entry of
oxygen into the cavity of CB[7] which contains the excited
MB™ (Figure 2).*"" It must be mentioned that singlet oxygen
was detected directly by its near-infrared (NIR) luminescence
emission, which is unequivocal sign that this species is being
generated in the media. In other cases, especially in complex
biological matrices such as cells, singlet oxygen is detected
with the aid of chemical probes.™ %!
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Figure 2. Luminescence decay traces observed at 1270 nm after
excitation of an air-saturated solution of MB in the absence or
presence of CB[7] in D,O following 308 nm laser excitation; note the
delay caused by CB[7] addition. Reprinted with permission from
reference.*"! Copyright © 2009, American Chemical Society.

It was reported that in the structure of the inclusion
complex of AO" @CB(7], the photosensitizer protrudes out of
the macrocycle (Figure 3),"” which is a different structure for
this complex in comparison with MB*@CB[7]. The differ-
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Figure 3. Side and overhead views of AO* (a) inside and (b) outside
the CB[7] cavity, calculated by the B3LYP/6-31G(d) method. The
interaction energies of AO* inside and outside the cavity of CB[7]
with basis set superpostition error (BSSE) and their dipole-dipole
interaction energies are also shown. Reprinted with persmission
from reference.” Copyright © 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim.
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ences in the structure of the inclusion complexes should
therefore grant them different photochemical properties.

Recently our group reported the photochemical behavior
of AO" inclusion complex with CB[7] and CB[8] and
compared it to data reported for MB™ and TMPyP*" in order
to assess the effect that the differences in the structure of these
inclusion complexes has in the singlet oxygen quantum
yield.*? In the case of MB* @CB[7] as mentioned above, it
decreases once the complex is formed. We evaluated the
inclusion complex with CB[8] denoted as (MB ),@CB[8] and
we observed that the singlet oxygen quantum yield decreases
to 0.02 (upper limit), which was attributed to self-quenching
of the excited state."*”

The singlet oxygen quantum yield for TMPyP*" free in
aqueous solution was reported to be 0.74.*¥! The macrocycle
CB[8] encapsulates only the arms of the porphyrin TMPyP**
within its hydrophobic cavity, and that is enough to increase
its singlet oxygen quantum yield to 0.90 (lower limit
determined in the presence of protein).”’!

On the other hand, AO* has a singlet oxygen quantum
yield of 0.18, and upon complexation this value increases for
both CB[n]s. The increase in the singlet oxygen quantum yield
for the AO* @CBJ[7] to 0.50 is believed to be attributed to the
photosensitizer protruding out of the cavity (Figure 3), mean-
while the value for the complex (AO "), @CB[8] also increases
to 0.31 due to a greater intersystem crossing yields for AO™
dimer in comparison with the monomer."*”’

In 2013, X. Zhang and collaborators reported the con-
struction of a supramolecular complex with enhanced anti-
bacterial efficiency by using a porphyrin derivative with four
positively charged arms, designated as TPOR. This cationic
porphyrin  forms a 1:4  complex with CB[7]
(TPOR@(CB[7]),), with a binding affinity of 6.6 x 10’ M~" for
each CB[7]. The formation of the complex induces the
disaggregation of the photosensitizer, notably enhancing the
singlet oxygen generation (Scheme 5). Although the singlet
oxygen generation rate was 7.5 times faster for the complex
TPOR @(CB[7]), than the modified porphyrin TPOR,** this is
mainly an effect of porphyrin aggregation which quenches the
excited state, which is different to the cases discussed above
where encapsulation modified the excited state deactivation
processes. In a later report by the same group, TPOR was used
in combination with CB[8], which has the ability to incorpo-
rate two arms of different TPOR units, forming an hyper-
branched supramolecular polymer that disrupts the porphyrin
aggregation and enhances singlet oxygen generation."”

Recently, X. Z. Zhang, Y. X. Sun and colleagues reported
a novel application of the encapsulation of photosensitizers
within CB[n]s.’"! They prepared a Toluidine Blue O (TBO™)
derivative with biotin (TBO™"-B) to target cancer cells and turn
off the phototoxicity by the encapsulation of two molecules
within CB[8] (Scheme 6). They reported that free TBO"-B
can generate singlet oxygen. Once the derivative was encapsu-
lated within CB[8] with a stoichiometry of 2: 1 to generate the
inclusion complex (TBO'-B),@CB[8] the generation of
singlet oxygen was turned off. The binding affinity for the
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Supramolecular Photosensitizer:
High Antibacterial Efficiency

Scheme 5. a) Chemical structures of the TPOR (photosensitizers)
and CB[7]. b) The construction of TPOR/(CB[7])4 supramolecular
photosensitizers and the mechanism for the enhanced antibacterial
efficiency of TPOR/(CB[7])4 compared with that of TPOR. Reprinted
with permission from reference.® Copyright © 2013 Wiley-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Scheme 6. CB[8]-regulated supramolecular aPS and its mechanism
for targeted cancer imaging and photodynamic therapy. Reprinted
with permission from reference.®" Copyright © 2016, American
Chemical Society.
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complex was reported to be 2.67 x 10’ M, although this value
probably represents the binding of one TBO'-B molecule
since values for the binding of two molecules within CB[8]
are in the order of the 10”°~10'® M2 They reported that the
singlet oxygen generation in the complex is decreased due to a
fast intermolecular electron transfer.”"

This TBO*-B derivative could be released by the
competitive binding of FGG peptide, since it had been
reported that the binding affinity of N-terminal aromatic
peptides to CB[8] is in the order of 10°-10" M 2."% They
observed that the fluorescence of (TBO'-B),@CB[8] was
recovered after 20 seconds of mixture with the peptide. When
the (TBO"-B),@CB[8] complex was injected into mice, the
fluorescence was recovered after 2 hours indicating that the
modified photosensitizer could be activated within the body.
They observed that (TBO'-B),@CB[8] was stable in the
blood and was able to be activated by small molecular weight
species in the cells. They screened for a variety of small
molecular weight compounds such as glucose, pyruvic acid,
glutamine, lactic acids, salts, 20 aminoacids and oligopeptides
such as GW, GY, GF, GG, FG, YG, WG and FGG. They saw
evidence that only the N-terminal aromatic peptides FG, YG,
WG and FGG had the ability to recover the fluorescence of
the system. ROS generation capabilities for both free TBO™-B
and (TBO"-B),@CB[8] complex were studied in SCC-7 cells
using DCFH-DA fluorescent probe.” The cells presented
similar ROS generation once incubated and irradiated with
TBO™-B and (TBO™"-B),@CB[8], which they attributed to the
capability of (TBO*-B),@CBJ[8] to be fully activated within
the cell. Due to the great potential impact of such results for
PDT, similar applications are foreseen.

3.3. Photobleaching and Photodegradation

Photobleaching is the permanent loss of the absorption
properties of a molecule due to photo-induced chemical
modifications. This effect is detrimental for PDT due to the
loss in the ability to generate reactive oxygen species and the
loss of fluorescence for tissue localization.

