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Nada en la vida debe ser temido, solamente comprendido. Ahora es el momento de

comprender mas para temer menos .- Marie Curie
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Resumen

El cancer es la segunda causa de muerte reportada a nivel mundial, entre las
diversas terapias empleadas para su tratamiento se encuentra la terapia
fotodinamica (PDT). La PDT consta del uso de tres componentes: oxigeno, un
agente fotoactivo llamado fotosensibilizador (PS) y luz. En el contexto de la
terapia fotodindmica, el presente trabajo se basd en la sintesis de dos
derivados del fotosensibilizador Azul de Toluidina y el empleo de dos vehiculos
como lo son la albumina de suero humana (HSA) y el macrociclo
cucurbit[7]urilo (CB[7]). Los derivados sintetizados poseen un enlace disulfuro
y un anillo de maleimida respectivamente, lo que permitio realizar su
conjugacion covalente con el residuo de cisteina 34 de la HSA y
posteriormente la formacién de un complejo biosupramolecular con el CB[7],
esto con el objetivo de incrementar su incorporacion y efecto fototdxico en

células tumorales cultivadas in vitro.

Los resultados obtenidos comprueban la sintesis de los derivados, conjugados
con la HSA, formacioén de los complejos de inclusién con el CB[7] y complejos
biosupramoleculares con la HSA y el CBJ[7]. La caracterizacién quimica se
realizd empleando técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN),
espectrometria de masas y dicroismo circular. La caracterizacion fotofisica y
fotoquimica se realizé determinando los espectros de absorcion, fluorescencia
en estado estacionario, fluorescencia resuelta en el tiempo, determinacion de
la fotoestabilidad, rendimiento cuantico de oxigeno singlete y rendimiento
cuantico de fluorescencia. Los derivados presentaron mayor fotoestabilidad y
un rendimiento cuantico de oxigeno singlete similar respecto a su precursor en
solucion buffer, estos resultados son de gran interés para su aplicacion en la
terapia fotodinamica. Los complejos de inclusion entre los derivados y el CBJ[7]
presentaron constantes de asociacion altas y cambios en sus propiedades

fotofisicas como se vio reflejado en el rendimiento cuantico de fluorescencia y
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de oxigeno singlete. Los conjugados con la HSA presentaron cambios en sus
propiedades fotofisicas con la aparicion de una banda de absorcion y emision
en el rango visible, y asi mismo, cambios considerables en el rendimiento
cuantico de oxigeno singlete. Finalmente, los estudios in-vitro de los diferentes
derivados y sistemas mostraron una diferencia significativa en la incorporacion
de los sistemas en los que participaba la HSA como vehiculo e influenciando
en su fototoxicidad. La informacion obtenida permitié6 demostrar las ventajas y
el potencial uso de los conjugados y complejos biosupramoleculares en la
terapia fotodinamica.
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Capitulo I. Introduccién

1.1. Céncer, Impacto en la sociedad

Cancer es un término genérico para un gran grupo de enfermedades
caracterizadas por el crecimiento de células anormales mas alla de sus limites
habituales que luego pueden invadir partes adyacentes del cuerpo y/o
diseminarse a otros 6rganos.[1] En el presente afio se estima que los casos
de personas que padecen cancer son de 19.3 millones de nuevos casos y 10
millones de casos de muertes alrededor del mundo en el 2020. Uno de cada 5
hombres y una de cada 6 mujeres en el mundo desarrollan cancer durante su
vida, y uno de cada 8 hombres y una de cada 11 mujeres muere debido a esta
enfermedad.[2] En Chile, el cancer es la segunda causa de muerte para ambos
sexos luego de las enfermedades cardiovasculares; las muertes por cancer
presentadas en el afio 2017 fueron el 25.9% del total de decesos presentados
en el pais.[3, 4] Los tratamientos tradicionales para combatir el cancer incluyen
la cirugia, radioterapia y quimioterapia; pero a pesar de sus ventajas estos
procedimientos presentan efectos secundarios 0 son meétodos invasivos.
Debido a esto, se ha investigado y desarrollado en las Gltimas décadas un tipo

de terapia alternativa denominada Terapia Fotodinamica.[5]

1.2. Terapia Fotodinamica, Tratamiento contra el Cancer

La terapia fotodinamica (PDT—Photodynamic Therapy) es un tratamiento
terapéutico aplicado para diversos tipos de cancer;[6] esta terapia también es
utilizada para patologias no cancerigenas como el tratamiento del acné [7, 8]
e infecciones microbianas.[9-13] La PDT es una terapia minimamente
invasiva, la cual requiere el uso de tres factores: un fotosensibilizador, oxigeno

y luz. La molécula denominada fotosensibilizador (PS-Photosensitizer) es un



cromoforo natural o sintético que absorbe luz a una longitud de onda
especifica; este es incorporado al tejido o células tumorales para luego ser
excitado por una fuente de luz y generar especies reactivas de oxigeno (ROS-
Reactive Oxygen Species), las cuales desencadenaran la muerte de células
tumorales y posterior reduccion o eliminacion del tejido tumoral.[14] Cuando el
PS que fue incorporado en la célula es expuesto a una longitud de onda
especifica pasa del estado basal (So) a su estado excitado singlete (S1), este
estado tiene un tiempo de vida corto en el orden de nano a picosegundos y se
desactiva por vias de conversion interna (IC-Internal Conversion) o de manera
radiativa (fluorescencia). Alternativamente estando en el estado Si puede
ocurrir un cruce entre sistemas (ISC-Intersystem Crossing) y pasar al estado
triplete excitado (T1), este estado tiene un tiempo de vida en el orden de
microsegundos. El estado Ti implica un cambio en el estado electronico, lo
qgue conlleva que la desactivacién al estado basal esta prohibida por el spin
por esta razon el tiempo de vida es mas prolongado en comparacion al estado
S1; en este estado se han reportado se pueden dar reacciones con sustratos
bioldgicos y oxigeno molecular por vias de reaccion tipo | o Il respectivamente,
generando ROS. Las reacciones tipo | presentan una abstraccion de un &tomo
de hidrogeno o una transferencia de electrones generando especies
radicalarias (superoxidos, hidroxilo, etc.). Por otro lado, las reacciones tipo Il
presentan transferencia de energia entre el estado excitado triplete del PS'y el
oxigeno molecular que se encuentra en estado triplete basal generando asi el
oxigeno singlete (*0O2). Las ROS generadas son las encargadas de
desencadenar dafio celular y posterior muerte del tumor por necrosis,

apoptosis o autofagia. (Esquema 1).[15]
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métodos de desactivacion y las reacciones fotoquimica tipo | y Il, b)

Representacion de la PDT y muerte tumoral. [16]

La PDT presenta diferentes mecanismos en cuanto a la actividad anti-tumoral,
entre estos mecanismos se encuentran el dafio a las células tumorales, dafio
a la vascularizacion e inducir a una respuesta inflamatoria e inmune.[17, 18]
Enfatizando en el tipo de actividad antitumoral correspondiente al dafo a las
células tumorales, esto depende de la localizacion del PS, ya que implicaria la
generacion de dafos irreparables en las diversas partes vitales celulares como
lo son lisosoma, mitocondria, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y
membrana nuclear.[19, 20] Las propiedades fisicoquimicas y la naturaleza de
los PS son determinantes para entender la localizacion y dafio celular que es
producido por las ROS. Por ejemplo, un PS catiénico como derivados de
porfirinas suelen permear la membrana y localizarse en la mitocondria, este al
ser irradiado genera ROS debilitando la membrana mitocondrial y como
resultado provocando muerte apoptética;[6] mientras que se considera que PS
hidrofébicos como las ftalocianinas se incorporan y localizan en su mayor parte

en los compartimientos lisosomales provocando autofagia celular.[21]



1.3. Fotosensibilizadores

El primer fotosensibilizador aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration) en 1995 fue la hematoporfirina, la cual es una porfirina
endogena.[22] Los PS utilizados en la PDT son divididos en dos grupos:
porfirinas y no-porfirinas. Los PS basados en porfirinas representan la mayoria
de los utilizados en la PDT y estos a su vez pueden ser clasificados como
primera, segunda y tercera generacion. La primera generacion incluye el
Photofrin® el cual es un PS aprobado por la FDA, este corresponde a un
oligbmero de porfirina, pero presenta problemas de fotosensibilidad cutanea
prolongada, baja especificidad y baja absorcién de luz dentro del rango de la
ventana terapéutica (600-800 nm). Para superar estas falencias se realizaron
derivatizaciones de los PS para asi crear los pertenecientes a la segunda
generacion dentro de los que se encuentran: clorinas, feofdrbidos, texafirinas
y ftalocianinas. Los PS de primera y segunda generacion han presentado
problemas de selectividad y baja solubilidad en agua, para sobrepasar esta
limitacion se ha investigado posibles vehiculos al cual el PS esté asociado o
conjugado, con frecuencia estos vehiculos son macromoléculas que se dirigen
o retienen en las células cancerosas.[16, 23] Finalmente los PS de tercera
generacion corresponden a los PS de segunda generacion que utilizan
vehiculos como azlcares, oligonucleétidos, péptidos, proteinas entre otros

para potenciar la selectividad y acumulacién del PS en el tumor.[24, 25]

Por otro lado, se han desarrollado los PS no-porfirinicos entre los cuales se
incluyen los PS cationicos como colorantes derivados de cianinas,
antocianinas, fenotiazinas, entre otros.[5] En el grupo de las fenotiazinas se
encuentran cromoforos cationicos como: Azure B, Tionina, Azul de Metileno,
Azul de Toluidina, etc. El azul de metileno es uno de los PS catidnicos mas
ampliamente estudiados;[26] mientras que otro derivado de fenotiazina como

el Azul de Toluidina (TBO-Toludine Blue O) ha demostrado que puede ser
4



utilizado en la PDT debido a que genera fototocixidad y muerte celular,[27, 28]
pero a su vez este fotosensibilizador no ha sido tan ampliamente explorado.

En la presente investigacion se escogio el TBO como el PS de interés.

En general, los PS deben cumplir con caracteristicas como: 1) Disponibilidad
y facilidad de obtener un compuesto con alto grado de pureza y bajos costos,
2) baja toxicidad en oscuro, 3) estabilidad y solubilidad en medio acuoso
debido a que la agregacion genera reduccion en el rendimiento cuantico de
fluorescencia, del estado triplete y generacibn de oxigeno singlete,
disminuyendo asi su fotoactividad, 4) rapida excrecion del cuerpo para asi
reducir su toxicidad al final del tratamiento, 5) presentar coeficiente de
absorcion molar alto en el rango entre 600-800 nm, 6) generar oxigeno
singlete, 7) alto rendimiento cuantico y largo tiempo de vida del estado triplete,
8) acumularse selectivamente en el tejido o células tumorales, 9) no debe ser
un agente mutagénico o cancerigeno.[29-32] Actualmente, se encuentran
clinicamente aprobados para su uso en la PDT fotosensibilizadores como:
Photofrin®, Levulan®, Metvixia®, Foscan®, Talaporfin®, Verteporfina®,
Cysview®.[15, 33]

1.4. Oxigeno Singlete

El oxigeno molecular es una molécula diatbmica paramagnética que posee
propiedades espectroscopicas, procesos de transferencia de energia y
reactividad quimica particulares con respecto a otras moléculas en estado
basal.[34] El oxigeno molecular en su estado basal es designado por la
terminologia como O: (329‘ ) 0 302; este posee dos estados excitados los
cuales tienen su spin apareado con multiplicidad singlete pero difieren en su
orbital molecular t-antienlazante. El primer estado excitado del oxigeno o el

estado excitado de menor energia es denominado Oz ( 1Ag) 0 'Oz, mientras

que su segundo estado excitado de mayor energia es denominado Oz ( 125)

5



(Figura 1). La diferencia energética de los estados 1Ag y 12; es de 22.5 kcal

molt (95 kJ mol?) y 31.5 kcal mol* (158 kJ mol?) respectivamente, esta

diferencia energética es por encima de la energia del estado basal del
oxigeno 329‘ (Figura 2).[35] EIl tiempo de vida para las especies del estado
excitado del oxigeno 1Ag y 12_;,‘ en estado gaseoso son de 72 minutos y 11
segundos respectivamente. Por otro lado, la transicion del segundo estado
excitado singlete al estado basal 12; © 325 presenta un decaimiento
luminiscente a 762 nm vy la transicion del primer estado excitado singlete al
estado basal 1Ag o 329‘ presenta un decaimiento caracteristico a 1270 nm,

este Ultimo decaimiento fue utilizado para el estudio de la formacién de esta
especie en la presente investigacion.[36]
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Figura 1. Representacion de los diagramas de orbital molecular del oxigeno

molecular X y sus dos estados excitados A, y 'X}.
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Figura 2. Diagrama de energia potencial del oxigeno molecular en estado

basal y sus dos estados excitados degenerados.[35]

En la literatura se ha presentado diferentes fuentes fisicas y quimicas de
oxigeno singlete dentro de las cuales se encuentran: la descarga de
microondas en oxigeno gaseoso, la reaccion de peréxido de hidrégeno con
hipoclorito de sodio,[37] descomposicién espontanea del producto de la
ozonolisis del trifenil fosfito,[38] la reaccién de perdxido de hidrogeno con
molibdatos,[39] la termdlisis de endoperdxidos policiclicos aromaticos como
derivados de naftaleno, tetraceno y antraceno.[40] Finalmente, otro método
conocido para la generacién de oxigeno singlete es el de la Fotosensibilizacion
el cual fue descrito anteriormente y es la metodologia de interés en el presente

trabajo.

Luego de su formacion, el oxigeno singlete puede ser desactivado por
mecanismos fisicos como: el decaimiento radiativo, interaccion con el solvente
0 sustrato, ya sea con el PS o0 con especies otras especies presentes.
Asimismo, el oxigeno singlete también puede presentar una desactivacion
quimica al interaccionar y generar nuevos productos con el PS u otros

compuestos que se encuentren en el medio.[36]



Entre las aplicaciones del oxigeno singlete en la fotoquimica y fotobiologia se
puede resaltar su uso para: la ciencia de los polimeros, tratamiento de
contaminantes en el agua, sintesis quimicay en la terapia fotodinamica.[35] El
oxigeno singlete, es un electrdéfilo fuerte y reacciona rapidamente con enlaces
insaturados C-C mediante: 1) reacciones ene, 2) Cicloadicién [2+2] y 3)
Cicloadiciéon [4+2], similares a la reaccion de Diels-Alder siendo el oxigeno
singlete el diendfilo.[41] Igualmente el oxigeno singlete puede ser agente
oxidante de fenoles, sulfuros y aminas. En sistemas heterogéneos en donde
esta presente proteinas o enzimas, el oxigeno singlete podra interaccionar y
reaccionar con residuos de aminoacidos como lo son Cisteina, Histidina,
Triptéfano, Metionina y Tirosina generando estrés oxidativo.[6] Por otro lado,
el oxigeno singlete en un ambiente biolégico puede también reaccionar con
ADN,ARN vy lipidos.[42]

La presente investigacion esta direccionada a la aplicacion del oxigeno
singlete en la PDT, la obtencién de este sera por la fotosensibilizacion. La
cuantificacion de las moléculas de oxigeno singlete generadas por el PS y el
oxigeno presente por fotdbn absorbido es medido con el rendimiento cuantico

de oxigeno singlete (Da).

1.4.1. Rendimiento cuantico

El Esquema 2 indica una representacion simplificada de los procesos de
desactivacion que puede seguir el fotosensibilizador en su estado excitado.
Entre los procesos se encuentra la desactivacion no radiativa (NR) vy
desactivacion radiativa (F). Alternativamente, se puede dar un cruce entre
sistemas pasando el PS a su estado excitado triplete y a su vez siguiendo
mecanismos de desactivacion tipo | y tipo Il mediante transferencia electrénica

o de energia.



PS + hv— 'PS —>F Tipo I

Tipo 1T
—

102

Esquema 2. Diagrama general de desactivacion del PS.

El rendimiento cuantico de un proceso especifico (®;) corresponde a la
medicion de la eficiencia de un proceso fotofisico o fotoquimico (i) que ocurre
por cada fotén absorbido. ElI ® puede expresarse en términos molares como
el numero de moles de un proceso i en relacion con la cantidad de moles de
fotones absorbidos o puede expresarse en términos cinéticos (ki) como la
constante de velocidad de un proceso sobre la sumatoria de las constantes de
velocidad de los procesos de desactivacion del estado excitado (Ecuacion 1).
[43, 44]

Ecuacion 1. Ecuacion general del rendimiento cuantico de un proceso (i).

El rendimiento cuéntico de fluorescencia (®g) es la medicién de la eficiencia
del proceso de emisidn generada por la transicion del estado singlete excitado
de una molécula S: al estado basal So, definido como fotones emitidos por
fotones absorbidos. La fraccién de moléculas que decaen por el proceso de

fluorescencia se describe en la Ecuacion 2. [43, 44]



Ecuacién 2. Ecuacion general del rendimiento cuantico de fluorescencia.

La manera habitual para determinar un ® es mediante la comparacién con un
estandar el cual se conozca su rendimiento cuantico. El @ de los reactivos de
referencia o estdndar es en muchos casos independiente de la longitud de
onda de excitacion y para su determinacion se emplea la comparacion de la
intensidad de fluorescencia del compuesto de interés con respecto al reactivo
de referencia o estandar. La Ecuacion 3 muestra una relacion de la intensidad
de fluorescencia tanto del PS de interés como el PS de referencia con el ®g.
[45]

AUC Abs 2
ot 352 (i) i
AUCR AbSS T]R
Ecuaciéon 3. Ecuacion del rendimiento cuantico de fluorescencia.