One of the first examples of the effect of encapsulation in
photobleaching was presented for rhodamine G6 (RhG6), a
very common fluorescent dye used in lasers, that has also been
shown to induce the photosensitized killing of bacteria.’¥
Encapsulation within CB[7] was able to increase the photo-
stability of the dye by a factor of 1.5 at low irradiances (<
1kWcem™) and by a factor of 30 at high irradiances
(10 MW cm ). The increase in the photostability was attrib-
uted to several factors related with CB[7] inner cavity such as
its low polarizability, the confinement of the dye and
protection from quenchers such as water and oxygen."”

Methylene blue has been shown to be protected from
photobleaching when encapsulated inside CB[7] and CBI[8],
during the photosensitized oxidation of human serum albumin.
In this case, the generation of singlet oxygen is the main
mechanism for the observed protein photooxidation.”* On the
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contrary, the same molecule encapsulated within CB[7] shows
increased photodecomposition when irradiated in the presence
of iron(Il) and hydrogen peroxide.”® In the latter case, the
mechanism of action is proposed to be mainly photo-induced
electron transfer. For the same irradiation conditions, the
(MB*),@CB[8] complex shows negligible photodecomposi-
tion," showing that this process is strongly dependent on the
mechanism of the photo-reactions.

For the photosensitizer AO*, enhanced photobleaching is
observed in the presence of CB[7] when irradiated with human
serum albumin, while for the CB[8] complex there is no
photobleaching (Figure 4).” The difference with the behavior
for MB* discussed above can be attributed to the photo-
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Figure 4. AO™" in the presence of HSA irradiated (a) in the absence
of CB[n] at 492 nm, (b) in the presence of CB[7] at 485 nm and (c) in
the presence of CB[8] at 465 nm. Adapted from referencel with
permission of the PCCP Owner Societies ©2017.
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sensitizing mechanism. While MB™" is primarily a type II
photosensitizer (singlet oxygen generator), AO™ acts mainly
through type I mechanism (electron-transfer) and thus, the
effect of encapsulation into CB[7] is different. It must be
pointed out that the protection imposed by CB[8] comes with
a decrease in the overall photoactivity of the photosensitizer,
and therefore, CB[7] seems to be the most promising CB[n] in
this regard. Since avoiding photobleaching allows to reuse the
photosensitizer during therapeutic applications, the encapsula-
tion of a type II photosensitizer might be more well-suited for
PDT.

Although not specific for PDT, photodegradation of drugs
is also a big concern for biomedical applications. In this sense,
it is important to highlight the effect of CB[7] on the
photodegradation of benzimidazole-derived drugs.”” This
macrocycle was shown to increase the photostability of
thiabendazole (TBZ) and fuberidazole (FBZ) drugs, but not
for albendazole (ABZ), carbendazim (CBZ) and the parent
drug benzimidazole (BZ).®" In their experimental conditions
of pH 2.4 under intense UV irradiation, the inclusion com-
plexes of FBZ@CB[7] and TBZ@CB[7] decomposed 7 and 3
times more slowly, respectively, than their corresponding free
form.5”

4. Effect of CBJ[n]s on Photophysical Properties

The photophysical properties of an extensive list of fluorescent
dyes (including photosensitizers) and their supramolecular
interactions with CB[n]s have been reviewed by R. N. Dsouza,
U. Pischel, and W. M. Nau.™® In this section we present the
data for selected photosensitizers, giving emphasis to the
changes in absorption and fluorescence emission, and the
implications for PDT.

4.1. Absorption Spectra

Complexation of photosensitizers and other fluorescent dyes
into CB[n]s results in changes in their absorption spectra. This
is useful for keeping track of the complexation of the PS.
Complexation typically produces a shift (bathochromic or
hypsochromic) in their absorption maxima. As an example, we
show the absorption spectra of AO™ in the absence or presence
of CB[7] and CBI[8] (Figure 5), which has been well-studied
by several groups.”'™*>*) When AO™ is encapsulated into
CB[7] and CBJ8], a characteristic blue-shift from 492 nm to
485 nm and 468 nm, respectively, is observed. This behavior is
common for other photosensitizers.

Most of the photosensitizers discussed above are cationic
fluorescent dyes, which can be readily encapsulated within
CB[n]s.”™ Among this group of molecules, it has been
reported that not only the shifts in the absorption and emission
spectra are relevant, but also the fact that the brightness (€,
x ®p of almost all these molecules is improved when
encapsulated in CB[7]. This increase can be attributed mainly
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Figure 5. Absorption spectra for AO*™ (2 uM) in the absence (blue)
and presence of 50 uM CB[7] (red) or 20 uM CBJ[8] (green) in 10 mM
phosphate buffer pH 7.0 at 20°C. Inset: fluorescence spectra for the
same samples.’? Reproduced by permission of The Royal Society of
Chemistry (RSC) on behalf of the European Society for Photobiology,
the European Photochemistry Association, and RSC.

to changes in their fluorescence emission, but also to their
absorption coefficient. Photophysical data for selected photo-
sensitizers are summarized on Table 2. Changes in UV-VIS
spectra, are different depending on the photosensitizer. For
example, AO* exhibits a more pronounced blue-shift when
encapsulated in CB[8] than in CB[7], compared to MB™. For
other dyes such as CV" bathochromic shifts have been
reported, which is concordant with decreasing polarity of the
environment.>*

The work by S. Sun, X. Peng and collaborators needs to be
highlighted in this section. They showed that phenothiazine
(PTZ), which is the core of several photosensitizers, forms a
1:1:1 ternary complex with methyl viologen (MV?") and
CB[8]. This complex shows NIR absorption due to the
induction of intermolecular charge-transfer between PTZ and
MV?>" within the cavity of CB[8]. Penetration of light through
the tissues at the NIR range is deeper than in the visible range,
which holds great potential for PDT applications. Additionally,
this complex showed photo-induced DNA cleavage due to the
generation of 'O, and "OH radicals."As mentioned earlier,
CB[n]s can also help to obtain better quality spectra because
they help solubilize photosensitizers in order to avoid
aggregation.” The shifts in UV-VIS spectra, can be attributed
to changes in microenvironment, from the polar aqueous
solvent to the hydrophobic cavity of CB[n]s.”™ It is note-
worthy that CB[n]s are transparent in the visible region of the
spectrum, and this allows full flexibility in the selection of the
appropriate irradiation wavelength for each photosensitizer,
for example when detecting their emission inside living cells.

4.2. Fluorescence Emission
As previously mentioned, fluorescence can increase dramati-

cally when complexation with CB[7] occurs, while CB[8] can
sometimes quench the fluorescence emission. In general,
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Table 2. Photophysical properties for selected photosensitizers and their inclusion complexes with CB[7].
Photosensitizer Abs A,../nm EM Apay/NM [oN T/ns g/M'cm™ Condition®
MB™* 665" 68514 0.031"64 0.52+0.03¢" 95,000 (664 nm)*’
0.370%4
6861 0.02 0.345®
MB* @CBJ[7] 66101 0.22" 1.49+£0.03%"
0.134£0.01P™
AO* 43504 5501 0.055 6.2 62,000 (491 nm)® pH 12.0
492032541 535066671 0.041%9 1.7166°¢7] pH 7.0
52502 2.0140.04%2
4501 0.25%7
0.20%™
A0 @CB[7] 48582 50884 0.564-0.02P! 3.4640.02%2 pH 7.0
RF 4501 5300 0.26740.017 4707 12,200 (450 nm)? pH 7.0
3701 0.26"
RF@CBJ[7] ~380"" 53201 0.146!"" 4,320 pH 7.0
TMPyp** 422")(Soret) 71573 0.0177 4,971 234,000 (422 nm)™! PBS pH 7.4
5207 6757
55217 0.047% 5.0%%
585073
640"
TMPyP** @ (CB[7])4 42774 6550 0.03074 11.0%
71783 0.078™

B All measurements in neutral solutions in water unless stated otherwise.

encapsulation within CB[7] results in more efficient
fluorescence as can be seen in Figure5 inset, where
fluorescence of AO™ increased when encapsulated within
CB[7], and this phenomenon is accompanied by a blue shift
(from 525 nm to 508 nm). On the contrary, complexation with
CBJ[8] results in a drastic decrease of the fluorescence and a
red shift of the maximum to 560 nm (Figure 5 inset). On the
same note, for MB*, complexation with CB[7] enhances its
emission,”'” and this is not always the case for other
commonly used macrocycles. For example, calixarenes, while
being able to encapsulate MB™, quench its fluorescence,™
and cyclodextrins, although are able to increase the
fluorescence of the photosensitizer, they form weak complexes
with MB "."%7% This enhancement in the fluorescence can also
be seen in other photosensitizers such as TMPyP** [
However, in the case of RF, the fluorescence is quenched and
somewhat red shifted (~2nm) when encapsulated into
CB[7].”"' This result is not expected, because encapsulation
into CB[7] should restrict the vibrational and rotational
motions of the guest, resulting in a reduced non-radiative
decay rate of the excited guest. The authors explain this
behavior by stating that lactim form of RF (less fluorescent)
generates more favorable complexes with CB[7] than the
lactam form of RF, probably due to more favorable dipole-
dipole interactions with the former.

This large increase in fluorescence is very useful in PDT,
because it allows to locate the photosensitizer within the cell
and track important parameters such as tumor intake using
fluorescence based assays.""””
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4.3. Fluorescence Lifetime and Quantum Yield

In general, the complexation of photosensitizers within CB[7]
induces not only enhanced fluorescence emission, but also
increases fluorescence quantum yields,”* and lengthens
fluorescence lifetimes.”™™ This is attributed mainly to the
cavity of the CB[7] which offers a less polar environment and
of low polarizability, as well as the structural confinement
provided, causing less rotational and vibrational freedom,
which in turn reduces non-radiative decay pathways.™™ The
enhancing effect of CB[7] in fluorescent quantum yield can be
greater than using less polar solvents and can even be
comparable to complex structural modifications of the photo-
sensitizer.”* Regarding CB[8], the formation of dimers is
favored and this generally results in reduced fluorescence
quantum yields; although the fluorescence lifetimes are some-
times longer.*>*® This is especially true for tricyclic dyes such
as AO* and MB™, where dimerization produces self-quench-
ing due to m-7m interactions, decreasing the fluorescence
emission, 2%+

The increase in fluorescence quantum yield and/or change
in the fluorescence lifetimes resulting on modulation of
fluorescence, can be useful in the detection of the molecules
during drug delivery and cellular localization using techniques
such as Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM), because it
could allow greater contrast and improvements of the
signal-to-noise ratio as well as differentiating the emission of
the photosensitizer from background noise.™
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5. Effects of CB[n]s on the Delivery of
Photosensitizers to Cells

5.1. Solubilization

Although cationic photosensitizers that are reported to bind to
CB[n]s are readily soluble in water, more hydrophobic photo-
sensitizers are needed in order to have better incorporation in
tumoral cells. In this sense, porphyrins and phthalocyanines
represent highly hydrophobic molecules with high efficiencies
of singlet oxygen generation. In general, macrocycles like
cyclodextrins increase the solubility of poorly water soluble
drugs by forming inclusion complexes.”™ In this context, the
solubilizing properties of CB[n]s with multiple pharmaceut-
icals have been reviewed in the past by the groups of D.
Macartney, N. Wheate and W. M. Nau,"**%! and the readers
are directed to the references cited for more information.

An interesting report from the group of A. C. Tedesco
claimed a complex between ZnPc, a highly water-insoluble
photosensitizer, and CB[7] have increased solubility in water;
however, the photosensitizer still needed to be delivered into
cells using a liposomal formulation to enhance phototoxic-
ity.”®

CB[7] has shown to increase the solubility of several dyes
in water,”* although not specifically photosensitizers. On the
other hand, acyclic CB[n]-containers have been shown to
increase the solubility of many pharmaceuticals.®"! For
example, the effect of this type of acyclic containers on the
solubility of anticancer drugs paclitaxel and tamoxifen were
shown to be enhanced by a factor of 2750-fold and 118-fold,
respectively.®!! Although similar results can be expected using
photosensitizers, a direct determination of the solubility of
PDT drugs in the presence of CB[#]s is to be established.

5.2. Protection against Aggregation and Enzymatic
Reduction

Aggregation of photosensitizers in biological media, usually
leads to a loss of photoactivity, decreasing singlet oxygen
quantum yields. This is a very well-known problem for
porphyrin-based photosensitizers, where dimerization and
further aggregation are triggered by pH, ionic strength,
electrostatic interactions (Van der Waals, H-bonding, etc) and
m-7t interactions. Many photosensitizers have hydrophobic
characteristics; therefore, they aggregate easily in aqueous
solutions, which produces the self-quenching of the excited
state, thus diminishing the photoactivity of the drug.!"¢*!03%«]
In this sense, encapsulation into CB[7] ensures that the
photosensitizer is in its monomeric form, boosting the photo-
activity.[**%

For phenothiazine dyes such as MB" and TBO®, their
reduction in vivo by NADPH-dependent enzymes is a serious
drawback for PDT. The reduced form of the dyes (leuco form)
do not absorb light, decreasing their overall photoactivity.”!
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Some examples of encapsulating the dye in nanoparticles have
been shown to decrease the enzymatic reduction of MB ™™
but a supramolecular approach would be more general and
versatile. The group of X. Z. Zhang and collaborators showed
that a TBO™ derivative is protected from enzymatic reduction
by CB[8] (Figure 6).°'"" As shown in Figure 7, our own studies
suggest that MB* has an even higher degree of protection
inside CB[7] compared to CB[8], and in this case the dye is
photoactive unlike inside CB[8].