Donde el rendimiento cuantico de fluorescencia de la muestra (®;°) es
funcion del @ del reactivo de referencia (®z%), el area bajo la curva del
espectro de fluorescencia (AUC- Area Under the Curve) tanto de la muestra
(AUCs) como del PS de referencia (AUCR), la absorcion a la longitud de onda
de excitacion de la muestra (Abss), la absorcién a la longitud de onda de
excitacion del PS de referencia (Absr) y correcciones del indice de refracciéon

de los solventes empleados de la muestra (n2) y del PS de referencia (n3).[46]

En el Esquema 2 se puede observar que luego de un cruce entre sistemas
(ISC) el PS se encuentra en el estado excitado triplete y podria generar
productos ya sea por reacciones tipo | o tipo Il. Entre las reacciones tipo | se

puede dar reacciones radicalarias que generen la fotodegradacién de un PS.
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La fotodegradacion es el proceso irreversible de destruccion de un fluoréforo
en su estado excitado debido a interacciones con oxigeno molecular u otras
moléculas en el medio. El fluoréforo es quimicamente modificado al regresar
a su estado basal como una nueva molécula que no absorbe luz a una longitud
de onda especifica; la eficiencia de este proceso se puede determinar con el

rendimiento cuantico de fotodegradacion (®,,4) como se indica en la Ecuacion

4. [44]

d[A
® No.moléculas de PS degradado ~ — [ ]/dt
pd = =

No.Fotones absorbidos Laps

Ecuacién 4. Ecuacion general del rendimiento cuantico de fotodegradacion.

La Ecuacion 4 describe la relacion de la constante de fotodegradacion de un
PS (-d[A]/dt) y la intensidad de luz absorbida (labs) que es descrita como el flujo
de fotones incidente en la celda en relacién con la ley de Beer-Lambert

(Ecuacion 5).

laps = 10(1 - 10_Ab50)

Ecuacion 5.Ecuacién de intensidad de luz absorbida.

Por otro lado, las reacciones tipo Il implican transferencia de energia con el
oxigeno molecular para asi generar oxigeno singlete. El rendimiento cuantico
de oxigeno singlete (®,) se define como la eficacia de la produccion de
moléculas de oxigeno singlete por cada fotén absorbido por el PS. En la Tabla
1, se amplia la informacion del Esquema 2 enfatizando en la generacion y

mecanismos de desactivacion del oxigeno singlete. [36, 47]
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Tabla 1. Resumen de procesos de produccion y desactivacion de 102.[47]

Reaccién Ecuaciéon de velocidad Descripcion

Procesos en el estado
excitado singlete

PS - 3PS —kysc[ *PS] Cruce entre sistemas

Procesos en el estado

excitado triplete

3PS - PS + hv —kgr[ 3PS] Decaimiento radiativo

(Fosforescencia PS)

3PS - PS —ky nr[ PS] Decaimiento no radiativo
3PS + 02 » PS + 102 —k2%[0,][ 2PS] Transferencia de energia
3PS+ 02> P —qu}[Oz][ 3ps] Otros procesos

Procesos del oxigeno singlete

102 = 02+ hv1370nm —kar[ 10,] Decaimiento radiativo

(Fosforescencia 102)

102 - O2 —kanr[ 10;] Decaimiento no radiativo
102+ Q- 02+Q —ky [ *0,1(Q] Desactivacion Fisica
10,+Q - P —ky p°[ 10,][Q] Otros procesos

El rendimiento cuantico de la produccién de 3PS (®;) esta descrito como:

kISC

O =
T ke + kg + kisc

Ecuacion 6. Ecuacion general del rendimiento cuantico de generacion de PS

en el estado excitado triplete.

El tiempo de vida del ®PS (t7°) en ausencia de oxigeno se expresa en la

Ecuacion 7 tomando en cuenta la informacion de la Tabla 1.
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1 1

0 = =
kp° krr + krnr

Tr

Ecuacidn 7. Ecuacion del tiempo de vida del PS en el estado excitado triplete

en ausencia de oxigeno.

El tiempo de vida del *PS (1) en presencia de oxigeno se expresa en la

Ecuacion 8:

1 1
kr k0 + (k;’fA + k‘T’fP [0,]

Tr =

Ecuacion 8. Ecuacion del tiempo de vida del PS en el estado excitado triplete

en presencia de oxigeno.

La proporcion de moléculas del 3PS que son desactivadas por el oxigeno

molecular se puede describir como:

0 (0]
P02 _ (kra + kr%)[0] LT
T - 0 0, 0, - .0
k" + (kp? + kp2)[0;] T

Ecuacién 9. Ecuacion de la proporcion de 3PS desactivado por oxigeno.

La fraccion de moléculas del 3PS que son desactivadas por el oxigeno

molecular y producen oxigeno singlete se puede describir como:

)
f 0, _ kT,A
TA  — 0, 0,
kT,A+kT,P

Ecuacién 10. Ecuacion de la fracciéon de PS desactivado por oxigeno.
13



Finalmente, el rendimiento cuantico de oxigeno singlete (®,) se puede

describir como:

kr? [0,]
X 0 0, 0,
kp' + (km + k2, )[0,]

D) = Of = O x Pp%% x fT,AO2

Ecuacién 11. Ecuacion de rendimiento cuantico de generacion de oxigeno

singlete.

La cantidad de moléculas de 'O2 generadas por foton absorbido (®,) es
determinada por tres factores: La habilidad del PS de pasar a su estado
excitado triplete mediante un cruce entre sistemas (®;), la interaccion del PS

en estado excitado triplete (3PS) con el oxigeno molecular antes de decaer
(PTOZ) y la eficiencia del proceso de transferencia de energia del 3PS al oxigeno
molecular (fT(?j). Estos parametros determinaran la cinética y la intensidad de

la sefial de fosforescencia del oxigeno singlete cuando se realiza su medicién

directa experimentalmente. [36, 47]

1.5. Azul de Toluidina

El azul de toluidina (TBO) es un colorante sintético hidrofilico, el cual es un
derivado catiénico de fenotiazina (Figura 3). El TBO es catalogado como un
fotosensibilizador de segunda generacién.[5] En la literatura ha sido reportado
su uso como fotosensibilizador en la terapia fotodinamica antimicrobial (aPDT)
para la inactivacion de bacterias.[11, 48-50] Por otro lado, el TBO también ha
sido utilizado como colorante en el diagnéstico de cancer oral, cancer de
esofago o carcinoma de células escamosas debido a que este presenta alta
retencion en células o tejidos malignos.[10, 51-53]
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El TBO presenta ventajas como fotosensibilizador debido a que posee bajo
costo, hidrofilicidad, baja toxicidad, baja energia de excitaciéon a 626 nm, alta
afinidad a acidos nucleicos, liposacaridos y membranas y un ®a = 0.2-0.9
dependiente del pH debido a la formaciébn de su especie protonada
presentando diferencias de energia entre el TBO en su estado excitado triplete

y el oxigeno singlete.[54-56]

N
L
\l+\|l 4 S NH
Figura 3. Estructura quimica del Azul de Toluidina (TBO).

2

1.6. Albumina de suero humana como vehiculo de transporte de

farmacos

Los farmacos o PS utilizados en el tratamiento del cancer carecen de
selectividad en su incorporacion a las células tumorales alojdndose también
en células sanas y solo llegando bajas dosis al tejido tumoral, debido a esto,
se ha desarrollado la unién de farmacos a diversos vehiculos de transporte
como nanoparticulas, liposomas, péptidos, proteinas entre otros. La union de
farmacos a proteinas podria solucionar problemas como: solubilidad,
transporte, tiempo de vida del farmaco y toxicidad. La interaccion farmaco-
proteina es un factor farmacologico crucial debido a que afecta la distribucion
y eliminacion de drogas. Tras la administracion en el torrente sanguineo, la
mayoria de los farmacos se asocian con diversas proteinas séricas, incluidas

las lipoproteinas de alta y baja densidad (LDLs) y la albumina.[57-60]

La permeabilidad, falta de drenaje linfatico y la alteracién vascular en los
tumores permiten o facilitan la acumulacion de macromoléculas, este es un

fenomeno conocido como efecto de permeabilidad y retencion mejorada (EPR-
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Enhanced permeation and retention). Por otro lado, la albumina presenta
accesibilidad mejorada a los tumores debido a los receptores gp60 y SPARC,
los cuales incrementan la incorporacion de la albumina y su tiempo de
retencién. EI mecanismo e incremento en la incorporacion de este tipo de
proteinas hace de gran interés el estudio de conjugaciones farmaco-
proteina.[58, 61, 62]

La albumina de suero humana (HSA-Human Serum Albumin) es la proteina
mas abundante en el plasma (40 mg/mL), aproximadamente 60% de la
cantidad total de proteina en el plasma; también es 10 veces mas concentrada
gue todas las lipoproteinas.[60] La HSA juega un papel biol6gico importante
en la regulacion de la presion osmotica en la sangre y también es utilizada
como un sistema de transporte de compuestos enddégenos que se producen
en el interior del organismo como acidos grasos, hormonas, iones y
compuestos exdgenos que se producen en el exterior del organismo como
farmacos.[63, 64] La HSA es una proteina monomérica formada por una
cadena peptidica de 585 aminoacidos, su secuencia de aminoacidos contiene
18 tirosinas, 6 metioninas, un triptéfano (Trp214), 17 puentes disulfuros y un
grupo sulfhidrilo libre que corresponde al residuo de cisteina 34 (Cys34). La
HSA posee tres dominios homaologos helicoidales como se ve en la Figura 4
(1, Iy ). La estructura tridimensional de la HSA obtenida por difraccién de
rayos-X con diferentes complejos ligando-proteina soportan la hipétesis que
hay dos sitios de unién principales (I y Il) ubicados en los subdominios 1A 'y

IIIA denominados Sudlow 1y 2, respectivamente.[65]

El residuo de Cys34 es una caracteristica Unica de una proteina extracelular y
representa aproximadamente el 90% de la concentracion del grupo sulfhidrilo
libre en el plasma sanguineo, lo que lo hace interesante sus conjugacién con
diversos farmacos.[66] En la literatura se reporta la reactividad quimica de este
residuo en la formacion de enlaces disulfuro o reacciones de adicion de tio-

Michael con compuestos como homocisteina, glutation y farmacos. [67]
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Figura 4. Estructura cristalina de la HSA PDB:1A0O6. Se presentan los
dominios 1, I, lll sus respectivos sub-dominios, sitios Sudlow 1-2 y el residuo
de cisteina Cys34. [68]

La HSA esta presente en la circulacion del torrente sanguineo alrededor de 19
dias lo cual le provee una excelente capacidad de acumulacion en tumores, lo
que vuelve a la albumina un vehiculo de interés para drogas utilizadas en la
quimioterapia. Un ejemplo del uso de la HSA en la quimioterapia se presenta
en el Abraxane® que consiste en nanoparticulas de Paclitaxel® estabilizado
con la albumina.[69, 70] Por otro lado, la HSA presenta ventajas como la
capacidad de enlazarse de manera covalente o reversible con un gran nimero
de endbgenos y exdgenos. Existe una serie de farmacos que se unen a la HSA
de manera in situ ya sea fisica o covalentemente, por ejemplo, los distintos
sitios de union de la HSA para uniones reversibles son los utilizados por los
farmacos como Levemir®, Victoza®y Tresiba® utilizando la interaccion tipo
HSA-Lipidos.[71] En el caso de la PDT, la HSA ha sido empleada como
vehiculo para fotosensibilizadores como Clorin (Ce6) y ftalocianina de Zinc,

reduciendo asi problemas de agregacion;[72] también se ha demostrado que
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utilizando complejos HSA-PS se incrementa la selectividad y eficiencia en la
PDT.[73]

Entre las ventajas del uso de la HSA como vehiculo se encuentra: (a) aumento
de la estabilidad del farmaco, (b) tiempo de retencidon prolongado en el torrente
sanguineo, (c) posible cambio en la ruta de entrada a las células para drogas
hidrofilicas, (d) acumulacion de farmaco selectivamente en el tumor, (e)
fabricacion econdémicay simple, asi como control de calidad, al igual que otras
drogas de moléculas pequefas.[70] Como desventaja presente en la PDT, se
ha reportado que al realizar el conjugado del PS con la HSA se presentan
cambios en sus propiedades fotofisicas y fotoquimicas como lo es la
disminucién del rendimiento cuantico de fluorescencia u oxigeno singlete en

comparacion con el PS libre.[74, 75]

1.7. Conjugaciones covalentes de farmacos

El largo tiempo de circulacién de la albumina en la sangre ha sido utilizado
para el aumento del tiempo de vida de diversos farmacos. Ademas, la
disponibilidad del grupo tiol libre correspondiente al residuo de cisteina 34 de
la HSA ofrece un sitio de union covalente; el cual es utilizado para el disefio y

asociacion de farmacos.[76]

La conjugacion del grupo tiol inicia a través de un ataque nucleofilico del anién
tiolato, por lo tanto, una fraccion suficiente de tiol desprotonado debe estar
disponible para que el residuo de Cys34 sea reactivo. Se informa que el pKa
para el grupo tiol de cisteina libre es aproximadamente 8.1-8.5, sin embargo,
en la albimina humana, el valor del pKa informado est4 en el rango de 5-
8.5.[77] Ademas, se ha comprobado que aproximadamente el 70% de la HSA
en la sangre tiene el residuo de Cys34 accesible; el 30% restante del residuo

de Cys34 suele estar bloqueado debido a la formacion de enlaces disulfuros
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con glutatiéon, homocisteina, interaccion con metales (Au*, Pt?*), éxido nitrico,
entre otros endodgenos.[78, 79] Kratz y colaboradores han reportado la
aplicacion de la union covalente de farmacos derivados de maleimida con el
residuo de Cys34 de la HSA para ser utilizados como pro-drogas.[76] La
maleimida hace parte de las plantillas utilizadas para el disefio de farmacos
para hacer conjugaciones con péptidos y proteina, esta ha sido conjugada en
investigaciones anteriores con el grupo tiolato de la Cys34 de la HSA debido a
su alta especificidad y reactividad. Este enfoque se ha utilizado para la union
in situ a la HSA con un farmaco después de la administracion intravenosa de

doxorrubicina activada con maleimida.[66, 80]

La FDA ha aprobado 39 farmacos unidos de manera covalente a diferentes
proteinas entre esos se presentan: afatanib[81], ibrutinib[82] y osimetirnib[83]
estos fueron modificados de manera covalente con la reaccion de adicion de
Michael reaccionando con diversos grupos nucledfilos como lo son los
residuos de serina, treonina y cisteina de las proteinas. De los farmacos
aprobados el 20% son para el tratamiento de cancer.[84, 85] Al realizar
conjugaciones covalentes de los farmacos con las proteinas aumenta el
tiempo de vida de estos, se puede administrar dosis mas bajas y por lo tanto

se podria minimizar efectos secundarios.[86]

En la terapia fotodinamica, los PS de primera generacion presentan la
formacién de agregados y debido a esto se increment6 el interés de diversos
investigadores en el uso de diversos vehiculos. Los PS como lo son
hematoporfirina, ftalocianina tetrasulfonada de aluminio y ftalocianina de zinc
se han presentado estudios de estos utilizando como vehiculo una proteina
como lo es la albumina de suero bovino (BSA-Bovine Serum Albumin); todo
esto fue realizado con interacciones no covalentes entre Proteina-PS, pero al
realizar las pruebas in vivo se presentd un intercambio o redistribucion del PS
de la BSA con LDLs. Por otro lado, en la literatura se encuentra reportada la

conjugacion de manera covalente para evitar un intercambio o redistribucion

19



del PS; un ejemplo se presenta en el trabajo de Sharman y colaboradores, en
el cual se realizé la conjugacion de la ftalocianina de zinc con la BSA , a pesar
de ver una disminucion en la fluorescencia debido a la desactivacion por parte
de la proteina en los conjugados PS-BSA, el rendimiento cuéntico del oxigeno
singlete era comparable al PS libre.[60]

Entre el uso de proteinas como vehiculos en la terapia fotodinamica se han
reportado diversos conjugados entre Proteina-PS, Jeong[87] y colaboradores
presentaron un trabajo sobre el conjugado del PS-Clorina (Ce6) con la HSA
en el cual se realizaron pruebas in vivo demostrando un aumento de
biodistribucion y en la generacién de oxigeno singlete, aumentando a su vez
la eficacia terapéutica. Por otro lado, Abramova y colaboradores reportaron la
conjugacion de un derivado de BODIPY con los residuos de cisteina y lisina
de la HSA presentando un incremento en la toxicidad del conjugados en los

estudios in-vitro con la linea celular de cancer de mama. [6, 88]

Los estudios reportados en la literatura acerca de los conjugados covalentes
Proteina-PS, presentan resultados como aumento en acumulacion selectiva
en celulas cancerigenas y aumento en la toxicidad celular del conjugado con
respecto al PS libre.[6, 88, 89] En la presente investigacion se propuso la

conjugacion covalente de los derivados del TBO con la HSA.

1.8. Cucurbiturilos

Los Cucurbiturilos (CB[n]s) son una serie de compuestos macrociclicos
formados por unidades de glicourilo de diferentes tamafios (5-8,10), unidos por
puentes de metileno de manera ciclica, formando cavidades hidrofébicas.[90]
Los CB[n]s presentan diversas aplicaciones como: catdlisis, control de
formacion de agregados, estabilizacién de farmacos o sistemas de transporte
de farmacos y se ha demostrado que pueden penetrar la membrana celular.