27B-
B@CB[8]

TB-B

NADH and diaphorase

Figure 6. Color changes for TBO™ derivative (TB—B) free and
included inside CB[8] before and 30 min after the exposure to
diaphorase and NADH as reduction agent model. Reprinted with
permission from reference.®"! Copyright © 2016, American Chemical
Society.
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Figure 7. Absorbance decay (normalized) at 660 nm for MB* (3 uM)
in the absence (blue circles) or presence of CB[7] (red squares) or
CB[8] (purple triangles). Solutions containing NADPH (0.45 umol)
and diaphorase (0.05 mg) in 10 mM phosphate buffer pH 7.4.

It is inferred from these studies that CB[n]s act as a
physical barrier against enzymatic attack, but other effects
such as changes in oxidation/reduction potential due to
complexation cannot be discarded.

5.3. Effects of CB[n]s on Incorporation into Cells

It has been reported by H. Garcia and collaborators that CB[n]s
complexes of AO* and PYY" can cross the cell membrane
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(Figure 8).”" And even more so, it has also been demonstrated
that CB[n]s nanoparticles (~100 times bigger than lone CB[n]s)
can cross the cell membrane, opening up a world of possible
biological applications.™ It is important to mention that, since
CB|[n]s exhibit great association constants with the photosensi-
tizers here mentioned, it allows for transportation of the whole
supramolecular system through the membrane with no interfer-
ence from external factors such as the presence of Dulbecco’s
modified Eagle’s culture medium or buffers necessary for
conducting the experiments.”*’

AO@CBI[7]

Figure 8. Optical microscopy images of 3T3 cells taken under white
light illumination (top left) or fluorescence images exciting with E4
filter set (A,~440 nm, A.,>470 nm) for AO@CB[7] at 1s (top-
right),15 s (bottom left) and 60s (bottom right) of exposure
Reproduced by permission of The Royal Society of Chemistry (RSC)
on behalf of the European Society for Photobiology, the European
Photochemistry Association, and RSC.

5.4. Effects of CB[n]s on Phototoxicity on Cultured Cells In
Vitro

In 2014, the group of A. C. Tedesco reported a photosensitizer
complex encapsulated into liposomes, (ZnPc@CB[7])-Lp, and
its phototoxic effect invitro against B16-F10 melanoma
cells.®™™ They were able to observe that the cell viability was
50% for all the light doses used for the ZnPc@CB[7]
complex. Meanwhile for the (ZnPc@CB[7])-Lp system, they
reported that the cell viability was light dose-dependent going
from 70% (+£0.82) to 9% (4+1.41) for the lowest to the
highest light dose used (Figure 9). The results showing a
higher phototoxicity for the liposomal formulation were
attributed to the fact that the ZnPc@CBJ[7] complex presents
more hydrophilic properties compared to the liposomal
formulation. This increased the interaction with B16-F10
melanoma cells, thus ensuring a rapid cellular uptake.™
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Figure 9. Cell viability results of B16-F10 cells after treatment using
liposomes containing CB[7]:ZnPc (0.25 mgmL™' ZnPc) irradiated
with different light doses (p<0.001 compared to control 100%).
Reprinted from reference,®® Copyright©2012 with permission from
Elsevier.

The same group had previously reported the phototoxic
effect of magneto-liposomes (ML) that contained the same
ZnPc@CB7 complex on B16-F10 cells.®™ They observed that
the cells were more susceptible to the photodamage induce by
ZnPc@CB7-ML upon irradiation compared to control experi-
ments, and a synergistic effect was noted for the combination
of AC (alternating current) magnetic field with PDT. In this
particular case the direct effect of the presence of CB[7] is
hard to elucidate.

X. Z. Zhang’s group used the synthetic porphyrin TPOR
complexed with CB[7] to induce phototoxicity on bacteria.
The complex presented enhanced antibacterial properties
against Escherichia Coli when irradiated with white light
leading to an enhancement in the phototoxicity from 17 %
colony inhibition by TPOR to 97 % for the TPOR@(CB[7]),
complex (Figure 10). It must be noted that CB[7] itself is not
phototoxic. CB[7] improved TPOR phototoxicity due to the
disaggregation of the photosensitizer, increasing its ability to
generate singlet oxygen as discussed previously. This cationic
porphyrin accumulated efficiently in the bacterial surface
(negatively charged) and because singlet oxygen is relatively
short-lived, this potentiates its effect by being in close
proximity to the target.® This is an interesting work showing
that photosensitizer complexes with CB[n]s can also be
applied to antibacterial treatments, and are not just reserved
for cancer applications.

The TBO™ derivative prepared with biotin (TBO*-B) by
X. Z. Zhang and colleagues previously mentioned above
(Scheme 6), showed a phototoxicity effect against SCC-7
(squamous cell carcinoma). They observed minimal dark
toxicity for TBO*-B and (TBO*-B)2@CB([8], which is very
promising for PDT applications. Upon irradiation, both
systems were phototoxic for the cells (Figure 11), which is in
agreement with their similar capability of generating ROS,
particularly singlet oxygen (see discussion in section 3.2). The
most interesting attribute is that the (TBO'-B)2@CB[8]
complex showed selectivity to target cancer cells that over-
express the biotin receptor. This was shown for SCC-7
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Figure 10. Plate photographs for E. coli on YTD agar plate treated
with a) TPOR in the dark, b) TPOR under photo-irradiation, c)
TPOR/(CBJ[7])4 in the dark, d) TPOR/(CBJ[7])4 under photoirradia-
tion, and e) biocidal activities of TPOR and TPOR/(CB[7]), toward E.
coli. The values represent the mean standard deviation of three
separate experiments. The error bars represent standard deviations
of data from three separate measurements. The concentration of
TPOR is fixed at 7.2x1077 M for killing E. coli. Copyright © 2013
Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Figure 11. (A) Dark toxicity and phototoxicity of TB-B and 2TB-B@
CB[38] incubated with SCC-7 cells. (B) Phototoxicity of COS 7 cells,
biotin (100 uM) pretreated SCC-7 cells, and SCC-7 cells incubated
with 2TB-B @CBJ[8], *p<0.05 and *p<0.05 when SCC-7 group
compared with COS 7 and SCC-7 + biotin groups, by student’s t test.

compared to COS7 normal cells (african green monkey kidney
fibroblast cells) in Figure 11.

Furthermore, in vivo experiments were conducted to assess
the antitumor efficacy of (TBO*-B),@CB[8] using an irradi-
ation laser light of 660 nm, 1 W/cm? for 5 minutes on the first,
fourth and seventh day. It was reported that (TBO™-
B),@CB[8] demonstrated a better tumor growth inhibition
than free TBO"-B, which was confirmed by the lack of body
weight changes and the survival of the mice once the
experiment ended. This conclusion was further supported by
hematoxylin and eosin staining where the damage in the tumor
could be compared. Overall the mice treated with (TBO*-
B),@CBI[8] showed significant tumor cell death, meanwhile
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the mice treated with TBO"-B presented limited apoptosis/
necrosis in the tumor tissue and the PBS treated mice showed
that the majority of the tumor cells survived."

There are a few reports in the literature using CB[n]s
inclusion complexes to enhance the phototoxicity of photo-
sensitizers with potential PDT applications. Given the versa-
tility of this supramolecular approach, more research on this
area is needed to potentiate its applications.

5.5. Combination of CB[n]s with Proteins (Biosupramolecular
Assemblies)

In spite of the noticeable properties of CB[n]s as drug delivery
vehicles, their rapid clearance™ might work against the high
accumulation of photosensitizers in tumors needed for PDT. In
this sense, there may be a great benefit in combining CB[n]s
with serum proteins in a biosupramolecular assembly. That
would allow combining the benefitial properties of CB[n]s on
the photoactivity of photosensitizers, with the prolonged
circulation times of serum proteins.

The first example of such biosupramolecular assembly was
published in 2007 by the group of A. C. Bhasikuttan in
collaboration with W. Nau (Scheme 7).® The interaction
between the tryphenylmethane dye Brilliant green (BG),
CB[7] and bovine serum albumin (BSA) was identified by an
enhancement of the fluorescence of the dye by a factor of 300,
while the interaction of BG with CB[7] alone or with BSA
yielded fluorescence enhacements by factors of 6 and 45,
respectively. The binding constant determined for the ternary
system was (3.940.6) x 10° M™', about an order of magnitude

Scheme 7. a) AM1-optimized geometry of the BG-CB7 complex and
b) schematic representation of the fluorescent ternary complex
BG-CB7-BSA. Copyright © 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim.
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higher than in the absence of either BSA or CB[7] ((1.7+
0.2)x 10 M™" for BG-CB[7] and (3.240.2) x 10 M~" for BG-
BSA). Note that the binding constant value unit is informed as
M and not M? for the ternary complex. This is because
(BG-CBJ[7])-BSA formation consists of a pre-existing complex
of CB[7] and BG to which BSA is added. Therefore, the
interaction between the three components was cooperative in
nature. Similar results were observed with the protein
lysozyme, which suggested a broader application for this kind
of interactions.™ It must be noted that no photochemical
applications have been reported for this complex.

In 2010, the group of X. Wang reported the enhancement
of the binding of the cationic porphyrin TMPyP** to BSA in
the presence of CB[8].**! The photosensitizer TMPyP*" binds
to BSA with a binding constant of 1.35x 10° M™!, which is
increased 3.2-fold in the presence of CB[8] (4.30x10° M ™).
This is suggested to be possible by the simultaneous inclusion
of two moieties inside CB[8], i.e. the photosensitizer and an
aminoacid from the protein chain. On the other hand, CB[7]
binding is in competition with the binding to BSA, and no
ternary interaction is observed. An enhancement of the singlet
oxygen quantum yield from 0.74 to 0.90 was observed for this
complex.

Both biosupramolecular assemblies have in common that
they use large dyes with multiple arms in order to provide an
anchoring moiety to both the protein and the macrocyle. Our
group followed up with a report on the ternary interaction
between AOT, CB[7] and human serum albumin (HSA)
(Scheme 8).°% In spite of being a small molecule, the extended
protrusion out of the CB[7] cavity observed for AO" (shown
in Figure 3) is a plausible explanation for the interaction with
the protein. The binding constant for the ternary system was
estimated to be (3.54+0.8)x10*M™!, very similar to the
binding of the photosensitizer by itself to the protein (2.5+
0.4) x 10* M~".B? In this case, there are no drastic changes in
the fluorescence emission or lifetime of the complex, but there
are noticeable traits in the anisotropy decays which revealed
this interaction. Such interactions are rare and relocation of
the dye between the protein and macrocycle has been observed

Scheme 8. Cartoon of the proposed structure for AO"-CB[7]-HSA
ternary complex.’? Reproduced by permission of The Royal Society
of Chemistry (RSC) on behalf of the European Society for Photo-
biology, the European Photochemistry Association, and RSC.
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for other molecules.®” It is also important to mention that
there are similar approaches using inclusion complexes of
porphyrins with cyclodextrins and lipoproteins.™!

6. Summary and Outlook

In this review we have summarized the properties that make
CB[n]s so attractive for PDT applications. Although PDT has
been an intensive area of research during the last decades,
only recently the use of CB[n]s complexes has been noted as
having strong potential for therapeutical applications. En-
hanced solubilization of photosensitizers and prevention of
aggregation by CB[n]s in biological media are two properties
that directly affect the outcome of PDT in vivo. In this regard,
encapsulation of neutral photosensitizers should be explored to
expand on the use of CB[n]s in PDT, specially porphyrins
which are the standard for this type of treatment.

Synthetic approaches (modifying photosensitizers) to in-
crease intersystem crossing, and thus singlet oxygen gener-
ation, have shown to decrease fluorescence emission since
both processes are competing deactivation pathways from the
singlet excited state. Fluorescence emission is essential for
detection invivo, and thus a careful balance between this
process and triplet excited state generation must be considered.
CB[n]s have shown the potential to enhance both the
fluorescence and intersystem crossing as shown for AO™.
However, this is not a general effect and more efforts should
be put into fully understanding how this mechanism is related
to the structure of the complexes.

Ternary interactions between PS complexes with CB[n]s
and proteins is also an area that could be exploited for in vivo
drug delivery purposes. Strong binding to serum proteins
would allow for longer circulation times in the bloodstream,
improving accumulation of PS in tumors and in vivo studies
are likely to shed light on the applicability of this strategy in
the future. Certainly, the structures of the PS, the CB[n] and
the protein are determinant for this kind of ternary inter-
actions. The key feature being protrusion of the PS out of the
cavity of the CB[n] to generate a hydrophobic region that
interacts with the protein.

The stabilization of the singlet excited state within CB[7]
has been largely discussed in the literature; however, the
stabilization of the triplet excited state seems to have been
somewhat overlooked in the past. This is an essential require-
ment to enhance both singlet oxygen generation and direct
electron-transfer reactions to biomolecules. On the other hand,
CBI[8] has the opposite effect, shutting down both fluorescence
and singlet oxygen generation or electron-transfer processes.
Therefore, both CB[7] and CB[8] have characteristics that
could be beneficial for PDT since at different stages of the
treatment full photoactivity (during treatment) or no photo-
activity (after the treatment) are desired. Most of the work in
the literature in this topic has been carried out with CB[7], and
it surely presents amenable properties for PDT; however, other
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members of this family including CB[n] derivatives should be
explored in more detail.

Given the transcendent role of singlet oxygen in therapeu-
tic applications of PDT and the need to control the photo-
activity of the PS to reduce side-effects, the encapsulation of
PS into CB[n]s has the potential and versatility to meet these
requirements. Control over the generation of singlet oxygen is
a very interesting area of research that is likely to bring new
advances in the near future.
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ABSTRACT: The formation of inclusion complexes between
drugs and macrocycles has proven to be an effective strategy
to increase solubilization and stabilization of the drug, while in
several cases improving their biological activity. In this
context, we explored the formation of an inclusion complex
between chemotherapeutic drug Melphalan (Mel) and
cucurbit[7]uril (CB[7]), and studied its effect on Mel
alkylating activity, hydrolysis, and cytotoxicity. The formation
of the inclusion complex (Mel@CB[7]) was proven by
absorption and fluorescence spectroscopy, NMR, docking
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studies, and molecular dynamics simulations. The binding constant for Mel and CB[7] was fairly high at pH 1 ((1.7 £ 0.7) X
10° M), whereas no binding was observed at neutral pH. The Mel@CB[7] complex showed a slightly decreased alkylating
activity, whereas the cytotoxicity on the HL-60 cell line was maintained. The formation of the complex did not protect Mel from
hydrolysis, and this result is discussed based on the simulated structure for the complex.