Los CB[n]s presentan caracteristicas interesantes como baja toxicidad, alta
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afinidad de union con farmacos y buena solubilidad en fluidos biologicos.[91]
Los complejos de inclusién de farmacos con CB[n]s han presentado alto
interés debido a los cambios que presenta el farmaco en bioactividad y
biodistribucion. Entre los CB[n]s uno de los que despiertan mas interés es el
CBJ7] debido a su alta solubilidad en agua y el tamafio de su cavidad que

permite la inclusion de diversos farmacos en relacion 1:1.[92, 93]

J
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CB{n] (n = 58,10) Nl XL
B/
CB[8]

Figura 5. Estructura general de los CB[n]s (n=5-8,10), Estructura CB[n]s
ciclicos como CBJ[7] y CBJ8]s.

cB[7)

En la literatura se han reportado diversos complejos con CB[n]s y los cambios
gue presentan con los farmacos o PS.[94] Se ha demostrado que los diversos
sistemas de PS unidos a macrociclos son una buena opcion para controlar las
propiedades fotoquimicas y fotofisicas de los cromdéforos y sus interacciones
con biomoléculas.[95-97] Se han presentado reportes en los que se utilizan
CB[n]s para encapsular cromoforos cationicos fluorescentes lo que ha
mostrado ventajas en el PS como: incremento en la fluorescencia, incremento
en la fotoestabilidad, incremento en la generacion de oxigeno singlete y
prevencion de formacién de agregados.[16, 93, 97-99] En esta investigacion
se realizo el estudio de la formacién del complejo de inclusién de los derivados
de azul de toluidina con CB[7] (PS@CBJ[7]); en la literatura se ha reportado
una disminucién de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas del PS cuando

es conjugado con proteinas, asi que esto sera de interés para el estudio del
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efecto del CB[7] en la preservacion de las propiedades fotofisicas y

fotoquimicas de los derivados de TBO.

1.9. Complejos Biosupramoleculares

Las ventajas presentadas tanto por las proteinas séricas como la HSA, y el
macrociclo CB[7] mencionado anteriormente, se puede llegar a considerar el
beneficio de la combinacion de los CB[n]s con proteinas séricas en un
ensamblaje biosupramolecular o complejo ternario. Este tipo de complejo
permitiria combinar las propiedades de los CB[n]s como la proteccion y control
de los fotosensibilizadores con las ventajas de la HSA como lo son los tiempos
de circulacion prolongados y el incremento de su selectividad. Los complejos
biosupramoleculares entre CB[n]s con proteinas son de potencial interés para
probar el transporte y liberacion de farmacos.[100] Se han reportado en la
literatura diversas investigaciones en las cuales se presenta un complejo
biosupramolecular o complejo ternario Proteina:PS@CBJ[n].[91, 98-102] Todos
los reportes de estos complejos biosupramoleculares son de caracter no
covalente, es decir el PS interaccionando con la proteina de manera no-
covalente. En nuestro grupo de investigacion se realizd el estudio de
complejos biosupramoleculares del TBO y dos derivados hidrofébicos de TBO
(HSA:TBO@CBJ7]), determinando un incremento en la incorporacion de
complejo TBO:HSA a las células cancerigenas, sin embargo se present6 una
competencia entre la formacién del complejo TBO:HSA y TBO@CBJ[7].[28,
103] En esta investigacion se planteo la conjugacion covalente del PS a la HSA
para evitar asi la competencia entre ambos complejos, favoreciendo la

formacion del complejo biosupramolecular.

Debido a las posibles aplicaciones y beneficios de estos complejos
biosupramoleculares, el presente trabajo se enfoco en el estudio de la
fotoactividad de derivados del TBO conjugados de manera covalente con la

HSA y formando un complejo biosupramolecular con el CB[7].
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Capitulo II. Hipétesis de Trabajo

Los derivados del azul de toluidina que son conjugados de manera covalente
a la albumina, junto con la formacion de los complejos biosupramoleculares de
HSA-PS@CBJ7] permitird mejorar el transporte, incorporacion y potenciar la
fotoactividad de los derivados. La formacion de este complejo
biosupramolecular aumentara la fototoxicidad en células tumorales cultivadas

in vitro.

Capitulo Ill. Objetivos

3.1. Objetivo general

Sintetizar los derivados de azul de toluidina y unirlos de manera covalente a
la HSA, seguido de la preparacién del complejo con CBJ[7] para la formacion
del complejo biosupramolecular HSA-PS@CB[7] y evaluar la fototoxicidad de

cada derivado y complejo en células tumorales cultivadas in vitro.

3.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar los derivados del azul de toluidina.
2. Unir de manera covalente los derivados del azul de toluidina a la HSA.

3. Formar complejo biosupramolecular HSA-PS@CBJ[7] y estudiar la

asociacion de la formacion del complejo

4. Caracterizar de manera fotofisica y fotoquimica los derivados de TBO,
conjugados HSA-PS, complejos PS@CBJ7] y complejos
biosupramoleculares HSA-PS@CBJ7].

5. Determinar la fototoxicidad de los complejos biosupramoleculares en

células tumorales cultivadas in vitro.
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Capitulo IV. Parte Experimental

4.1. Reactivos

Los reactivos N-succinimidil 3-(2-piridiltio)propionato (SPDP), N-succinimidil 6-
maleimidocaproato  (EMCS), N, N-diisopropiletiienamina  (DIPEA),
dimetilformamida (DMF), Albumina de suero humana (HSA 297%), ditiotreitol
(DTT), Rosa de Bengala (RB), Azul de Metileno (MB), dimetilformamida (DMF)
fueron obtenidos de Sigma Aldrich. El azul de toluidina (TBO) fue obtenido de
Sigma Aldrich y es purificado por cromatografia de columna en vacio utilizando
como fase movil Etanol/HCI (99:1).[104] EI TBO fue caracterizado por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H en metanol deuterado (CD3OH).

4.2. Sintesis y Caracterizacion de los derivados del azul de toluidina

4.2.1. Sintesis del derivado del N-succinimidil 3-(2-piridiltio)propionato
(TBOPDP)

El éster SPDP (46.8 mg, 0.15 mmol) fue disuelto y agitado en 2 mL de DMF
bajo atmdésfera inerte de nitrégeno; luego el TBO (30.6 mg, 0.10 mmol) fue
disuelto en 5 mL de DMF y DIPEA (34 pL, 0.2 mmol), estos fueron adicionados
a la reaccion la cual fue agitada por 24 horas bajo N2 a temperatura ambiente.
El solvente es extraido a presion reducida hasta sequedad utilizando hexano
para generar una mezcla azeotropica. Los productos fueron extraidos
utilizando acetato de etilo y agua. La fraccion organica fue evaporada a presion
reducida hasta sequedad. La purificacion de los productos fue realizada por
cromatografia de columna de silica gel, utilizando como fase mavil acetonitrilo
(CH3CN) al 100%, luego CH3CN:H20 (99:1) para obtener 20 mg del compuesto
como un solido violeta con un rendimiento de reaccion de 43%. El compuesto

fue caracterizado por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Espectrometria
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de masa de alta resoluciéon (HRMS). *H RMN (400 MH, metanol-dsz) & 8.50 —
7.10 (m, 9H), 3.14 (m, 2H), 3.04 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.68 (s, 3H). 3C RMN (100
MHz, metanol-ds3) & 17.9, 35.7, 37.6, 40.5, 113.1, 117.0, 121.2, 122.4, 125.1,
125.9, 126.8, 127.2, 127.4, 131.3, 134.4, 137.9, 138.3, 139.2, 143.5, 150.4,
161.2, 173.1. Masa calculada: 467.1028 m/z, detectada 467.1014 m/z,
espectroscopia UV-VIS: (CH3CN) Amax 550 nm, (Buffer Fosfato 10 mM pH 7.0)
Amax 609 nm, y emision de fluorescencia: (CH3CN) Amax 623 nm, (Buffer Fosfato
10 mM pH 7.0) Amax 651 nm.

4.2.2. Sintesis del derivado del N-succinimidil 6-maleimidocaproato
(TBOEMC)

El éster EMCS (46.2 mg, 0.15 mmol) fue disuelto y agitado en 2 mL de DMF
bajo atmdsfera inerte de nitrégeno; luego TBO (30.6 mg, 0.10 mmol) disuelto
en 5 mL de DMF y DIPEA (34 uL, 0.2 mmol), estos fueron adicionados a la
reaccion, la cual fue agitada por 24 horas bajo N2 a 60°C. El solvente es
extraido a presion reducida hasta sequedad utilizando hexano para generar
una mezcla azeotrépica. Los productos fueron extraidos utilizando acetato de
etilo y agua. La fraccidon organica fue evaporada a presion reducida hasta
sequedad. La purificacion de los productos fue realizada por cromatografia de
columna de silica gel, utilizando como fase mévil acetonitrilo (CHzCN) al 100%,
luego CH3CN:H20 (99:1) para obtener 19 mg del compuesto como un sélido
violeta con un rendimiento de reacciébn de 41%. ElI compuesto fue
caracterizado por Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de
masa de alta resoluciéon (HRMS). 'H RMN (400 MHz, metanol-dz) & 6.80 (s,
2H), 3.50 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.68 (s, 3H), 2.29 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.62 (m, 6H).
13C RMN (100 MHz, metanol-ds) & 17.41, 25.42,27.45, 29.18, 34.68, 38.44,
41.50, 106.89, 108.43, 119.93, 122.47, 127.62, 131.45, 135.44, 136.48,
137.50, 139.52, 155.57, 158.09, 172.57, 177.36.Masa calculada, 463.1798,
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detectada 463.1804, espectroscopia UV-VIS: (CH3CN) Amax 544 nm, (Buffer
Fosfato 10 mM pH 7.0) Amax 610 nm, y emision de fluorescencia: (CH3CN) Amax
626 nm, (Buffer Fosfato 10 mM pH 7.0) Amax 656 nm.

4.2.3. Caracterizacién mediante Espectrometria de masas

4.2.3.1. Espectrometria de masas de alta resolucion HRMS

Los andlisis fueron realizados empleando un espectrometro de masas Thermo
Scientific Exactive Plus Orbitrap con una temperatura de nebulizacién
constante a 250 °C. Las mediciones fueron llevadas a cabo en modo ion
positivo. Las muestras fueron preparadas en acetonitrilo y fueron inyectadas
de manera directa a la fuente ESI.

4.2.3.2. Espectrometria de masas de UHPLC-MS/MS

Los andlisis fueron realizados mediante un sistema de Ultra-High Performance
Liquid Chromatography (UHPLC) Ultimate 3000 RSLC acoplado a un
Espectrometro de Trampa de lones Lineal LTQ XL (Thermo Scientific). Se
utilizé6 como fase estacionaria una columna HP Inertsil®ODS-4 (3 pm, 2.1 X
100 mm, GL Sciences) mantenida a 25 °C y un sistema de elucion isocratico
de metanol 100% que contenia 0.1% de acido formico a un flujo de 0.3 mL/min
como fase movil. La deteccion de masas fue realizada a través de ionizacion
por electrospray (ESI-Electrospray lonization) y el voltaje del espray fue
programada a 3 kV a 350°C. La deteccién fue realizada en modo de
escaneado completo en el rango de 100-1000 m/z en modo ion positivo. Los
resultados de MS? fueron realizados utilizando He como gas de colisién para
la disociacion inducida por colisién (CID-Collision-Induced Dissociation) 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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4.3. Determinacion de la formacién de los complejos de inclusién de los
derivados del TBO y CB[7]

La solucién de trabajo del CB[7] fue titulada para determinar su concentracion
exacta utilizando una solucion de hexafluorofosfato de cobaltaceno (Cob*) por
medio de espectroscopia UV-Vis. La concentracion de Cob* fue determinada
utilizando su coeficiente de absorcién molar 34200 M1 cm a 261 nm.[105] La
solucion inicial de los derivados TBOPDP y TBOEMC estaban disueltas en
metanol a una concentracion de 1 mM y luego estas fueron llevadas a la
concentracion de la solucién de trabajo disolviéndolas en buffer fosfato 10 mM
pH 7.0.

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

Las constantes de asociacion de los compuestos TBOPDP y TBOEMC con el
CBJ7] fueron determinadas mediante una curva de unién. Para realizar la
titulacion se prepararon dos soluciones, una con el determinado derivado
(TBOPDP o TBOEMC) a una concentracion de 2 uM y la otra solucion tenia
tanto el PS con una concentracion de 2 pM como el CB[7] a una concentracion
de 100 puM; ambas soluciones fueron preparadas en buffer fosfato 10 mM pH
7.0. La titulacion se realizO manteniendo constante la concentracion del
derivado y variando la concentracion del CB[7] entre 0-100 pM. Para el
procesamiento de datos se analizaron los cambios en la intensidad de
fluorescencia (I) y se realiz6 el ajuste no lineal utilizando la Ecuacién 12 para
determinar la constante de asociacion; donde lpsy lps@cs7 corresponden a la
intensidad de fluorescencia del derivado solo y en formacion del complejo de
inclusion con el CB[7], el termino [PS] corresponde a la concentracion
conocida y fijada del TBOPDP o TBOEMC al iniciar el experimento, [CB7]
corresponde a las diferentes concentraciones utilizadas del macrociclo y Ka

corresponde a la constante de asociacion.[106]
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1 1 1
I = Ipg[PS] + (Upsacr7 — Ips) (E{([PS] + [CB7] + K_> - \/([PS] +[CB7] + K—)Z - 4[CB7][P5D>

Ecuacién 12. Ecuacion utilizada para el ajuste de los datos de las isotermas

de unién para la determinacién de la constante de asociacion.

4.3.2. Estudios computacionales de los complejos de inclusion de los
derivados del TBO y CB[7]

Las estructuras de los compuestos TBOPDP y TBOEMC fueron optimizados
geométricamente utilizando el programa Spartan 10 y las cargas parciales de
todos los compuestos fueron corregidas usando la metodologia ESP.[107] La
estructura del macrociclo CB[7] fue optimizada utilizando el programa
Gaussian09.[108] Los calculos fueron realizados utilizando la Teoria del
Funcional de la Densidad (DFT-Density Functional Theory), usando la
funcional hibrida B3LYP y el conjunto de base 6-311G*.

Los estudios de acoplamiento molecular o docking fueron realizados utilizando
los programas AutoDock 4.2 y AutoDock Tools.[109, 110] Los mapas de
cuadricula fueron calculados utilizando la opcién autogrid4, con un espacio
entre puntos de 0.375 A. Los volimenes de las cuadriculas utilizadas se
pueden observar en el Anexo 1. Las coordenadas del centro de la caja se
fijaron en el centro del CBJ[7], la opcién autotors fue utilizada para determinar
los enlaces rotables del ligando. En el acoplamiento molecular se empleé los
siguientes parametros para el algoritmo genético Lamarckiano (LGA-
Lamarckian Genetic Alghorithm), una poblacién de 150 individuos aleatorios,
100 ciclos de evaluaciones, un nimero maximo de 2.5x10° de evaluaciones
energéticas, un nimero maximo de generaciones de 27000, una tasa de

mutacion de 0.02 y una velocidad de cruce de 0.80. Las mejores poses
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obtenidas fueron escogidas con respecto a una menor energia de
acoplamiento y un numero alto de representaciones conformacionales. El
programa PyMol™ fue empleado para visualizacion de estructuras, andlisis de

datos y generacion de imagenes.[111]

4.4. Unién covalente de los derivados del azul de toluidina ala HSA

4.4.1. Liberacion del residuo de Cys34 de la HSA

Se realizé la liberacion del residuo de cisteina 34 de la HSA comercial ya que
esta posee menos del 40% de este residuo en su forma libre o no oxidada.[112]
Se disuelve HSA (100 mg, 1.5 mmol) en 20 mL de solucién buffer fosfato 0.1
M pH 6.8, posteriormente se adiciona 400 uL de DTT 0.03 M y se deja
reaccionar por una hora a temperatura ambiente. Al finalizar la reaccion, el
producto se dializ6 utilizando una membrana MEMBRA-CEL® MD de 14 KDa
durante 24 horas en solucion buffer fosfato 0.1 M pH 6.8. Finalmente, el

producto dializado se liofiliz6.[113]

4.4.2. Cuantificacion del residuo de Cys34 libre de la HSA

Se determiné la cantidad de grupos tiol libres disponibles presentes en la HSA
utilizando el reactivo de Ellman.[114] Se toman 2.5 mL de Buffer pirofosfato
0.1 M pH 9.0y se adiciona 250 pL de HSA 2.5 uM y posteriormente se adiciona
250 pL del reactivo de Ellman 10 uM. Luego se continda con la medicién del
cambio de absorbancia a 412 nm y tomando en cuenta el coeficiente de
absorcion molar del producto (§=14150 M1 cm?) se determind la
concentraciéon de grupos tiol libres por proteina.[115] La reaccion de

cuantificacion de los grupos tiol libres se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Reaccion del reactivo de Ellman para determinacién de grupos tioles

libres.

4.4.3. Determinacion del pKa del residuo de Cys34 de la HSA

La determinacion del pKa del residuo de Cys34 de la HSA se determiné con la
metodologia descrita en la literatura utilizando el equipo de Calorimetria de
titulacion isotérmica (ITC-lsothermal Titration Calorimetry).[116] Todos los
experimentos de ITC fueron realizados en el microcalorimetro MicroCal PEAQ-
ITC de Malvern Panalytical. Las titulaciones se realizaron con buffer triple (50
mM AMPSO, 50 mM NaP, 50 mM NaPP) con pH entre 6.5-9.5. Se realiz6 la
titulacion con una inyeccion unica de 1 pL de yodoacetamida 300 mM en una
solucion de HSA 250 uM a 30°C. Los datos obtenidos(dQ/dt) fueron ajustados
usando OriginPro8 y con un ajuste no lineal siguiendo la Ecuacion 13, donde
(dQ/dt)max,high Y (dQ/dt)max,low SON €l maximo y minimo valor absoluto de (dQ/dt)
medido en cada pH, respectivamente.

dQ

E)mg_x,high ( dt )max,low

(%
(%), e = (a0)
dt/ max,obs dt ) max,low 1—10®Ka=pPH)

Ecuacién 13. Ecuacion utilizada para el ajuste en base a la ecuacion de

Henderson-Hasselbach.
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4.4.4. Unién covalente de los derivados de TBO con el residuo de Cys34
de la HSA

Los derivados del azul de toluidina TBOPDP y TBOEMC fueron unidos de
manera covalente al residuo de cisteina 34 de la HSA. La reaccion se llevo a
cabo utilizando de manera equimolar la concentracion de la HSA y el
respectivo derivado en una solucién de buffer fosfato 10 mM pH 7.0 durante 5
horas a 37°C. La reaccion para la obtencion del conjugado entre la HSA y el
derivado TBOPDP se siguio por espectroscopia UV-Vis a 37°C durante 1 hora

viendo los cambios en la absorbancia a 343 nm.[117, 118]

4.5. Caracterizacion por Espectrometria de masas de MALDI-TOF

Los conjugado con la HSA fueron analizados mediante un espectrometro
de masas Bruker Autoflex Il Smartbeam MALDI-TOF (Na:YAG laser 355
nm). Las mediciones fueron llevadas a cabo en modo ion positivo. Las
muestras fueron preparadas en solucion acuosa. La adquisicion y
procesamiento de los datos fue llevada a cabo con el software

FlexAnalysis.

4.6. Caracterizacion por Dicroismo Circular

La estructura secundaria de la HSA antes y después de la conjugacion
con los derivados TBOPDP y TBOEMC fue caracterizada mediante la
técnica de Dicroismo Circular (CD). Los espectros de dicroismo circular
fueron colectados entre 210 y 260 nm, mediante un espectroOmetro
JASCO 660 utilizando celdas con un paso 6ptico de 1 mm, una velocidad

de 20 nm por minuto y un filtro de ancho de banda de 1 nm. Se emplearon
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300 pL de las muestras, la cuales fueron preparadas en buffer de fosfato
50 mM pH 7.0 y posteriormente fueron filtradas empleando filtros de

jeringa (MCE-Esteres de celulosa) de 0.22 um.

4.7. Caracterizacion Fotofisicay Fotoquimica

Se determinaron los espectros de absorcion de los derivados (TBOPDP-
TBOEMC) utilizando el Espectrofotometro Hewlett Packard 8453 y usando
como solventes buffer fosfato 10 mM pH 7.0 y acetonitrilo. Por otro lado, los
espectros de emision de los derivados TBOPDP y TBOEMC fueron obtenidos
utilizando el Fluorimetro PerkinElmer LS55; excitando a 609 nm, 610 nm los
derivados TBOPDP y TBOEMC respectivamente utilizando como solvente
buffer fosfato 10 mM pH 7.0. Los espectros de emision de los derivados
TBOPDP y TBOEMC en acetonitrilo fueron adquiridos excitando las muestras

a 544 nm y 550 nm respectivamente.

4.7.1. Determinacion de la fotoestabilidad de los Derivados de Azul de
Toluidina

Se realiz6 el estudio de fotodegradacion de los derivados de azul de toluidina
(TBOPDP y TBOEMC), solubilizando cada derivado en solucion buffer fosfato
10 mM pH 7.0. Las muestras fueron irradiadas durante 60 minutos con un
proyector con espectro de luz de 350 a 850 nm como fuente de luz. La longitud
de onda de irradiacion fue seleccionada con un filtro a 618 nm con una
intensidad de luz de 38 W/m?, medida con un foto-radiémetro Delta OHM
modelo HD 2302.0; las muestras fueron agitadas constantemente con un
agitador magnético y equilibradas al aire. Los espectros de absorcion fueron

medidos cada 5 minutos.
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4.7.2. Determinacion del tiempo 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 acetonitrilo fueron excitadas utilizando
un diodo laser de 506 nm y las muestras en solucién buffer fosfato 10 mM pH
7.0 fueron excitadas utilizando un diodo laser de 638 nm; la emision fue
colectada en el maximo hasta 5000 cuentas.[100, 119] Se ajustaron los

decaimientos de fluorescencia a la Ecuacion 14 la cual es una ecuacion
exponencial, donde T; corresponde a los tiempos de vida de fluorescencia de

las especies i y Aicorresponde a los factores pre-exponenciales. La respuesta
del instrumento (IRF) se midio utilizando una solucion de Ludox (silica gel)
diluida en agua. Se verific6 que el ajuste sea el adecuado si los valores del x?
estan entre 0.9y 1.2.[120]

1(6) = I, x Z(Ai « e
1

Ecuacién 14. Ajuste del decaimiento de fluorescencia.

El tiempo de vida de fluorescencia promediado por la amplitud < t¢ >, fue
calculado tomando en cuenta el tiempo de vida de fluorescencia de cada

especie y su contribucion correspondiente a los factores pre-exponenciales.

4.7.3. Determinacion de oxigeno singlete y rendimiento cuantico

La generacién de oxigeno singlete de los derivados (TBOPDP y TBOEMC) ,
los conjugados (HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC) y complejos
biosupramoleculares (HSA-TBOPDP@CBJ[7] y HSA-TBOEMC@CBJ7])
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fueron determinados de manera directa midiendo los decaimientos de la
fosforescencia a 1270 nm usando un sistema personalizado.[121, 122] Las
muestras fueron excitadas a 532 nm utilizando un laser FTSS355-Q3 (Crystal
Laser, Berlin, Germany) trabajando a 1 kHz de periodo de repeticion. La
deteccion de la fosforescencia del 102 a 1270 nm en un angulo de 90°
utilizando un detector NIR Hamamatsu (H10330A-45, operando a -908 V)
acoplado con un monocromador (CM110-1/8m, Spectral Products, Digikrém).
En la entrada del monocromador hay un filtro eliminador de banda (Edmund
Optics, York, U.K) a 1064 nm y un filtro paso alto (FEL1150, ThorLabs,
Newton, NJ) a 1150 nm para remover cualquier componente residual de la
emision del laser en la region del infrarrojo cercano (NIR- Near-Infrarred
Region). El recuento de fotones se realiz6 con un escalador multicanal
(TimeHarp 260-NANO, PicoQuant GmbH, Germany). Las sefiales fueron
colectadas utilizando las muestras disueltas en acetonitrilo y buffer fosfato
deuterado equilibrado con el aire por 500 segundos con una resolucion de
256 ns.

La cinética fue ajustada a el clasico modelo de incremento y decaimiento bi-
exponencial para el Oz (Ecuacién 15),donde la sefial de la fosforescencia en
el tiempo (Sq) es funcion de la sefial de la intensidad de la fosforescencia del
10, a tiempo cero (So), el tiempo de vida del *O2 (z,), el tiempo de vida del
triplete (77) y Y° es afiadido para contar la distancia con la linea base.[123] El
ajuste fue realizado con el programa GraphPad Prism 9, utilizando t,, T Y

So como parametros libres.

LN -t —t
S = So (Ta—177) (e(”) - e(’T)) + Yy
Ecuacién 15. Modelo bi-exponencial de la formacion y decaimiento del

oxigeno singlete.
34



Los rendimientos cuanticos relativos de oxigeno singlete (®a) fueron
calculados utilizando la Ecuacién 16 y usando como reactivo de referencia el
Rosa de Bengala en acetonitrilo (#4=0.54) y en buffer fosfato deuterado
(©8=0.76).[124] Los ®a fueron determinados a diferentes concentraciones del
PS, y laintensidad de la fosforescencia del oxigeno singlete en el tiempo cero
(So) fue graficada con respecto a la intensidad de luz absorbida a la longitud
de onda de excitacion de la muestra (1-10-4bs532nm)S y del PS de referencia (1-
104bs532nmR | a5 gréficas resultantes fueron ajustadas a una ecuacion lineal
donde la pendiente es utilizada para la determinacion del ®a.[123] Los ®ade
los conjugados (HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC) y los complejos
biosupramoleculares (HSA-TBOPDP@CBJ[7] y HSA-TBOEMC@CB[7])
fueron determinados evaluando los términos So para las sefiales a 1270 nm
ajustada a la misma densidad optica. Se utiliz6 como referencia el azul de

toluidina. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

R SOS (1 _ 10—Abs 532nm)R

D =D
A A SOR (1 _ 10—Ab5532nm)5

Ecuacion 16. Ecuacion del rendimiento cuantico de oxigeno singlete.

4.7.4. Determinaciéon del rendimiento cuantico de fluorescencia

El rendimiento cuantico de fluorescencia relativo (®r) de los diferentes
derivados, conjugados y complejos fueron determinados en acetonitrilo y
buffer fosfato 10 mM pH 7.0 utilizando como referencia el azul de metileno
(MB) en agua (®F= 0.02) y el rosa de bengala (RB) en etanol (®r= 0.05).[125,
126] Se empleo la Ecuaciéon 3 donde las medidas de fluorescencia fueron
realizadas utilizando las muestras y el PS de referencia con una absorcion
menor a 0.1 a la longitud de onda de excitacion. Todas las mediciones se

realizaron por triplicado.
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4.8. Estudios in-vitro

Todos los estudios in-vitro fueron realizados empleando la linea celular de
cancer cervico-uterino HelLa. Las células HelLa fueron cultivadas medio
modificado DMEM (Dubbelco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con
10% de suero bovino fetal (FBS- Fetal Bovine Serum), 100 U/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina y 0.25 pg//mL de antimicético anfotericina b a
37°C, 5% CO:2 y 100% de humedad; este medio suplementado se le
denominara MC10%. Las células HeLa son células adherentes que crecen en
monocapas, las cuales para obtener una solucién y permitir el conteo y
sembrado de estas se emplea la tripsinizacion. El conteo celular se realiza
empleando una cadmara de Neubauer utilizando azul de tripan y empleando el

microscopio invertido con contraste de fase Carl Zeiss Axiovert 25.

4.8.1. Ensayos de viabilidad celular

El ensayo cuantitativo colorimetro usando el bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT o azul de tiazol) es utilizado para
determinar la viabilidad celular. Se emplearon placas de 96 pocillos con 100
uL de la muestra celular se le adicionan 10 pL de MTT con una concentracién
de 5mg/mL disuelto en PBS; se deja incubando durante 4 horas a 37°C y se
le adiciona 100 pL de SDS al 10% en HCI 0.01M. La placa se deja durante la
noche a temperatura ambiente y finalmente se homogeniza para medir la
absorbancia de las muestras a 570 nm en un lector de placa Biotek synergy
HT. [28, 127]

4.8.2. Determinacion de citotoxicidad en oscuro

Para la determinacién de la citotoxicidad de los derivados TBOPDP vy

TBOEMC en las células Hela se utiliz6 una concentracion de los derivados de
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0.4-40 pM. Se colocaron 100 pL de células HelLa con una concentracién de
1.5 X 10° células/mL en MC10% en una placa de 96 pocillos. Las células se
dejaron creciendo durante la noche. Se prepararon cada uno de los derivados
a las diferentes concentraciones en medio DMEM suplementado al 3%
(MC3%). Luego de tener la monocapa de células HelLa en las placas de 96
pocillos se pasé a adicionar los derivados de TBO en las diferentes
concentraciones manteniendo un control de las células sin exposicion de los
PS. Las placas fueron dejadas en la incubadora (37 °C, 5% CO2, 100%
humedad) durante 24 horas para luego realizar el ensayo de viabilidad celular.

4.8.3. Determinacion de fototoxicidad de los derivados de TBO y los

diferentes sistemas

Se realizo los experimentos de fototoxicidad de los diferentes derivados
TBOPDP y TBOEMC con los diferentes sistemas en placas de 96 pocillos. Los
cultivos celulares fueron irradiados con el fotoreactor Luzchem LED (LED-L16;
la fuente de luz del fotoreactor es un arreglo de 16 lamparas LED de 630 nm
y con una intensidad de luz de 2.93 mW / cm?. La temperatura en la camara
fue de 37 °C y se empled la funcidén de carrusel para que la irradiaciéon fuera
homogénea. Se sembraron seis placas ( tres placas para irradiacion y tres
placas control en oscuro) de 96 pocillos con 100 pL de células HelLa con una
concentracion de 1.5 X 10° células/mL en MC10%. Las placas fueron
incubadas durante la noche para que se formara la monocapa. Los diferentes
PS solos o con sus sistemas de transporte (PS, PS@CBJ[7], HSA-PS, HSA-
PS@CBJ7]) fueron preparados a las concentraciones de 3uM el PS, 3uM de
los PS y 50 uM de CB[7], 3uM de los conjugados HSA-PS, 3uM de los
conjugados HSA-PS y 50 uM de CB[7] en medio de cultivo sin suplementar
(MC); adicionalmente se prepard los controles de los sistemas de transporte
HSA (6 y 7 uM) y CBJ[7] (50 uM) en MC para ser probados en las células. El
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MC10% presente en las placas fue removido y lavado dos veces con 100 pL
de PBS; luego fue agregado 100 pL de los diferentes sistemas con 12
repeticiones, esto se realiza por duplicado en la placa para irradiacion y la
placa de control en oscuro. Se deja incubando durante 90 minutos los
diferentes sistemas y luego se lava con PBS por duplicado para remover el PS
gue no se incorporo en las células y se reemplaza por MC sin suplementar. La
irradiacion de las placas se realiz6 durante 90 minutos y luego fue
reemplazado el MC por 100 pL de MC10% . Las placas se dejaron en la
incubadora durante 24 horas para realizar el ensayo de viabilidad celular con
MTT.

4.8.4. Estudios deincorporacion delos derivados de TBO y los diferentes

sistemas

Se utilizaron placas de seis pocillos y se adicionaron 2 mL de células HelLa
suspendidas en MC10% por pocillo, sembrando 200000 células por pocillo.
Las placas fueron incubadas por 24 horas hasta lograr una confluencia del 70-
80%. El medio de cultivo fue removido de cada pocillo y lavado con 1 mL de
medio sin suplementar y sin rojo de fenol, esto se realizdé por triplicado. Se
adicionaron 2mL de medio sin suplementar que contenia los diferentes
sistemas: 3uM de los PS, 3uM de los PS y 50 uM de CBJ[7], 3uM de los
conjugados HSA-PS, 3uM de los conjugados HSA-PS y 50 uM de CBJ7]. Las
placas fueron incubadas (37 °C, 5% CO2, 100% humedad) durante 90 minutos
y luego fueron lavadas tres veces con HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution).
Se continuo con la adiciéon de 1 mL de tripsina a cada pocillo y las células
fueron incubadas durante 10 minutos, luego de estar ya las células en
suspension fue desactivada la tripsina adicionando 1 mL de MC10% y fueron
colectadas en un falcén de 15 mL para ser centrifugadas durante 10 minutos
a 1000 rpm. El sobrenadante fue desechado y el sedimento o pellet celular fue

resuspendido en 2 mL de HBSS y centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm. El
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pellet celular se le adiciono 500 pL de SDS al 2% y se dejaron incubando a
37°C durante toda la noche. La solucion fue centrifugada durante 10 minutos
a 1000 rpm y al sobrenadante se le midi6 su respectivo espectro de
fluorescencia y con la intensidad obtenida se determiné la concentracion de
picomoles/ 10° células de PS que se incorpord con respecto a cada sistema.
La concentracion de PS fue determinada empleando sus respectivas curvas

de calibracion (Intensidad vs. Concentracion PS) realizadas previamente.
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Capitulo V. Resultados y Discusién

5.1. Sintesis y Caracterizacion de los derivados

En esta seccion se abordara el objetivo 1 que corresponde a la sintesis y
caracterizacion de los derivados del azul de toluidina TBOPDP y TBOEMC. La
caracterizacion se realiz6 utilizando métodos como resonancia magnética
nuclear (RMN), espectrometria de masas de alta resolucion (HR-MS) y
espectrometria de masas acoplada a UHPLC (UHPLC-MS/MS). Finalmente,
en el caso del derivado TBOPDP se realiz6 una prueba de la presencia de su

enlace disulfuro por espectroscopia UV-Vis.

5.1.1. Sintesis y Caracterizacion de TBOPDP

La reaccion para la formacion de la amida se llevo a cabo mediante la reaccién
entre el éster SPDP y la amina correspondiente al azul de toluidina, se realizo
en las condiciones descritas en el Esquema 3; esta reaccion permitié obtener

el derivado TBOPDP. La reacciéon se obtuvo con un rendimiento de 43%.
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Esquema 3. Reaccion del TBO con éster SPDP para preparar el derivado
TBOPDP.

Luego del proceso de purificacion del producto de interés, este fue identificado
por medio de Espectrometria de masa de alta resolucion. EI TBOPDP

(C23H23N40OS3s*) presenta una masa exacta calculada de 467.1028 m/z la cual
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fue detectada (467.1015 m/z) como se puede observar en la Figura 7.
Complementando los analisis de Espectrometria de masas se realizd un
estudio por medio del método de masas UHPLC-MS/MS donde se estudio la
fragmentacion del respectivo derivado; se pudo detectar la masa del derivado
(IM]*= 467.18) como se muestra en el Anexo 2. Luego sometiendo el
compuesto a una disociacion inducida por colision (CID) en la masa detectada,
se pudo detectar dos fragmentos como se muestra en los anexos 3 y 4. El
primer fragmento, ha sido reportado anteriormente en la literatura como la
fragmentacion del enlace disulfuro[128, 129] en el cual se generd una pérdida
del 2-mercaptopiridina y dejando como fragmento resultante el derivado con
una masa de 356.25 m/z como se puede ver en el Anexo 3. Finalmente, luego
de la colision también se detectd la masa del fragmento correspondiente a el
anillo de fenotiazina del TBO de 270.22 m/z (Anexo 4). Este tipo de fragmento
detectado ha sido reportado en la literatura como la fragmentacion de amidas
aromaticas, la cual es ocasionada por transferencia de un protén del grupo
acilo al fragmento de amina.[130] Realizando la comparacion de los tiempos
de retencion del TBO y el TBOPDP en el UHPLC se puede ver que estos

difieren siendo de 1.22 y 1.67 minutos, respectivamente (Anexos 5y 6).