1. INTRODUCTION

Melphalan (Mel, Scheme 1) is an antineoplasic drug, which is
indicated for the treatment of multiple myeloma and other

n|s Chemical Structures

Scheme 1 Mel and CB[
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Mel CB[n] (n = 5-8,10)

types of cancer.”” Being a drug of the family of nitrogen
mustards, its antitumoral effect is related to the alkylation of
DNA.>"® Mel is practically insoluble in water at neutral pH,
and it rapidly hydrolyzes in biological media, factors that have
an impact on its usability. In this context, a supramolecular
approach to improving the overall drug performance, such as
the use of cyclodextrins,”” is interesting to explore due to its
demonstrated success in pharmaceutical formulations. For
example, Evomela is an injectable formulation of Mel that uses
a modified S-cyclodextrin (Captisol) to improve its solubility
and stability by the formation of an inclusion complex.

-4 ACS Publications  © 2018 American Chemical Society 8337

Cyclodextrins show in general low binding affinities, which is
their main downside as a supramolecular solubilizing agent.’
More recently, the family of cucurbit[n]uril macrocycles
(CB[n]s, Scheme 1) has emerged as promising candidates
for drug delivery applications.””"" Some characteristics that
make CB[n]s notable are their low toxicities, solubilizing
properties, high thermal stability, high binding affinities, and
good solubility in biological fluids.””' ">~

Previously, a report by Isaacs and collaborators showed that
Mel and other alkylating agents can be efficiently solubilized by
acyclic CB[n]s,"” which are very versatile in the binding of
several molecules of biomedical relevance. Nevertheless, there
is no information regarding how complexation within these
macrocycles could affect their stability, alkylating activity, and
cytotoxicity. Complexation of drugs by CB[n]s has stimulated
much interest over the past decade,”'”'>'®'? and there are
several interesting reports of how complexation affects
bioactivity and/or biodistribution. ! /1#716201L14=1620 ph e
fore, we were interested in investigating the formation of a
supramolecular complex between Mel and CB[n]s and if this
process would stabilize it, as it has been shown for several
other drugs,”’ while maintaining its alkylating activity and
cytotoxic effects. For this study, we chose cucurbit[7]uril
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(CB[7]), which has a cavity size comparable to that of f-
cyclodextrin, and it has been shown to encapsulate phenyl-
alanine,””** which is structurally related to Mel.

2. RESULTS AND DISCUSSION

Absorption spectra of Mel in the absence and presence of
increasing concentrations of CB[7] show a marked decrease in
the absorption band at 260 nm (Figure 1), which is consistent
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Figure 1. Absorption and fluorescence emission spectra of Mel (16
uM) upon addition of CB[7] (0—4S uM) in 0.1 M HCL Inset:
fluorescence emission spectra of the same samples.

with the encapsulation of the drug. It must be noted that these
changes were observed at pH 1 (0.1 M HCI) and no such
changes were observed at pH 7(see Figure Sl in the
Supporting Information). These results indicate that the
protonation state of Mel is essential for binding. Mel possesses
three pK, for 2-chloroethylamino, a-carboxylic, and a-amino
groups of 1.42, 2.75, and 9.17, respectively.24 Because binding
was observed only at pH 1, the protonation of the 2-
chloroethylamino and @-amino groups seems to be essential
for a strong binding to the macrocycle. This observation is
consistent with previous reports about the cation—dipole
interactions between the guest and CB[n] portals, which are
lined with carbonyl groups.””**** It is important to note that
this interaction with the portals could lead to pK, shifts when
the drug is encapsulated inside CB[n]s,”°~*" which was not
evaluated in this work. The fact that there is no appreciable
binding at pH 7 (zwitterionic species) could be related to a
destabilization of the complex because of repulsive interactions
with the negative charge density of the carbonyl groups at the
portals of CB[7].

Fluorescence emission spectra also showed a noticeable
decrease in intensity as the concentration of CB[7] in the
sample increased (Figure 1, inset), which further supports that
the formation of an inclusion complex with CB[7] is taking
place.

The binding constant for the Mel@CB[7] complex obtained
from the fluorescence titrations was (1.7 =+ 0.7) X 10° M~
(Figure 2). The value for the binding constant with CB[7] is
fairly high and falls within the range reported for several
benzimidazol-derived drugs.'” This binding constant (K;;) can
be related to the solubilizing capacity of the macrocycle by a
phase-solubility diagram ([drug] vs [macrocyle]) assuming a
1:1 binding, as depicted by eq 1. S, refers to the intrinsic
solubility of the drug, whereas the slope is obtained from the
linear fit of the data.””
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Figure 2. Binding isotherm for Mel (20 4M) with CB[7] (0—45 uM)

in 0.1 M HCI at 25 °C. The data was fitted to a 1:1 binding model
using numerical analysis.>"**

slope

18, (1 — slope)

(1)

The solubility of Mel hydrochloride is reported to be 3.11 mg
mL™%" thus, considering the K, obtained for CB[7] in this
work, the simulated slope would be unity. This means that
CB[7] is a very good solubilizing agent for Mel and it is close
to the slopes reported for acyclic CB[n]s (0.81—1.2)."” In
comparison, (SBE),,-#-CD (Captisol), which possesses a
binding constant of 142.7 M ™" with Mel (from phase-solubility
diagram), has a simulated slope of 0.6.*

The inclusion of Mel inside the cavity of CB[7] is further
supported by the 'H NMR spectra (Figure 3), which show
strong downfield shifts for Mel aromatic hydrogens, whereas
the signals for the a-carbon hydrogen and the 2-chloroethyl
protons are not changed (see Figures S2 and S3 in the
Supporting Information for the assignment). Residual peaks
from the solvent at around 3.2 ppm prevent the observation of
the hydrogens of the methylene group; however, it is clear
from the spectra that the aromatic ring is placed inside the
cavity, whereas the rest of the molecule sits outside of the
macrocycle.

This inclusion mode is consistent with molecular docking
studies, which show the preferential inclusion of the aromatic
portion of the molecule inside CB[7], with the 2-
chloroethylamino group and the a-carbon groups sticking
out through the portals (Figure 4). The complex shows
favorable binding energy (—5.64 kcal mol™"), which is in line
with the high binding constant determined experimentally. It
must be emphasized that the value of the binding energy is
relative and cannot be correlated directly with the value of the
binding constant. However, it is a good indication that the
complex is fairly stable. The simulations show that the complex
is stabilized by three hydrogen bonds with the carbonyl groups
(Figure 4); although hydrophobic interactions and cation—
dipole interactions between the protonated amino groups and
the portals are certainly contributing to the binding. The
docking studies show that the formation of the complex is less
favorable at pH 7 than at pH 1 (see Figure S4 in the
Supporting Information), but weak interactions in solution
cannot be completely ruled out.