Para la caracterizacion estructural del derivado TBOPDP se utilizo la técnica
de resonancia magnética nuclear. Para la determinaciéon del solvente
deuterado a utilizar, primero se realizaron pruebas de solubilidad en solventes
como acetonitrilo, dimetilsulféxido, cloroformo, metanol y agua. Por otro lado,
también se realiz6 la comparacion de la resolucién de las sefiales tanto
alifdticas como aromaticas en los diferentes solventes deuterados
mencionados anteriormente, determinando que el metanol deuterado es la
mejor eleccion como solvente por lo cual fue empleado para realizar la
caracterizacion por resonancia magnética nuclear. En cuanto al uso del

metanol como solvente se puede ver las sefiales caracteristicas en el espectro
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de RMN a 3.31 ppm correspondiente al metanol residual y a 4.80 ppm

correspondiente al agua presente en el solvente.

En la Figura 8 se puede observar la caracterizacion del derivado TBOPDP el
cual fue analizado por *H RMN, la asignacion de las sefiales aromaticas se
pueden observar en un rango de desplazamiento entre 7.10-8.50 ppm; por otro
lado, la sefial a 3.31 ppm correspondiente al solvente (CD3OH) y este
enmascara la sefal correspondiente a los 6 protones del grupo dimetilamino
del TBO la cual se presenta a 3.36 ppm como se puede ver en el Anexo 7y la
cual no se observa en el espectro del TBOPDP. Cabe destacar que se sabe
que el grupo dimetilamino esta presente en la molécula debido a que la pérdida
de uno o ambos grupos metilos es facilmente detectable en el espectro de
masas y ademas produce un corrimiento del espectro de absorcion hacia el
azul.[55] En la Figura 9 se puede realizar una comparacion del derivado
TBOPDP con sus dos precursores TBO y SPDP para realizar la correlacion de
las sefiales que aparecen en su respectivo derivado. En el Anexo 10 se puede
observar la ampliacién de la comparacion de la region alifatica del TBOPDP
con respecto a sus precursores, en donde se puede determinar la presencia
de las sefales correspondiente a la cadena alifatica con un desplazamiento de
3.14 y 3.04 ppm, también se puede observar la aparicion de la sefial con un
desplazamiento de 2.68 ppm la cual corresponde al grupo metilo del anillo de
fenotiazina del TBO. En el Anexo 11 se puede observar la ampliaciéon de la
comparacion de la region aromatica del TBOPDP con respecto a sus
precursores en donde se ve sefiales correspondientes a los protones del anillo
de fenotiazina del TBO y del anillo de piridina. El espectro de RMN de 13C se
presenta en el Anexo 12.
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Figura 7. Espectro de masa de alta resolucion del derivado TBOPDP en modo

de ionizacion positivo.
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Figura 9. Comparacién de espectros de 1H RMN de los reactivos TBO y SPDP
con el derivado TBOPDP en CDsOH.

También se realizé una prueba espectrofotométrica para la deteccién del
derivado TBOPDP con el uso de ditiotreitol (DTT). EI DTT es empleado para
realizar una reduccion del enlace disulfuro y a su vez la generacion del 2-
mercaptopiridina, el cual puede detectarse por espectroscopia UV-Vis a 343
nm como se encuentra reportado en la literatura.[117, 118] En la Figura 10 se
puede ver la aparicion de la banda de absorcién caracteristica del 2-

mercaptopiridina luego de la reaccion con DTT.
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Figura 10. Prueba de DTT para la deteccién del 2-mercaptopiridina. Espectro
de absorcion: a) TBOPDP (rojo) , b) TBOPDP con DTT (azul).

Los analisis anteriores permiten concluir que se logro la sintesis del derivado
TBOPDP; los estudios de espectrometria de masas nos indica la presencia del
derivado sin la pérdida de los grupos metilo en la amina del anillo de TBO como
se ha reportado en la literatura[55] obteniendo la masa exacta de este y sus
fragmentaciones coherentes con respecto a los aductos que puede formar este
derivado. Finalmente, el ensayo espectrofotométrico permitié corroborar la
presencia del enlace disulfuro en el derivado debido a la aparicion de la sefial

caracteristica de la liberacion del 2-mercaptopiridina.

5.1.2. Sintesis y caracterizacion de TBOEMC

La reaccion para la formacion de la amida se llevo a cabo con la reaccion entre
el éster EMCS y la amina correspondiente al azul de toluidina, se realizé en
las condiciones descritas en el Esquema 4; esta reaccién permitid obtener el

derivado TBOEMC. La reaccion se obtuvo con un rendimiento de 41%.

46



0 (0]
N 0 N [0)
OGOt PUNS R VNN G § PPN
+ . - =
N7 s NH, o kS s N N
| 0 0 | H 0

DMF,t.a, Ny, 24 h

Esquema 4. Reaccion del TBO con éster EMCS para preparar el derivado
TBOEMC.

Posterior al proceso de purificacion del producto de interés, este fue
identificado por medio de Espectrometria de masa de alta resolucion. El
TBOEMC (C2sH27N4O3S*) presenta una masa exacta calculada de 463.1798
m/z la cual fue detectada (463.1804 m/z) como se puede observar en la Figura
11. Complementando los analisis de Espectrometria de masas se realiz6 un
estudio por medio del método de masas UHPLC-MS/MS donde se determiné
la fragmentacion del respectivo derivado; se pudo detectar la masa del
derivado ([M]*= 463.34) como se muestra en el Anexo 13. Al igual que con el
derivado TBOPDP, la disociacién muestra la formacién de un fragmento con
la masa del precursor TBO ([M]*= 270.11) (Anexo 14). Realizando la
comparacion de los tiempos de retencién del TBO y TBOEMC se puede ver
que estos difieren siendo de 1.22 y 1.52 minutos, respectivamente (Anexos 5
y 15).

En la Figura 12 se puede observar la caracterizacion de la parte alifatica del
derivado TBOEMC el cual fue analizado por *H RMN, no se logro realizar la
debida integracion de las sefiales aromaticas debido a su baja intensidad en
correlacién con las sefiales alifaticas. Este fendmeno se le puede atribuir a la
agregacion del anillo de fenotiazina debido a su baja solubilidad, lo que no
permite resolver bien las sefales aromaticas como ha sido reportado
anteriormente.[103, 131] Cabe resaltar, que hay presencia de sefales
aromaticas que se pueden observar en un rango de desplazamiento entre

7.50-8.11 ppm; por otro lado, al igual que el derivado anterior la sefial del
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solvente enmascara la sefial correspondiente del grupo dimetilamino del TBO.
En la Figura 13 se puede realizar una comparacion del derivado TBOEMC con
sus dos precursores TBO y EMCS para realizar la correlacion de las sefales
que aparecen en su respectivo derivado, por otro lado, en el Anexo 16 se
puede observar la ampliacién de la comparacion de la regién alifatica del
TBOEMC con respecto a sus precursores, en donde se puede determinar la
presencia de las sefales correspondiente a la cadena alifatica con
desplazamientos de 3.50, 2.29 y 1.62 ppm, también se puede observar la
aparicion de la sefial con un desplazamiento de 2.68 ppm la cual corresponde
al grupo metilo del anillo de fenotiazina del TBO. En el Anexo 17 se puede
observar la ampliacion de la comparacion de la regién aromatica del TBOEMC
con respecto a sus precursores en donde se puede ver la sefial caracteristica
de los protones del anillo de maleimida con un desplazamiento de 6.80 ppm.
Siguiendo con el analisis de las sefiales presentes en la region aroméatica en
el rango de desplazamiento entre 7.50-8.11 ppm se atribuyen a las sefales
provenientes de los protones aromaticos correspondientes a el anillo del TBO.

El espectro de RMN de 3C se presenta en el Anexo 18.
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Al igual que el derivado anterior, se puede concluir que se logro la sintesis del
derivado TBOEMC, en este caso se tuvieron mayores problemas de
solubilidad y agregacién del derivado lo cual se le puede atribuir al largo de su
cadena alifatica lo que impidié la asignacion e integracion de las sefiales en la
caracterizacion por RMN; por otro lado, los estudios de espectrometria de
masas indican la presencia del derivado obteniendo su masa exacta y

fragmentaciones coherentes con su estructura.

5.1.3. Caracterizacion Fotofisica de los derivados de azul de toluidina

La caracterizacion fotofisica de los derivados TBOPDP y TBOEMC aborda el
objetivo 4 del presente trabajo, esta se llevé a cabo por medio de técnicas

como espectroscopia de absorcibn molecular y fluorescencia en estado
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estacionario. En las Figuras 14 y 15 se pueden ver los maximos de absorcion
y emision de los derivados TBOPDP y TBOEMC con respecto a los maximos
del TBO en acetonitrilo (Figura 14) y en buffer fosfato 10 mM pH 7.0 (Figura
15).
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Figura 14. a) Espectro de absorcion normalizada del: TBO (azul, Amax 626 nm),
TBOPDP (magenta, Amax 550 nm) y TBOEMC (verde, Amax 544 nm). b)
Espectro de emision normalizada del: TBO (azul, Amax 658 nm), TBOPDP
(magenta, Amax 623 nm) y TBOEMC (verde, Amax 626 nm) en acetonitrilo.
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Figura 15. a) Espectro de absorcion normalizada del: TBO (azul, Amax 636 nm),
TBOPDP (magenta, Amax 609 nm) y TBOEMC (verde, Amax 610 nm). b)
Espectro de emision normalizada del: TBO (azul, Amax 664 nm), TBOPDP
(magenta, Amax 651 nm) y TBOEMC (verde, Amax 656 nm) en buffer fosfato 10
mM pH 7.0.
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En el Anexo 19 se encuentra la recopilacién de los maximos de absorcion y
emision de los derivados TBOPDP y TBOEMC, se puede observar que hay un
efecto solvatocromico en los espectros de absorcion y emision de los
derivados en solventes polares. A su vez, se reporta un corrimiento
hipsocromico de los méximos de absorcion y emisién de los derivados en
acetonitrilo en comparacion con el precursor, esto se ve reflejado también en

un cambio en el color del derivado (violeta) con respecto a su precursor (azul).

5.1.4. Fotoestabilidad de los derivados de azul de toluidina

La fotodegradacion o fotoblanqueo es el proceso de destruccion irreversible
de un fluoréforo perdiendo asi sus propiedades de absorcidon a una longitud de
onda caracteristica, esto se debe a la fotodegradacién de un PS que conlleva
a la formacion de fotoproductos o al rompimiento de su anillo lo cual genera la
desactivacion o destruccion de este mismo. [45, 132] Los experimentos para
determinar la fotodegradacion de los derivados de TBO se realizaron en
solucion buffer fosfato 10 mM pH 7.0 y las muestras fueron preparadas a una
misma absorbancia (Abs=0.18 a 618 nm) al inicio de los experimentos, se
realizé el seguimiento del cambio de la absorcion de los compuestos en el
tiempo. En nuestro grupo de investigacion se reportd la fotodegradaciéon del
TBO, este proceso se debe a la auto-fotoxidacion (tipo 1) del PS genera una
serie de fotoproductos de los cuales los principales productos son la pérdida

secuencial de los grupos metilo del grupo imino del TBO.[55]

El proceso de fotodegradacion del fotosensibilizador se mide como el proceso
de decrecimiento de la concentracion del PS con respecto al tiempo de
irradiacion a 618 nm. El TBO en estado excitado se puede considerar
constante al ser la solucién constantemente irradiada, por lo que la cinética

depende de la concentracion de TBO durante la fotodegradacion siguiendo
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una cinética de pseudo-primer orden. Las contantes de velocidad de la
fotodegradacion (kpd) fueron determinadas y reportadas como se pueden
observar en la Tabla 2 y la Figura 16. La cinética se obtuvo graficando a 650
nm, esta longitud es escogida para evitar interferentes de los fotoproductos
gue se estan generando, los cuales absorben a una longitud de onda
menor.[55] En el Anexo 20 se muestra la fotodegradacion de los derivados
TBOPDP y TBOEMC con respecto al TBO.
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Figura 16. Ajuste a una cinética de pseudo-primer orden del TBO(Azul),
TBOPDP(Violeta), TBOEMC (Magenta) en solucion buffer fosfato. Irradiado a
618 nm.

El rendimiento cuantico de fotodegradacion fue calculado con los datos
experimentales obtenidos, calculando la razén de cambio de la concentracién
de PS en el tiempo como se indica en la Ecuacion 4.[133] La intensidad de luz
absorbida (Ecuacion 5) es calculada con la informacion de la intensidad de luz
incidente (I,) medida previamente con el radiometro y la absorbancia inicial del

compuesto a 618 nm.
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En base a las ecuaciones 4 y 5 se determindé la fotoestabilidad del TBO y sus
derivados TBOPDP y TBOEMC; por medio de la obtencién del rendimiento
cuantico de fotodegradacion o fotoblanqueo (®pd). El ®pa fue calculado de
manera exacta para el TBO utilizando su coeficiente de absorcibn molar
(e=40000 MZcm?) y su concentracion exacta, los derivados fueron
determinados con relacion al TBO utilizando el valor coeficiente de absorcion
molar del TBO y asi mismo su rendimiento cuantico de fotodegradacion. Los

datos de rendimiento cuantico se pueden apreciar en la Tabla 2.

Tabla 2. Rendimiento cuantico de fotodegradacion (®pd) y constante de

velocidad de pseudo-primer orden (kpd) en solucion buffer del TBO y sus

derivados.
Fotosensibilizador Kpq /st ®pd”
TBO (5.45 £ 0.22) x10° 3.96x10*
TBOPDP (2.64+ 0.25) x10° 2.01x10*4
TBOEMC (1.86+ 0.06) x10° 1.45x10*

*El error reportado representa una desviacién estandar < 0.5%.

El rendimiento cuantico de fotodegradacion del TBO nos indica que su
descomposicion es baja, lo cual es un factor importante dentro de su aplicacion
enla PDT. La diferencia en el ®p» de los derivados con respecto a su precursor
se puede ver que es la mitad con respecto al ®pp del precursor, mientras que
se presenta una diferencia leve entre el rendimiento cuantico de
fotodegradacion de los dos derivados, lo que indicaria que este es afectado
por el cambio del grupo amino (electrodonor) a un grupo amida
(electroaceptor) en el PS. En la literatura[134] se encuentra reportes que el
grupo electroaceptor incrementa el potencial de ionizacion y a su vez aumenta
la barrera energética para que se dé la oxidacion del PS lo que podria explicar

la disminucién en el rendimiento cuantico de fotodegradacién. Con estos
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estudios, se puede concluir que los derivados TBOPDP y TBOEMC presentan
mayor fotoestabilidad con respecto a su precursor, lo que optimiza sus
propiedades como PS y los hace interesantes para su estudio y aplicacion en
la PDT.

5.2. Determinacion de la formacion de los complejos de inclusién de los
derivados del TBO y el CBJ[7]

En esta seccion se estudio la formacion de complejos de inclusién entre los
derivados TBOPDP y TBOEMC con el macrociclo CB[7] y su caracterizacion
por medio de espectroscopia UV-Vis y fluorescencia en estado estacionario,
abordando asi los objetivos 3 y 4. Primero se realizd la formacién de los
complejos de inclusion entre los derivados y el CB[7], estos seran
denominados TBOPDP@CBJ[7] y TBOEMC@CBJ7]. Luego de la formacién de
los complejos, se realizo la caracterizacion de estos como se puede ver en la
Figura 17 y Figura 18 donde se presentan los espectros de absorcion y emision
para los derivados TBOPDP y TBOEMC en ausencia y presencia de CB[7].
Los maximos de absorcion y emision para el TBOPDP en ausencia de CBJ[7]
son de 609 nm y 651 nm mientras que en presencia de CB[7] son de 608 nm
y 646 nm, respectivamente. Por otro lado, los maximos de absorcién y emisién
para el TBOEMC en ausencia de CB[7] son de 610 nm y 656 nm mientras que
en presencia de CBJ[7] son de 609 nm y 648 nm, respectivamente. Para realizar
un estudio de la comparacion de los derivados con respecto al TBO se
utilizaron datos obtenidos previamente en nuestro grupo de investigacion,
donde el TBO presenta un maximo de absorcion y emision en ausencia de
CBJ[7] de 636 nm y 664 nm mientras que en presencia de CB[7] son de 631 nm
y 655 nm respectivamente.[28, 103]
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Figura 17. a) Espectro de absorcion normalizada de: TBOPDP (2 uM) en
buffer fosfato 10 mM pH 7.0 en ausencia (magenta, Amax 609 nm) y presencia
de CB[7] 50 uM (azul, Amax 608 nm). b) Espectro de emision de: TBOPDP (2
MM) en ausencia (magenta, Amax 651 nm) y presencia de CB[7] 50 uM (azul,
Amax 646 nm).
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Figura 18. a) Espectro de absorcion normalizada de: TBOEMC (2 uM) en
buffer fosfato 10 mM pH 7.0 en ausencia (magenta, Amax 610 nm) y presencia
de CBJ[7] 50 uM (azul, Amax 609 nm). b) Espectro de emision normalizada de:
TBOEMC (2 uM) en ausencia (magenta, Amax 656 nm) y presencia de CB[7]
50 uM (azul, Amax 648 nm).

Los complejos de inclusién del TBO, TBOPDP y TBOEMC con el CBJ[7]

presentaron un corrimiento hipsocrémico en sus maximos de emisién con
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respecto a los PS en ausencia del CB[7]. El desplazamiento hipsocromico ha
reportado ampliamente en la literatura y este se debe al cambio electronico y
magnético del ambiente de la cavidad del CB[7], presentando esta cavidad una
polaridad similar al n-octanol y una baja polarizabilidad. [92, 135-138] Por otro
lado, cabe resaltar que los complejos de inclusion del TBO, TBOPDP vy
TBOEMC con el CB[7] presentan un incremento en la intensidad de
fluorescencia con respecto a los PS libres, esto se discutird a mayor detalle en
la determinacion del rendimiento cuantico de fluorescencia. La propiedad de
la fluorescencia de un PS presenta un impacto positivo para sus aplicaciones
en la PDT, ya que la fluorescencia es empleada en la PDT para el diagndstico
como en el caso de toma de muestra e biopsia dirigida tanto en estudios in-
vivo.[100, 139, 140]

5.2.1. Determinacién de la constante de asociacion con el CB[7]

En esta seccidén se abordara el objetivo 3, se realizé un seguimiento de los
cambios en la intensidad de fluorescencia de los derivados al incrementar la
concentracion de CB[7] y manteniendo constante la concentracion de los
derivados, para este estudio se empleé fluorescencia en estado estacionario .
Conociendo los valores de los maximos de absorcion y emision se determiné
la longitud de onda de excitacién para seguir los cambios de fluorescencia de
los complejos de inclusion y asi poder calcular las diferentes constantes de
asociacion de los complejos. La determinacion de las constantes de asociacion
(K,) de los complejos TBOPDP@CBJ[7] y TBOEMC@CB[7] se calcularon
construyendo las curvas de asociacion (Figura 19 y Figura 20) y por medio de
un ajuste numérico como se puede ver en la Ecuacion 12. En el analisis se
determiné que los derivados forman complejos de inclusion de estequiometria
1:1 con el CB[7], este tipo de estequiometria ya ha sido reportada previamente

en la literatura tanto para el TBO como otros PS similares. [28, 92, 93, 141]
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La constante de asociacion del TBO con el CB[7] esta reportada en la literatura

y es de (5.5 + 0.6) x 10°% M1,[93] mientras que la K, de los derivados

determinada fue de (6.8 +2.4) x 10° M1y (7.5 + 3.0) x 10* M para el complejo
TBOPDP@CBJ[7] y TBOEMC@CB|[7], respectivamente.
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Figura 19. Isoterma de union del TBOPDP 2 yM en solucion amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de union a CB[7] (0-30 yM), excitando a
610 nm y recolectando los datos a 646 nm.
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Figura 20. Isoterma de union del TBOEMC 2 pM en solucion amortiguadora
(pH = 7) 10 mM de fosfato y su curva de unién a CB[7] (0-100 uM), excitando
a 610 nm y recolectando los datos a 648 nm.

Comparando las constantes de asociacion, la K, del TBO es de uno y dos
ordenes de magnitud mayor con respecto a los derivados TBOPDP vy
TBOEMC, respectivamente. En el caso de comparar estas asociaciones con
vision en su aplicacion en la PDT, cabe resaltar que se encuentran reportes
en la literatura del TBO con otro macrociclo cuyo tamafio de cavidad es
comparable con el CBJ[7] y este es la beta-ciclodextrina (B-CD). Actualmente,
la 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina se encuentra aprobada por la FDA y es
utilizada desde la aplicacion alimenticia a farmacéutica[142]; en el caso de la
B-CD en la literatura se presenta una K, de 442 + 10% M con el TBO.[143]
Comparando las constantes de asociacién de los derivados y el TBO con el
CB[7] y la magnitud de la K, del TBO con la 3-CD se puede concluir que la
interaccion es mas fuerte y estable con el CB[7] lo que resultaria en resultados
prometedores para su aplicacion farmacéutica. El tipo de interacciones que se
dan entre el TBO, TBOPDP y TBOEMC con el macrociclo seran discutidas en

la siguiente seccidn con ayuda de estudios computacionales.

60



5.2.2. Estudios computaciones de los complejos de inclusién de los
derivados del TBO y CB[7]

Los estudios computacionales de acoplamiento molecular o docking molecular
fueron utilizados para predecir y analizar las interacciones teédricas que se
pueden dar entre el TBO,TBOPDP y TBOEMC con el macrociclo CB[7]. En la
literatura se presenta que las interacciones del CB[7] con diversos huéspedes
pueden ser tipo enlace de hidrégeno, interaccion ion-dipolo, dipolo-dipolo e
hidrofébicas.[92, 144] Las conformaciones resultantes del andlisis de docking
molecular se presentan en la Figura 21, cabe resaltar que en todas las
conformaciones obtenidas el anillo de TBO se presentaba encapsulado en la
cavidad del CB[7]. Las energias de interaccién entre el CB[7] y el TBO,
TBOPDP y TBOEMC fueron de -4.32 kcal/mol, -4.30 kcal/mol, -4.11 kcal/mol,
respectivamente. La energia de interaccion o energia libre (AE) esta
compuesta por parametros termodinamicos como energia intermolecular y
energia torsional. La energia intermolecular incluye interacciones de Van der
Waals, enlaces de hidrogeno, potencial electrostatico y energia de
desolvatacion. Por otro lado, la energia torsional incorpora la energia libre
generada por la rotacion de los enlaces en el ligando. El nimero de enlaces
rotables de los ligandos fueron determinados con la herramienta Autotors, los
grados de libertad torsional del TBO, TBOPDP y TBOEMC son 1, 6 y 7
respectivamente. La energia torsional (AG;) del TBO, TBOPDP y TBOEMC
obtenida fue de 0.6, 1.8 y 2.1 kcal/mol. En la literatura se ha reportado una
relacion entre la AGr y el numero de enlaces rotables es directamente
proporcional, por lo que al incrementar el nimero de enlaces rotables
incrementa la AGy y conduce a una subestimacion de la energia de enlace
para el ligando con un numero mayor de enlaces rotables; lo que se vio
reflejado en las energia de interaccién obtenidas.[110, 145] En cuanto a las
interacciones, cada uno de los complejos de inclusibn mostraron una

interaccion tipo enlace de hidrégeno; en el caso del complejo TBO@CB[7] se
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presenta un enlace de hidrogeno donde el atomo de N del grupo amino del
TBO acttia como donor y el atomo de O del grupo carbonilo del CB[7] como
aceptor, este enlace (N-H---O) tiene una longitud de 2.2 A y un angulo de
124.8°. Los derivados TBOPDP y TBOEMC presentan un enlace de hidrégeno
entre el atomo de N del enlace amida actuando como donor y el atomo de O
del grupo carbonilo de los portales del CB[7] como aceptor, estos enlaces (N-
H---O) presentan una longitud de 2.2 Ay 2.1 A y un angulo de 128.3°,

respectivamente.

AE = -4.32 kcal/mol AE = -4.30 kcal/mol AE = -4.11 kcal/mol

Figura 21. Acople molecular de los complejos de inclusién: a) TBO@CBJ[7], b)
TBOPDP@CBJ7], c) TBOEMC@CBJ7].

Por otro lado, en todos los complejos se presenta el anillo de fenotiazina
correspondiente al TBO dentro de la cavidad del CBJ[7], este tipo de interaccion
hidrofébica de colorantes catiénicos con el CB[7] ha sido reportada en la
literatura. [28, 93, 135, 137, 146] La encapsulacion del anillo de fenotiazina al
interior de la cavidad posee un efecto de estabilizaciébn favoreciendo
interacciones de Van der Waals y desolvatacion tanto de la molécula como de
la cavidad. Ademas, el CB[7] presenta encapsuladas moléculas de agua
altamente energéticas como consecuencia de su limitacion en formar enlaces
de hidrégeno y débiles interacciones de dispersion en la cavidad, la liberacion

de estas moléculas de agua favorece un efecto hidrofobico y la formacion de
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un complejo de inclusion como lo es en nuestro caso con los derivados
TBOPDP y TBOEMC.[92, 144] Todas estas contribuciones energéticas, se
pueden ver reflejadas en la energia de asociacion entre el macrociclo y los
diferentes derivados como se menciond en la seccién anterior con sus altas

constantes de asociacion (104-108 M1).

5.3. Unién covalente de los derivados del azul de toluidina a la HSA

En esta seccion se abordaran los objetivos 2 y 4, que consistieron en la union
covalente de los derivados TBOPDP y TBOEMC con el residuo de Cys34 de
la HSA y su caracterizacion utilizando técnicas como espectrometria de masas
MALDI-TOF, dicroismo circular, espectroscopia UV-Vis y fluorescencia en

estado estacionario.

5.3.1. Determinacion del pKa del residuo de Cys34 de la HSA

En la literatura se presenta un amplio rango del valor de pKa del residuo de
Cys34 (pKa=5-8.5),[77] por lo cual se realiz6 el estudio y determinacién del
pKa correspondiente al residuo de Cys34 de la HSA. Se realiz6 el seguimiento
de la reaccion de alquilacion del residuo de cisteina con el reactivo de
yodoacetamida y llevando a cabo el uso de la técnica de calorimetria de
titulacion isotérmica (ITC) con respecto a las variaciones presentadas en el pH
(6.5-9.5) adaptado de un método reportado en la literatura.[116] En la Figura
22 se puede observar los datos obtenidos y ajustados a la Ecuacion 13; se
presenta un incremento del valor maximo del cambio de calor en el tiempo
((dQ/dt)max,nigh) al aumentar el pH, esto indica el incremento del ion tiolato con
respecto a la cantidad del grupo tiol presente correspondiente al residuo de
cisteina libre.[77] Finalmente, el ajuste de los datos obtenidos a la Ecuacion

13 permite la determinacion del pKa (representado con la letra K en la
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ecuacion) del residuo de Cys34 de la HSA el cual es de 9.2 + 0.12. Esto quiere
decir que a pH 7.0 solo un 0.6% del residuo Cys34 se encuentra desprotonado,
disminuyendo su reactividad a enlaces disulfuro como en el caso del TBOPDP
0 a enlaces dobles como el caso del anillo de maleimida del TBOEMC. Sin
embargo, se realizaron las conjugaciones de los derivados con la HSA a pH

7.0 para recrear condiciones fisiologicas del plasma.[147-149]

2.5

- g
wn o
1 1

(dardt),.,,

o
1

0.5 ]

T T T T T T
7.0 75 8.0 85 9.0 95
pH

Figura 22. Determinacion del pKa del residuo de cisteina34 de la albumina de

suero humana.

5.3.2. Unién covalente de TBOPDP y TBOEMC con el residuo de Cys34
de la HSA

La conjugacion covalente de los derivados TBOPDP y TBOEMC con el residuo
de Cys34 de la HSA seran denominados a lo largo del escrito como HSA-
TBOPDP y HSA-TBOEMC, respectivamente. La reaccion se llevo a cabo a 37
°C durante 5 horas utilizando como solvente el buffer fosfato 10 mM pH 7.0; la
conjugacion entre la HSA y el derivado TBOPDP fue seguida por

espectroscopia UV-Vis durante 1 hora a 343 nm, observando asi la liberaciéon
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del grupo 2-mercaptopiridina (Ver Anexo 21) . Al finalizar la reaccién se realiz6
una dialisis para la separar el derivado que no se haya unido de manera
covalente a la HSA. La union covalente de los derivados al residuo de Cys34
fue cuantificado utilizando el reactivo de Ellman.[150] El porcentaje de reaccién
para los conjugados HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC fueron de 45% y 40%,
respectivamente. Estos bajos valores del porcentaje de reaccion se pueden
atribuir al alto pKa que presenta el residuo de Cys34 de 9.2; ya que al pH en
el cual se llevo a cabo las reacciones este residuo se encontrara protonado lo
cual se veria afectado en su reactividad. Luego de la reaccion y purificacion,
los conjugados HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC fueron -caracterizados
midiendo sus espectros de absorcion y fluorescencia (Figura 23). La proteina
no presenta absorcion o emision en el rango visible, sin embargo, los
conjugados presentan la aparicion de una banda de absorcion a 595 nmy 600
nm para el HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC, respectivamente. Adicionalmente
estos conjugados presentan también maximos de emision en 645 nm y 646
nm para el HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC, respectivamente.
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Figura 23. Espectros de absorcién en buffer fosfato 10 mM pH 7.0 de: a) HSA-
TBOPDP (Amax 595 nm) y b) HSA-TBOEMC (Amax 600 nm). Los recuadros
muestran una ampliacion de la banda de absorcion entre 500-700 nm.
Espectros de emision normalizada de: ¢) TBOPDP (rojo, Amax 651 nm) y HSA-
TBOPDP (azul, Amax 645 nm), d) TBOEMC (rojo, Amax 656 nm) y HSA-TBOEMC
(azul, Amax 646 nm).

Los conjugados HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC fueron analizados por medio
de espectrometria de masas MALDI-TOF. El espectro de masa de la HSA se
puede observar en la Figura 24c. La relacion masa/carga de la HSA bajo
nuestras condiciones experimentales fue de 66511 Da y 33255 Da para las
especies monoprotonadas [M+H]*y diprotonadas [M+H]*2. Los conjugados
mostraron una masa molecular mayor de 66869 y 33434 Da para el HSA-
TBOPDP y 66976 y 33488 Da para el HSA-TBOEMC (Figura 24). La diferencia
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de masas obtenida entre el HSA antes y después de la conjugacién fueron de
358 Da y 465 Da, las cuales corresponden a las masas de los compuestos
TBOPDP (luego de perder el grupo 2-mercaptopiridina) y TBOEMC,
respectivamente. Finalmente, se realizo el estudio de dicroismo circular para
determinar si se presenta algin cambio en la estructura secundaria de la HSA
luego de la conjugacion, como se puede ver en el Anexo 22 la conjugacion de

la HSA con el TBOPDP y el TBOEMC no afecta su estructura secundaria.
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Figura 24. Espectros MALDI-TOF de: a) HSA-TBOEMC., b) HSA-TBOPDP, c)

HSA en modo de ionizacion positivo.

5.4. Complejos Biosupramoleculares

Los complejos biosupramoleculares HSA-TBOPDP@CB[7] y HSA-
TBOEMC@CB[7] fueron formados utilizando un exceso de 50 uM de CB[7].
La caracterizacion fotofisica de estos complejos fue realizada midiendo sus
espectros de absorcion y emision como se puede ver en la Figura 25. La
caracterizacion espectroscopica de los complejos biosupramoleculares

mostraron sus maximos de absorcién y emision similares a los conjugados
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HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC. Los complejos biosupramoleculares HSA-
TBOPDP@CBJ7] y HSA-TBOEMC@CB[7] presentan un maximo de absorcion
de 595 nm y 600 nm, respectivamente. Adicionalmente estos complejos
presentan méaximos de emision en 643 nm y 645 nm para el HSA-
TBOPDP@CBJ[7] y HSA-TBOEMC@CBJ[7], respectivamente.
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Figura 25. Espectros de absorcion en buffer fosfato 10 mM pH 7.0 de: a) HSA-
TBOPDP@CBJ[7] (Amax595 nm) y b) HSA-TBOEMC@CB[7] (Amax600 nm). Los
recuadros muestran una ampliacién de la banda de absorcion entre 500-700
nm. Espectros de emision normalizada de: ¢) TBOPDP (rojo, Amax 651 nm) y
HSA-TBOPDP@CB[7] (azul, Amax 643 nm), d) TBOEMC (rojo, Amax 656 nm) y
HSA-TBOEMC@CB[7] (azul, Amax 645 nm).
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5.5. Estudio del tiempo de vida de fluorescencia

Los tiempos de vida de fluorescencia del TBO y los derivados TBOPDP y
TBOEMC fueron determinados en acetonitrilo y solucién buffer fosfato 10 mM
pH 7.0 como se muestra en la Tabla 3. Los mismos experimentos fueron
adquiridos en atmésfera inerte de nitrégeno sin presentar diferencia con los
valores obtenidos en presencia de oxigeno y los resultados se pueden ver en
el Anexo 23. Los porcentajes reportados en las tablas corresponden a las
contribuciones de los tiempos de vida de fluorescencia, estos son calculados
en funcion de la intensidad del factor pre-exponencial del PS correspondiente.
En la Tabla 3 y Anexo 23 se puede apreciar que no hay diferencia significativa
en los tiempos de vida de fluorescencia de ninguno de los PS en ausencia o
presencia de oxigeno, lo que indicaria que el estado excitado singlete de los
PS no es desactivado significativamente por el oxigeno. La relacion de los
tiempos de vida de fluorescencia del TBO con respecto a sus derivados
TBOPDP y TBOEMC es menor en acetonitrilo y en solucion buffer son
similares. Los derivados en acetonitrilo presentan un primer tiempo de vida de
fluorescencia mayor al TBO con un alto porcentaje de contribucién, pero a su
vez se presenta un segundo tiempo de vida mas largo con porcentajes de
contribucion de 6.7% y 7.6% para el TBOPDP y TBOEMC respectivamente.
Los complejos de inclusion TBOPDP@CBJ[7] y TBOEMC@CBJ7] presentan un
primer tiempo de vida similar a los derivados en solucion buffer fosfato, al igual
que el TBO se le podria atribuir el primer tiempo de vida de fluorescencia a
una transferencia de carga interna en el estado excitado de las moléculas
como se ha reportado en la literatura;[151] sin embargo, los complejos
presentan un segundo tiempo de vida de fluorescencia de 0.76 ns 'y 0.73 ns
con una contribucion del 11% y 16%, respectivamente. Por otro lado, los
conjugados HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC presentaron un primer tiempo de
vida de fluorescencia similar al de los derivados, pero a su vez tienen un

segundo tiempo de vida mas largo con una contribucion del 21% y 20%.
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Finalmente, los complejos biosupramoleculares HSA-TBOPDP@CBJ7] y HSA-
TBOEMC@CBJ7] al igual que los conjugados y complejos de inclusion
presentaron dos tiempos de vida, sin embargo, en el caso de estos complejos
biosupramoleculares se present6 también un tiempo de vida corto de 54 ps y
68 ps, estos no fueron considerados dentro de los tiempos de vida de
fluorescencia ya que podrian ser efecto de dispersion de luz conociendo que
la longitud de onda de excitacidon es cercana a la longitud de onda de emision.
Estos dos tiempos de vida fluorescencia que presentan estos complejos de
inclusién, conjugados y complejos biosupramoleculares se podria atribuir a
dos estados excitados que pueden presentar el TBO y sus derivados, estos
estados corresponden a un estado localmente excitado y una transferencia de
carga interna en el estado excitado; todo esto se puede ver reflejado en el
comportamiento solvatocromico de los PS en solventes de diferente

polaridad.[28] Al comparar los tiempos de vida de fluorescencia promedios <
T >, el 1 de los complejos de inclusién, conjugados y complejos
biosupramoleculares son mayores con respecto a los derivados en solucién
buffer fosfato. Este incremento en el tr al igual que se ha reportado en la
literatura[93, 144] se puede atribuir a la restriccion de movilidad tanto en la
cavidad del CB[7] como en el bolsillo donde se encuentra el residuo de Cys34,
disminuyendo asi su desactivacion no radiativa; por otro lado, al estar los
derivados encapsulados en una cavidad sea del macrociclo o proteina

disminuye la interaccion y a su vez la transferencia de energia con el solvente.
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Tabla 3. Tiempos de vida de fluorescencia para el TBO, TBOPDP y TBOEMC.