Because solvation can largely affect the formation of the
complex and its conformation over time, molecular dynamics
(MD) simulations were performed for 10 ns to assess the
stability of the complex (Figure S). The results show that Mel
remains inside the cavity of CB[7] for the duration of the
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CB[7]

*HOD

Mel@CB[7]

B

Figure 4. Simulated structure for the Mel@CB[7] complex from docking studies. Color code for Mel atoms: C, cyan; O, red; N, blue; and H, gray.
The structure of Mel corresponds to the fully protonated form at pH 1. Hydrogen bonds are indicated in the figure.

simulation and that at least one hydrogen bond is retained
throughout the entire time, with sporadic additional hydrogen
bonds being formed. It is interesting to note that the
conformation of the complex changes very little during the
simulation and that the 2-chloroethylamino group is always
positioned at the rim of CB[7]. This conformation would
maintain the alkylating activity of Mel because this group is
responsible for the alkylation of DNA bases.”

Alkylating activity is essential for Mel chemotherapeutic
effect. Therefore, we tested if the complexation of Mel by
CB[7] altered such property by following the generation of a
colored product at 545 nm after reaction with 4-(4-
nitrobenzyl)pyridine (NBP), which is based on the alkylation
of the pyridine moiety of the reagent giving a chromophore
product at basic pH.> The results in Figure 6 show that there
is a slight decrease in the relative alkylating activity of Mel
when included inside the cavity of CB[7]; however, this effect
is minor. These results agree with the binding mode discussed
above from NMR, docking studies, and MD simulations, where
the 2-chloroethylamino group is located on the outside of the
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macrocycle, protruding through one of the portals. Therefore,
alkylating activity is roughly maintained.

The main problem that Mel has as a drug is its instability in
aqueous media due to rapid hydrolysis at neutral pH.****?*
Evomela is reported to be stable for 1 h after reconstitution at
room temperature.s’36 To assess if complexation within CB[7]
protected the drug from hydrolysis, we performed a series of
experiments where Mel was incubated at physiological
temperature, and subsequently hydrolysis products were
quantified by high-performance liquid chromatography
(HPLC) based on previous reports from the literature.”*”>*’
In the case of the CB[7] complex, before the analysis, Mel was
released from CB[7] using adamantylamine (ADA) as a
competitor due to its high binding constant (1.2 X 10"
M™).*® Release from the macrocycle is necessary for
quantification because the extinction coefficient of the complex
is lower than that for free Mel as shown in Figure 1. In these
experiments, it is also important to consider that Mel will
hydrolyze somewhat during sample preparation and during the
HPLC run. Therefore, control experiments were performed for
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Figure 5. MD simulations for the Mel@CB[7] complex at 0 and 10 ns. Color code for Mel: C, cyan; O, red; N, blue; and H, gray. The structure of

Mel corresponds to the fully protonated form at pH 1.
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Figure 6. Alkylating activity measured as the absorbance at 545 nm
for the NBP assay. Samples corresponded to Mel (200 M) in the
absence or presence of 1.5 equiv of CB[7].

nonincubated samples and the small amounts of hydrolyzed
products detected were subtracted from the incubated samples
(see Figures S5 and S6 in the Supporting Information). Loss of
the chlorine atoms leads to their replacement by hydroxyl
groups. Therefore, there are two main hydrolysis products, the
monohydroxy (MOH) and the dihydroxy (DOH) derivatives
of Mel,”**” though other products have been identified by
mass spectrometry (MS).”> The chromatogram in Figure 7
corresponds to a representative experiment, which shows that
Mel incubation produces a single hydrolysis product with a
retention time of 3.6 min. This product is the same for Mel or
the Mel@CB[7] complex and was attributed to the MOH
derivative based on mass spectral analysis (see Figures S7 and
S8 in the Supporting Information). Note that the DOH
derivative can be detected by MS but at a relatively low
abundance, indicating that it is a minor product. Comparisons
of the integrated areas of the chromatogram peaks for Mel and
MOH yielded a hydrolysis ratio of 15.7 + 2.5% for Mel and
11.8 + 2.7% for Mel@CB[7]. These two values are the same
within error, indicating that CB[7] complexation does not
protect Mel from hydrolysis. It is noteworthy that Mel
hydrolysis is strongly pH-dependent and higher rates of
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Figure 7. HPLC chromatograms for 100 4M Mel (red line) and 100
uM Mel@CB[7] (blue line) incubated for 3 h at 37 °C in 0.1 M HCL
Hydrolysis product labeled as MOH.

hydrolysis are observed at neutral or basic pH.***” This
behavior is consistent with the proposed mechanism of
hydrolysis, involving a nucleophilic attack of the unprotonated
amino group toward one of the chlorine-bearing carbon
atoms.””” The results obtained herein are in line with
previous discussions about the binding mode within CB[7];
thus, the exposure of the 2-chloroethylamino group to the
solvent does not change its reactivity toward hydrolysis. This is
different than previously reported slowing of the rate of
hydrolysis by Captisol because in that case the 2-
chloroethylamino group is embedded within the hydrophobic
cavity of the macrocycle,” and this is clearly a limitation for
the CB[7] complex. Although hydrolysis is not prevented,
alkylating activity was almost unmodified, which is still a good
antecedent for its therapeutic action.
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Finally, the cytotoxicity of Mel and Mel@CB[7] complex
was assessed in human leukemia cell line (HL-60) as a model
for its therapeutic action. The cytotoxicity assays shown in
Figure 8 revealed that there is no significant difference between
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Figure 8. HL-60 cell viability assay with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) after 24 h incubation with
either Mel or Mel@CB[7]. Control sample in the absence of Mel and
samples containing 200 uM Mel, 200 yM CB[7], and 200 uM Mel@
CB[7] complex.

the efficacies of Mel and its CB[7] complex in inducing cancer
cell death. Samples in the presence of only CB[7] showed no
cytotoxicity, as reported for several cell lines."”'® It is
important to emphasize that even when the alkylating activity
was slightly decreased and its hydrolysis was not prevented, the
Mel@CB[7] complex performs as well as the drug by itself, but
CB[7] encapsulation offers enhanced solubility. One can
speculate that because the binding of Mel to CB[7] was
observed only at acidic pH and not at pH 7, encapsulation
could help improve drug delivery for an oral formulation of
Mel, as the drug would be released after passing through the
stomach.