Fotosensibilizador 71 (ns) / A T (ns) /A, <TE> P
Acetonitrilo
TBO 0.48 0.69 0.60 1.097
(40%) (60%)
TBOPDP 0.56 3.56 0.76  1.010
(93.3%) (6.7%)
TBOEMC 0.94 1.74 099 1.202
(92.2%) (7.6%)
Buffer
TBO 026 - 0.26 1.211
(100%)
TBOPDP 030 - 0.30 1.132
(100%)
TBOEMC 029 - 0.29 1.068
(100%)
TBOPDP@CB7 0.42 0.76 0.46 1.159
(89%) (11%)
TBOEMC@CB7 0.30 0.73 0.37 0.945
(84%) (16%)
HSA-TBOPDP 0.35 1.25 0.54 1.157
(79%) (21%)
HSA-TBOEMC 0.32 1.21 0.50 1.182
(80%) (20%)
HSA-TBOPDP@CBJ7] 0.36 1.23 0.46 1.042
(88%) (12%)
HSA-TBOEMC@CB|7] 0.38 1.29 0.52 1.006
(85%) (15%)

5.6. Determinacién de oxigeno singlete

Se realizé la comparacion de la capacidad de generar oxigeno singlete de los
PS (TBO, TBOPDP y TBOEMC), complejos de inclusion (TBO@CBJ7],
TBOPDP@CB[7] y TBOEMC@CBJ[7]), conjugados (HSA-TBOPDP y HSA-
TBOEMC), complejos biosupramoleculares (HSA-TBOPDP@CBJ7] y HSA-
TBOEMC@CBI7]) . El rendimiento cuantico de oxigeno singlete (®,) de cada

PS y sistema se realiz6 mediante la determinacion directa. La determinacién
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directa de oxigeno singlete consiste en la medicion de la fosforescencia del
102 a 1270 nm la cual corresponde a la transicion de 1Ag o 325. Las
muestras fueron excitadas a 532 nm y se midié la fosforescencia del 02
generado a 1270 nm. El PS de referencia utilizado para el TBO, TBOPDP,
TBOEMC, tanto en acetonitrilo como buffer fosfato 10 mM pH 7.0 fue el rosa
de bengala (RB-Rose Bengal). En el caso de los conjugados y complejos

biosupramoleculares el PS de referencia fue el TBO.

Los rendimientos cuanticos de oxigeno singlete (®,) y tiempo de vida de
oxigeno singlete (t,) fueron reportados en la Tabla 4. En el caso de las
mediciones en buffer fosfato para el TBOPDP, TBOEMC y TBO presentaron
®, un de 0.12 , 0.17 y 0.14, respectivamente. Ademas, el 7, del Oz en
presencia de los PS estan en un rango de 59-63 ys, los cuales son cercanos

al valor reportado en la literatura del 'Oz en diéxido de deuterio (D20).[152]

Por otro lado, las mediciones en acetonitrilo presentaron un ®, de 0.56, 0.58
y 0.32 para el TBOPDP, TBOEMC y TBO, respectivamente. En acetonitrilo si
se presenta una diferencia significativa entre los ®, de los derivados con
respecto a su precursor; comparando con los reportes de la literatura acerca
de unos derivados hidrofébicos con cadenas alifatica de 6 y 14 carbonos del
TBO, los derivados TBOPDP y TBOEMC presentaron un incremento en el @,
mientras que los derivados hidrofébicos del TBO presentaron una disminucién
del ®,.[151] Esta disparidad entre los derivados (TBOPDP y TBOEMC) vy los
reportados en la literatura a pesar de todos ser amidas pudieran estar
relacionadas con la diferencia de polaridad entre los derivados TBOPDP y
TBOEMC con respecto a los derivados de los &cidos grasos al ser estos
primeros mas polares y tener menor agregacion. Ahora bien, a pesar de
presentar un incremento en el ®, se presenté una disminucién en el tiempo

de vida del oxigeno singlete (7,) en presencia de cada derivado.
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Tabla 4. Determinacion del tiempo de vida del oxigeno singlete y rendimiento
cuantico de oxigeno singlete para los derivados, conjugados, complejos y
complejos biosupramoleculares en acetonitrilo y en buffer fosfato 10 mM pH
7.0. Equilibrado a la atmdsfera.

Acetonitrilo
) Ta (US) 1/k, (us)

TBO 0.32+0.012 80+1 1.4+05
TBOPDP 0.56 +0.012 64 +4 1.6+04
TBOEMC 0.58 +0.012 635 1.2+0.2

Buffer Fosfato (Deuterado)

TBO 0.14 £ 0.012(0.18) 63+1 1.2 (2.2)
TBOPDP 0.12+0.012 50+ 2 2.1
TBOEMC 0.17+0.012 61+3 1.9

TBO@CB7 0.17 £0.012(0.27) 72+1 7.2 (10.5)
TBOPDP@CB7 0.21+0.012 65+1 1.6
TBOEMC@CB7 0.19+0.012 65+ 4 4.0

HSA-TBOPDP 0.020 + 0.003" 27+8 3.8
HSA-TBOEMC 0.022 + 0.003° 23+7 8.1
HSA-TBOPDP@CB7 0.021 +0.003° 27+8 2.4
HSA-TBOEMC@CB7 0.026 + 0.006° 32+2 3.0
a El reactivo de referencia fue el rosa de bengala con

®, = 0.54 en acetonitrilo y ®, = 0.76 en buffer fosfato.[124] P El reactivo de
referencia fue el TBO en buffer fosfato 10 mM pH 7.0. En los paréntesis se

presentan los valores reportados en la literatura. [93]

El oxigeno singlete en presencia de los derivados TBOPDP y TBOEMC tienen

un tiempo de vida de 64 pus y 63 us en acetonitrilo respectivamente, estos 7,

son menores al reportado en la literatura (t,=77 ns) lo que indicaria se esta
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presentando una auto-desactivacion del *O2 generado con los derivados.[36]
El 102 es un agente electréfilo fuerte y oxida especies las cuales posean
grupos sulfuros, grupos amino y otros grupos electrodonores, los cuales estan
presentes en ambos derivados. En el caso del TBOPDP presenta un enlace
disulfuro. el cual se ha reportado reacciones de este con oxigeno singlete para

la formacion de tiosulfinato.[153]

Por otro lado, al comparar los derivados con los complejos de inclusion
(TBOPDP@CB[7] y TBOEMC@CB[7]) se presenta un incremento del @,
debido a que al formarse el complejo de inclusion el PS queda restringido y
esto a su vez disminuye los procesos de relajacion o desactivacion no radiativo
o desactivacién por interaccion con el solvente potenciando asi sus

propiedades fotofisicas. [16, 92] En el caso de los conjugados HSA-TBOPDP
y HSA-TBOEMC se presenta una notable disminucién del @, y el ta, esto se
encuentra relacionado a la accesibilidad del oxigeno molecular al bolsillo de la
HSA'y el ta se ve afectado ya que en el bolsillo donde se encuentra el residuo

de CYS34 posee residuos reactivos con el 02 como lo son los residuos de
Histidina-39 y Tirosina-84. [74, 154-156] Finalmente, los complejos
biosupramoleculares HSA-TBOPDP@CB[7] y HSA-TBOEMC@CBI7]
presentaron también un bajo ®, de 0.021 y 0.026 respectivamente, pero al
compararlos con los conjugados el complejo HSA-TBOEMC@CBJ7] presento
un incremento de su @, con respecto al conjugado HSA-TBOEMC ($,=0.022).
Este incremento presentado en el complejo HSA-TBOEMC@CB[7] y que no
se presente en el complejo HSA-TBOPDP@CB[7] se puede relacionar con el
tamafio de la cadena alifatica de los derivados. El derivado TBOEMC posee
una cadena alifatica de 6 carbonos y con un anillo de maleimida al final de la
cadena, su union al residuo de CYS34 es mediante una reaccion de tio-
Michael lo que no implica pérdida de grupos funcionales y conlleva a que este

derivado se encuentre mas expuesto en el bolsillo de la proteina facilitando la
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formacion del complejo ternario con el CB[7]; en el caso contrario el derivado
TBOPDP posee una cadena alifatica de 3 carbonos, un enlace disulfuro y un
anillo de piridina y al darse la union al residuo de CYS34 mediante un
intercambio tiol-disulfuro se presenta una pérdida del grupo 2-mercaptopiridina
lo que conlleva a que este derivado se encuentre mas incorporado en el bolsillo
de la HSA y dificulte la interaccién del TBOPDP con el CB[7].

Los valores de 1/ka presentados en la Tabla 4 describen el tiempo de vida del
estado excitado triplete en presencia de oxigeno, como ha sido reportado
previamente para el TBO.[93] En resumen, los derivados presentan un @,
similar o mayor a su precursor TBO, los complejos de inclusion presentan un
incremento en la generacion de oxigeno singlete. Por otro lado, los conjugados
y complejos biosupramoleculares presentan una disminucion de la generacion
de 'Oz, pero su impacto en su aplicaciéon para la PDT sera evaluado en la
seccion de estudios in-vitro ya que se determinara la importancia de la
incorporacion de la HSA como vehiculo de transporte con respecto a su efecto

fototoxico.

5.7. Determinacién del rendimiento cuantico de fluorescencia

El rendimiento cuantico de fluorescencia (®;) es la relacion entre el nimero
de fotones emitidos con respecto al nimero de fotones absorbidos.[157] Se
realizé la determinacion del rendimiento cuantico de fluorescencia relativo (@)
del precursor TBO, los derivados, complejos de inclusion y conjugados en
acetonitrilo y buffer fosfato 10 mM pH 7.0. ElI PS de referencia utilizado para el
TBOPDP y TBOEMC en acetonitrilo fue el rosa de bengala y para el TBO fue
el azul de metileno (MB-Methylene Blue). En el caso de los derivados,
complejos de inclusién en buffer fosfato 10 mM pH 7.0 fue el MB. Los
conjugados y complejos biosupramoleculares fueron determinados utilizando
el TBO como PS de referencia.
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El ®; es menor a la unidad debido al desplazamiento de Stokes. Factores
como la polaridad del solvente, la capacidad de formar enlaces de hidrégeno,
transferencia de carga interna en el estado excitado, etc, pueden afectar el
espectro de emisiéon y el rendimiento cuantico de fluorescencia;[45] el efecto
del solvente se vio reflejado en los datos obtenidos en la Tabla 5 comparando
el rendimiento cuantico de fluorescencia en un solvente polar aprético y un

solvente polar prético como lo son acetonitrilo y solucion buffer fosfato.

En la Tabla 5 el ®; de los derivados en acetonitrilo disminuye con respecto al
TBO lo que es consecuente con su incremento en el ®, reportado en la Tabla
4. En buffer fosfato el ®; de los derivados es similar al del TBO, pero en
comparacion con sus respectivos complejos de inclusién se presenta un
incremento en el ®¢ de 0.015 para el TBO@CB[7] y 0.017 para los complejos
TBOPDP@CBJ[7] y TBOEMC@CRBJ7]; estos efectos en las propiedades
fotofisicas como la emision en los complejos de inclusién ha sido reportado en
la literatura.[136] Los conjugados HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC presentaron
un ®; de 0.008 y 0.011 los cuales presenta una ligera disminucién en relacion
a los derivados. A pesar de la disminucion en el rendimiento cuantico de
fluorescencia, los conjugados poseen un tiempo de vida de fluorescencia

promedio mayor que los derivados y los complejos de inclusion (Tabla 3).
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Tabla 5. Rendimiento cuantico de fluorescencia relativo para los derivados,
conjugados, complejos en acetonitrilo y en buffer fosfato 10 mM pH 7.0.

Equilibrado a la atmosfera.

Acetonitrilo
Py

TBO 0.081 + 0.007°
TBOPDP 0.031 £ 0.0022
TBOEMC 0.036 + 0.0022

Buffer Fosfato (pH 7 10 mM)

TBO 0.009 + 0.001°
TBOPDP 0.014 + 0.001°
TBOEMC 0.013 + 0.002°

TBO@CBY7 0.015 + 0.002°
TBOPDP@CB7 0.017 £ 0.002°
TBOEMC@CB7 0.017 + 0.004°

HSATBOPDP 0.008 £ 0.002¢
HSATBOEMC 0.011+ 0.001°¢
HSATBOPDP@CB|[7] 0.008 + 0.001°¢
HSATBOEMC@CBJ7] 0.012 + 0.001°¢

a El reactivo de referencia fue el rosa de bengala con
®¢ = 0.05 en etanol.[126] " El reactivo de referencia fue el azul de metileno con

@¢ = 0.02 en agua.[125] ¢ El reactivo de referencia fue el TBO.

5.7. Estudios in-vitro

En esta seccion se describen los estudios in-vitro utilizando la linea celular
HelLa, evaluando cada derivado y diferente sistema de transporte abordando

el objetivo 5 del presente trabajo.
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5.7.1. Determinacién de citotoxicidad en oscuro

Se iniciaron los experimentos in-vitro determinando la dosis en la cual los
fotosensibilizadores no presentaran una alta toxicidad en oscuro, lo cual es
una de los requisitos para poder ser empleados en la PDT.[158] La linea
celular de cancer cérvico-uterino HelLa fue empleada para realizar todos los
experimentos in-vitro. Este estudio se realiz6 incubando durante 24 horas
diferentes dosis de los PS (TBO, TBOPDP y TBOEMC), los resultados de
viabilidad celular se muestran en la Tabla 6. En base a los resultados
obtenidos, se determiné probar concentraciones dentro del rango de 0.4-4 uM

para los estudios de fototoxicidad.

Tabla 6. Resultados de citotoxicidad en oscuro a 24 horas de incubacion a

distintas concentraciones de fotosensibilizador en células Hela.

Concentracion Viabilidad Viabilidad Viabilidad

de PS Celular Celular Celular
(UM) (TBO) (TBOPDP) (TBOEMC)
0.4 98.59 % 99.10 % 112.42 %

4 68.37% 55.10% 51.06%

40 2.34% 0.00% 1.41%

5.7.2. Determinacion de fototoxicidad de los derivados de TBO y los

diferentes sistemas

Inicialmente se determin6 que la dosis 6ptima para probar los derivados y
diferentes sistemas se encontraban en el rango de 0.4-4 uM basandonos en
su baja toxicidad en oscuro, luego se realiz6 estudios exploratorios del efecto
del tiempo incubacién en la fototoxicidad de los derivados TBOPDP vy
TBOEMC. En la Figura 26 se puede observar que no se presenta una

diferencia significativa en el efecto fototoxico de los derivados al cambiar el
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tiempo de incubacién entre 1.5 a 6 horas. Por otro lado, al incubar durante 24
horas los derivados, se presenta mayor fototoxicidad del 50.53% + 5.04% y
52.76% + 3.48% para el TBOPDP y TBOEMC, respectivamente. Sin embargo,
al comparar la citotoxicidad en oscuro de los derivados, se puede observar que
presentan una toxicidad de 72.38% + 2.71% y 75.59% * 10.53% para el
TBOPDP y TBOEMC, respectivamente. Al comparar la fototoxicidad se puede
observar que la viabilidad celular luego de la irradiacion es similar entre los
derivados. Los experimentos de tiempo de incubacion se probaron a distintas
concentraciones y todos los resultados obtenidos siguieron el mismo
comportamiento con respecto al tiempo de incubacién. Realizando una
comparacion de los tiempos de incubacion, se puede concluir que la
fototoxicidad de los derivados es similar desde un tiempo de incubacion de 1.5
horas hasta un tiempo de 24 horas, mostrando en promedio una fototoxicidad
de 22% y 20% para los derivados TBOPDP y TBOEMC respectivamente. En
base a estos resultados, se escogio el tiempo de incubacion de 1.5 h (90

minutos) para los proximos experimentos.