3. CONCLUSIONS

Mel was effectively encapsulated inside CB[7], which was
demonstrated by changes in the absorption and fluorescence
spectra, NMR, docking studies, and MD simulations. The
binding mode corresponded to the inclusion of the aromatic
ring inside the cavity, whereas the a-amino, a-carboxylic, and
2-chloroethylamino groups protruded through the portals.
Stabilization of the complex was due to a combination of
hydrogen bonding, hydrophobic interactions, and cation—
dipole interactions. The protonation state of Mel was
fundamental for the binding, being observed experimentally
only for the fully protonated form at pH 1. It must be
emphasized that Mel hydrochloride is viable for an injectable
formulation (Alkeran). Encapsulation of Mel inside CB[7]
could hold promise for oral intake, where the complex might
be stabilized. The formation of the Mel@CB[7] inclusion
complex showed a slight decrease for the alkylation activity,
but the cytotoxicity was not affected, as shown for the HL-60
cell line. On the other hand, hydrolysis was not prevented as
shown for the encapsulation of Mel in the p-cyclodextrin
derivative (Evomela), and this is proposed to be due to the
binding mode within the macrocycle. In CB[7], the aromatic
ring is inside the cavity of the macrocycle with the 2-
chloroethylamino group placed outside of the cavity, whereas
for the p-cyclodextrin derivative, this group remains inside the
cavity, slowing down hydrolysis.
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4. EXPERIMENTAL SECTION

4.1. Chemicals. Melphalan (Mel), cucurbit[7]uril
(CB[7]), adamantylamine (ADA), and bis(cyclopentadienyl)
cobalt(IIT) hexafluorophosphate (Cob*) were obtained from
Sigma and used without further purification. Hydrochloric acid
(37%), formic acid (100%), acetic acid (100%), sodium
acetate, and sodium phosphate salts were obtained from
Merck. 4-(4-Nitrobenzyl)pyridine (NBP) was obtained from
Chem-Impex International. Ultrapure water from a Milli-Q
water purifying system was used to prepare all of the solutions
(resistivity of 18.2 MQ cm).

4.2. Sample Preparation. Stock solutions of Mel (1 mg
mL™") were prepared by dissolving the drug in ethanol/HCl
solution (99:1). Diluted samples were prepared in 0.1 M HCl
(pH = 1) or 10 mM phosphate buffer, pH 7 (pH meter Hanna
HI2221). Final concentrations were determined by their UV—
vis absorption spectra using a molar extinction coeflicient of
(49 +£0.2) x 10* M™! cm™ at 260 nm in 0.1 M HCI, which
was determined in this work.

Stock solutions of CB[7] were prepared in water (~1 mM)
and titrated against a known concentration of Cob* by UV—vis
spectroscopy according to the method reported in the
literature.”” ADA stock solutions (10 mM) were prepared in
water.

4.3. Absorption and Fluorescence Measurements.
The association of Mel (16 uM) to CB[7] (0—50 uM) was
measured by absorption and fluorescence spectroscopy.
Absorption was measured on a HP8453 spectrophotometer
using 1 cm pathlength cuvettes. Fluorescence emission spectra
were obtained by exciting the samples at 260 nm (5 nm
bandwidth) using a LSSS PerkinElmer fluorimeter. The
temperature was kept at 25 °C using a waterbath. Binding
isotherms built from the fluorescence data were adjusted using
numerical analysis as reported previously.”"*?

4.4. NMR Measurements. Mel (2.5 mg) was dissolved in
500 uL of DCI/D,0O (1:20) with the aid of sonication in the
absence or presence of 1 equiv of CB[7]. The NMR spectra
were obtained using a Bruker Avance III HD instrument
working at 400 MHz.

4.5, Structure Optimization and Molecular Docking.
Mel in different protonation states and CB[7] were
constructed using Gaussian 03" and optimized using the
B3LYP method and 6-31G** base set.” The partial charges of
the compounds were corrected using ESP methodology.
Topology and parameters for all structures were obtained
using the SwissParam server.*”

Molecular dockings of Mel inside CB[7] were carried out
using AutoDock 4.0 suite software.”” The grid maps were
calculated using the autogrid4 subprogram and were located in
the center of CB[7]. The volumes for the grid maps were 70 X
70 X 70 points with a grid-point spacing of 0.375 A. The
autotors option was used to define the rotating bonds in the
ligand. The following parameters were employed in the
Lamarckian genetic algorithm dockings: initial population of
1500 random individuals with a population size of 150
individuals; 2.5 X 10° energy evaluations, a maximum number
of 27 000 generations, a mutation rate of 0.02, and a cross-over
rate of 0.80. The docked complexes were built picking the
lowest docked-energy binding positions with a relatively high
number of conformations.

4.6. Molecular Dynamics Simulations. Mel@CB[7]
complexes in different protonation states were solvated by a
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TIP3 water model and submitted for 10 ns MD simulations
using an NPT ensemble. The calculations were performed
using NAMD 2.6 software.”* Periodic boundary conditions
were applied to the systems in the three coordinate directions.
A pressure of 1 atm and a temperature of 298 K were
maintained throughout the simulations.

4.7. Alkylating Activity. The alkylation induced by Mel
was measured according to a protocol reported in the
literature.” Briefly, 5 mL of 200 uM Mel in 0.2 M acetate
buffer, pH S, were mixed with 1.5 mL of a 10% NBP solution
in methanol and the mixture was incubated at 100 °C for 30
min. The same procedure was adopted for a sample containing
Mel and 1.5 equiv of CB[7]. Control experiments at pH 1
yielded the same results. After cooling for 15 min, the product
was extracted with 3 mL of chloroform, and then 3 mL of 3 M
NaOH was added and the sample was vortexed thoroughly.
After centrifugation at 1500 rpm, the absorbance of the
chloroform layer was measured at 545 nm. The experiments
were performed in triplicate.

4.8. Hydrolysis. The measurement of the hydrolysis degree
of Mel was adapted from previously reported methods.”**>*”
Mel (100 uM) in 0.1 M HCl was incubated at 37 °C for 3 h in
the absence or presence of 1 equiv of CB[7]. After incubation,
ADA (200 yM) was added to the samples containing CB[7] to
release Mel from the macrocycle. Hydrolysis products were
measured on an Hitachi Elite LaChrom HPLC system using an
isocratic mobile phase of acetonitrile and 0.1% formic acid in
water (32:68), RP-18 endcapped column (5 ym, 250 X 4 mm?,
Merck), 1 mL min™' flow, and 260 nm for the detection
wavelength (L-2455 diode array detector). Control experi-
ments with nonincubated samples were performed to take into
account the hydrolysis of Mel during the analysis (preparation
and HPLC column run), and the small amounts of hydrolyzed
products detected were subtracted from the incubated samples.

4.9. Cytotoxicity Assay. HL-60 cells were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10%
fetal bovine serum and 1% antibiotic/antimycotic in a
humidified atmosphere of 5% CO, at 37 °C. Cells were
seeded in 96-well plates at a density 3 X 10° cells/well. Mel or
Mel@CB[7] were added at a final concentration of 200 yM
and incubated for 24 h. After the treatment, cell viability was
determined by the MTT assay (10% v/v of S mg mL™' MTT
solution was added to each well and incubated for 2 h). Then,
the formazan crystals formed by the reaction between
metabolically active cells and MTT were dissolved by adding
a solution of 10% sodium dodecyl sulfate in 0.01 M HClI into
each well. The plate was left overnight in an incubator to finally
read its absorbance at 570 nm using a Biotek Synergy HT
microplate reader.
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