Oscuro Oscuro

1:: I ﬂ ﬂ ﬂ rradiado

M lrradiado
TN W
601 Z 60
301 .o 30
0- 0-

0 O°
Tiempo Incubacion / h Tiempo Incubacién !/ h

Figura 26. Estudios del tiempo de incubacion de los derivados: a) TBOPDP y
b) TBOEMC a una concentracion de 2 uM e incubados durante 1.5, 3, 6 y 24

*dokk **tt *kkk L2l

% Viabilidad Celular
% Viabilidad Celular

horas. Las barras oscuras corresponden a los controles de cada sistema en

oscuro y las barras violetas a las muestras irradiadas.
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Luego de haber determinado el tiempo de incubacién de 90 minutos, se
continuo con la comparacion del efecto fototdéxico tanto de los derivados
TBOPDP y TBOEMC como de los conjugados HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC
para ajustar y determinar la concentracion a utilizar para la comparacion de
todos los sistemas. Como se puede observar en la Figura 27, al comparar la
viabilidad celular luego de ser sometidas a los derivados solos y sus
conjugados a las concentraciones de 2 y 3 UM, se puede observar un
incremento en la diferencia significativa de su efecto fototoxico. Los resultados
de fototoxicidad obtenidos indican que el derivado TBOPDP a una
concentracién de 2 uM luego de la irradiacion, presenta una viabilidad celular
de 85.85% * 9.32% y una diferencia significativa con respecto a su control en
oscuro (**, p< 0.01). Por otro lado, al utilizar una concentracion de 3 uM del
TBOPDP se obtuvo una viabilidad celular de 80.31% % 6.11% y una mayor
diferencia significativa con respecto a su control en oscuro (***, p< 0.001). El
derivado TBOEMC presenta fototoxicidad a 2 y 3 pM con una diferencia
estadisticamente significativa (***, p< 0.001) con respecto a su control en
oscuro. En el caso de los conjugados, el conjugado HSA-TBOPDP cuando se
estudi6 a una concentracibn de 2 pM no presenté una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a su control; mientras que si se
incrementa la concentracion a 3 UM este presenta una diferencia
estadisticamente significativa (*, p< 0.05). Sin embargo, el conjugado
HSATBOEMC no presenta un efecto fototoxico significativo. Finalmente, todos
los resultados obtenidos nos conllevan a concluir que el efecto fototoxico
depende directamente de la concentracién del fotosensibilizador a utilizar, asi
como se ha reportado en trabajos previos de nuestro grupo de
investigacion.[103] Por otro lado, se logré determinar que 3 UM es la
concentracion optima de los derivados y sus conjugados para los
experimentos de fototoxicidad e incorporaciéon, utilizando un tiempo de

incorporacion de 90 minutos.
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Figura 27. Estudios de la citotoxicidad de los derivados solos y conjugados a
la HSA a concentraciones de: a) 2 uM y b) 3 uM. Cada sistema fue incorporado
e irradiado durante 90 minutos. Las barras oscuras corresponden a los
controles de cada sistema en oscuro y las barras violetas a las muestras

irradiadas.

El siguiente estudio que se realizé fue la comparacion de la fototoxicidad de
los derivados y de cada sistema. Inicialmente se tenia interés en comparar el
efecto fototdxico en células HelLa de los diferentes vehiculos empleados, como
lo son los complejos de inclusion con el CB[7], los conjugados empleando la
HSA y los complejos biosupramoleculares empleando tanto la HSA como el
CB[7]. En estos experimentos se emplearon concentraciones de 3 puM de los
derivados TBOPDP y TBOEMC, en presencia de 50 puM del CBJ[7], el
equivalente a 3 uM del PS en los conjugados HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC
y finalmente en presencia del complejo biosupramolecular con 50 uM del CBJ[7]
y 6-7 UM de HSA. Todos los experimentos fueron realizados incorporando
cada sistema durante 90 minutos, luego se siguié con la irradiacién de las
celulas por 90 minutos para finalmente realizar su respectivo ensayo de
viabilidad celular (MTT). En la Figura 28 se puede observar los resultados
obtenidos de fototoxicidad del derivado TBOPDP y cada uno de los diferentes
sistemas de transporte. Se puede observar que en las condiciones utilizadas

no presenta toxicidad en oscuro, ademas, al comparar el efecto fototoxico de
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cada sistema se puede determinar que no presenta diferencia significativa
entre ellos, es decir la fototoxicidad de todos los sistemas es similar. Por otro
lado, al comparar cada sistema con su control en oscuro, se puede observar
que todos los sistemas presentan diferencias estadisticamente significativas
(****, p< 0.0001). Los resultados de viabilidad celular de cada sistema fueron
de 70.79% £ 5.74%, 72.03% = 6.52%, 74.84% + 6.39% y 75.66% * 7.74% para
el TBOPDP, TBOPDP@CB[7], HSA-TBOPDP y HSA-TBOPDP@CBI7]

respectivamente.
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Figura 28. Estudios de fototoxicidad del TBOPDP solo y con diferentes
sistemas de transporte como HSA y CB[7]. Cada sistema fue incorporado e
irradiado durante 90 minutos. Las barras oscuras corresponden a los controles
de cada sistema en oscuro y las barras violetas a las muestras irradiadas. El
TBOPDP 3 puM solo, en presencia de CB[7] 50 uM (TBOPDP@CBJ[7]),
conjugado con la HSA donde la HSA tenia una concentracion de 6 pM (HSA-
TBOPDP) y el complejo biosupramolecular en presencia de HSA 6 uM y CB[7]
50 uM (HSA-TBOPDP@CBJ7]).
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En la Figura 29 se puede observar los resultados obtenidos de fototoxicidad
del derivado TBOEMC y cada uno de los diferentes sistemas de transporte. Se
puede observar que en las condiciones utilizadas al igual que el derivado
TBOPDP, no presenta toxicidad en oscuro y al comparar cada sistema se
puede determinar que no se presenta diferencia significativa en el efecto
fototdxico. Al comparar cada sistema con su control en oscuro, se puede
observar que todos los sistemas presentan diferencias estadisticamente
significativas (****, p< 0.0001). Los resultados de viabilidad celular de cada
sistema fueron de 69.36% + 5.35%, 75.52% * 8.02%, 76.96% * 6.32% y
79.41% + 8.70% para el TBOEMC, TBOEMC@CB[7], HSA-TBOEMC y HSA-
TBOEMC@CBJ7] respectivamente. Cabe resaltar, que se realizé un control de
la toxicidad tanto en oscuro como irradiado de los diferentes vehiculos (Anexo
32). Cada vehiculo se probé a las concentraciones empleadas en los
experimentos de fototoxicidad, como en el caso de la HSA se probo a una
concentracion de 6 pM y 7 pM con respecto al TBOPDP y TBOEMC,
concluyendo que como se ha reportado en la literatura y trabajos anteriores no

presentan un efecto fototoxico.[103, 159-161]
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Figura 29. Estudios de fototoxicidad del TBOEMC solo y con diferentes
sistemas de transporte como HSA y CBJ[7]. Cada sistema fue incorporado e
irradiado durante 90 minutos. Las barras oscuras corresponden a los controles
de cada sistema en oscuro y las barras violetas a las muestras irradiadas. El
TBOEMC 3 pM solo, en presencia de CB[7] 50 uM (TBOEMC@CBJ7]),
conjugado con la HSA donde la HSA tenia una concentracion de 7 uM (HSA-
TBOEMC) y el complejo biosupramolecuar en presencia de HSA 7 uM y CBJ7]
50 pM (HSA-TBOEMC@CBJ[7]).

5.7.3. Estudios deincorporacion de los derivados de TBO y los diferentes

sistemas

Los resultados obtenidos de fototoxicidad anteriormente indican que ambos
derivados y sus diferentes sistemas presentan una fototoxicidad celular similar,
asi que se decidi6 explorar si se presentaba alguna diferencia en la
incorporacion de cada sistema. Primero se realizaron los estudios de
incorporacion utilizando las concentraciones anteriormente mencionadas de
cada sistema y con una incubacion para la incorporacion de 90 minutos. Para
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determinar la concentracién de PS incorporado por cada sistema que se probd
se realizo las respectivas curvas de calibracion del TBOPDP y TBOEMC. Las
curvas de calibracion fueron realizadas utilizando sus respectivos espectros
de emisién a concentraciones conocidas de los PS y con estas curvas se logro
determinar la concentracion de PS incorporado en cada sistema por milléon de

células (picomoles/10° células).

El la Figura 30 se pueden observar los datos obtenidos de la incorporacion de
los derivados y los diferentes sistemas. Los derivados TBOPDP y TBOEMC
no presentan una diferencia estadisticamente significativa en la incorporacién
con respecto a sus complejos de inclusion TBOPDP@CB[7] Yy
TBOEMC@CBJ7]. EI TBOPDP presento una incorporacion de 24.71 + 8.13
picomoles/108 células mientras que el complejo de inclusion TBOPDP@CBJ7]
incorporo 8.95 + 2.74 picomoles/10°8 células. En el caso del derivado TBOEMC
este incorporo 19.55 * 5.46 picomoles/10% células mientras que el
TBOEMC@CB[7] incorporo 7.45 * 2.94 picomoles/108 células. Los conjugados
HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC presentaron diferencias significativas con
respecto a los derivados y a los complejos de inclusién. La HSA se propuso
en este proyecto con la visién de incrementar la incorporacion en células
cancerigenas ya que en la literatura se encuentra reportado que tanto las
células epiteliales como diferentes lineas celulares entre estas la células Hel a,
presentan receptores gp60, neonatales Fc (FCRn- The Neonatal Fc Receptor)
y SPARC (Secreted Protein Acid and Rich in Cysteine) en sus membranas
externas incrementando su afinidad con las proteinas séricas y ayudando a
potenciar su incorporacion por medio de endocitosis.[162, 163] El conjugado
HSA-TBOPDP presenta una incorporacién de 135.64 + 5.01 picomoles/108
células, lo cual equivale a un aproximado de 5 veces mas que el derivado
TBOPDP y presenta una diferencia estadistica extremadamente significativa
con respecto al TBOPDP y al complejo TBOPDP@CBJ7]. En el caso del
conjugado HSA-TBOEMC presenta una incorporacion de 32.32 + 1.34
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picomoles/10° células, inicialmente se puede ver que hay una menor
incorporacion si se compara con el conjugado HSA-TBOPDP y a su vez no
presenta una diferencia estadistica significativa con derivado TBOEMC, pero
si con el complejo TBOEMC@CB[7]. Estos resultados con los conjugados
HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC se pueden relacionar con dos eventos la
estabilidad de los enlaces formados con el residuo de Cys34 vy el reciclaje de
la HSA.[164] Primero los enlaces presentes en los conjugados HSA-TBOPDP
y HSA-TBOEMC son tipo enlace disulfuro y tioéter respectivamente; los
enlaces disulfuro son enlaces labiles al momento de entrar en las células, ya
gue estas poseen actividad antioxidante y estan presentes agentes reductores
como el glutatién.[165] El glutation se encuentra sobre expresado en células
cancerigenas y una de sus funciones es mantener los grupos tiol de las
proteinas en su forma reducida, esto podria generar la reduccién del enlace
disulfuro en el complejo HSA-TBOPDP vy la liberacion del PS.[166, 167] Por
otro lado, el enlace tioéter en el conjugado HSA-TBOEMC es mas estable con
respecto al enlace disulfuro, pero este enlace puede desconjugarse por un
intercambio con un tiol o hidrolizarse y descomponerse via retro-Michael lo que
generaria la apertura del anillo de maleimida formando un tiomaleato; este
altimo conjugado con el anillo de maleimida abierto es mas estable y se
mantendria la conjugacion covalente con la HSA.[168-171] Ademas de la
estabilidad de los enlaces, en la literatura hay reportes que indican que asi
como la albumina se incorpora mediante receptores también estos receptores
se encargan de la exocitosis que da como resultado la reubicacion de la HSA
en el area extracelular, favoreciendo un reciclaje y degradacion posterior de la
HSA.[164] Tomando en cuenta tanto la estabilidad del enlace como el reciclaje
de la HSA reportada en la literatura, se podria inferir que el complejo HSA-
TBOEMC al poseer un enlace mas estable el PS se mantiene conjugado con
la HSA y puede sufrir la exocitosis lo cual influiria en la cantidad de PS
incorporada, ya que parte del conjugado incorporado va a ser expulsado por

la célula. Finalmente, los complejos biosupramoleculares HSA-
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TBOPDP@CB[7] y HSA-TBOEMC@CBJ[7] presentaron diferencias
significativas con los derivados y complejos de inclusion. ElI complejo
biosupramolecular HSA-TBOPDP@CB[7] presentd0 una incorporacion de
79.50 * 5.03 picomoles/10°8 células y presento diferencias estadisticamente
significativas con el TBOPDP y TBOPDP@CB[7] indicando un incremento en
la incorporacion de PS, pero ocurri6 un caso contrario con respecto al
conjugado HSA-TBOPDP en el cual hay una diferencia estadisticamente
significativa y hubo una disminucién de la incorporacién en presencia de CBJ[7].
Por otro lado, el complejo biosupramolecular HSA-TBOEMC@CB[7] presento
una incorporacion de 51.03 * 9.08 picomoles/10® células y presentd
diferencias  estadisticamente  significativas con el TBOEMC vy
TBOEMC@CB]J7] indicando un incremento en la incorporacion de PS; en este
caso no se presentd una diferencia estadisticamente significativa con el
conjugado HSA-TBOEMC.
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Figura 30. Estudios de incorporacion de: a) El TBOPDP 3 uM solo, en
presencia de CB[7] 50 uM (TBOPDP@CBJ7]), conjugado con la HSA donde la
HSA tenia una concentracion de 6 pM (HSA-TBOPDP) y el complejo
biosupramolecuar en presencia de HSA 6 pM y CB[7] 50 pM (HSA-
TBOPDP@CBJ[7]). b) EI TBOEMC 3 uM solo, en presencia de CB[7] 50 uM
(TBOEMC@CBJ7]), conjugado con la HSA donde la HSA tenia una
concentracion de 7 uM (HSA-TBOEMC) y el complejo biosupramolecuar en
presencia de HSA 7 uM y CB[7] 50 uM (HSA-TBOEMC@CBJ[7]) incubados

durante 90 minutos.

Los resultados obtenidos de fototoxicidad indicaron que todos los sistemas
presentan una fototoxicidad similar independientemente del sistema de
transporte que se utilice; esto contradice a los resultados obtenidos del
rendimiento cuantico de oxigeno singlete, ya que se vio una importante
disminucién de este en los sistemas en presencia de la HSA pero al comparar

los resultados de incorporacion se corrobora que hay un incremento en la
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incorporacion del PS utilizando la HSA como vehiculo, asi que esto compensa
el efecto en el @, y se ve reflejado en los resultados de fototoxicidad. Los
complejos biosupramoleculares presentaron una fototoxicidad similar con
respecto a los otros sistemas, pero en relacién con su incorporaciéon se ve un
incremento con respecto a los PS solos o0 a los complejos de inclusién con el
CB[7]. Finalmente, a pesar el que el efecto fototéxico entre el TBOPDP y
TBOEMC no difiere significativamente entre ellos, si se diferencian en que no
siguen la misma tendencia con respecto al efecto de cada vehiculo utilizado,

si no que sus efectos depende especificamente de cada derivado.
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Capitulo VI. Conclusiones

La derivatizacion del TBO fue llevada a cabo para realizar una union covalente
con la HSA. Las estructuras quimicas de los derivados obtenidos fueron
determinadas utilizando técnicas de espectrometria de masas de alta
resolucion, disociacion inducida por colision y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear. La conjugacion covalente de los derivados con el residuo
de CYS34 de la HSA se realiz6 mediante reacciones de intercambio tiol-
disulfuro y adicion de tio-Michael; los conjugados fueron caracterizados por
técnicas espectroscopicas, espectrometria de masas MALDI-TOF y dicroismo
circular de lo que se puede concluir que se obtuvieron los conjugados y no se
altera la estructura secundaria de la HSA luego de la conjugacién. Por otro
lado, los derivados presentaron cambios en sus méximos de absorcion y
emision los cuales presentan un corrimiento hipsocrémico en comparacién con
el TBO. El TBO presenta problemas de fotoestabilidad como ha sido reportado
anteriormente; debido a esto se analizé la fotoestabilidad de los derivados,
determinando que el rendimiento cuantico de fotodegradacion de los derivados
es la mitad del valor de rendimiento cuantico del precursor; esto es una
importante mejora ya que ese es uno de los requisitos para que el
fotosensibilizador sea considerado Optimo para su aplicacion en la PDT. El
tiempo de vida de fluorescencia de los derivados TBOPDP y TBOEMC es
mayor que el del TBO en acetonitrilo mientras que en buffer fosfato son
similares. Los complejos de inclusién con el CB[7], conjugados con la HSA y
complejos biosupramoleculares presentaron un tiempo de vida de
fluorescencia promedio mayor que los derivados solos. El rendimiento cuantico
de fluorescencia de los derivados es mayor con respecto al TBO en
acetonitrilo, pero en solucion buffer es similar; todos los complejos de inclusién
presentan un incremento en el rendimiento cuantico de fluorescencia y los
conjugados presentaron una ligera disminucion. El rendimiento cuantico de

oxigeno singlete de los derivados en acetonitrilo incrementa con respecto al
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TBO, pero su tiempo de vida presenta disminucion en presencia de los
derivados, esto es debido a que su estructura quimica posee grupos
funcionales que son desactivadores de oxigeno singlete. En el caso de los
complejos de inclusién todos presentan un incremento en su rendimiento
cuantico de oxigeno singlete en comparacion al PS solo; caso contrario con
los conjugados que se puede ver una disminucion del 83% y 87% para el HSA-
TBOPDP y HSA-TBOEMC respectivamente; esto se debe a la accesibilidad
del oxigeno molecular al bolsillo donde se sitia el residuo de CYS34 vy los
aminoacidos vecinales altamente reactivos. Los complejos
biosupramoleculares siguieron la tendencia de los conjugados con excepcion
de leve incremento en el rendimiento cuantico del complejo HSA-
TBOEMC@CB|[7] con respecto a su respectivo conjugado, lo cual se podria
atribuir como resultado de su accesibilidad para el CB[7] debido al largo de la
cadena de conjugacién con el residuo de CYS34 . Finalmente, los estudios de
fototoxicidad mostraron que tanto los derivados solos como con los diferentes
vehiculos presentan resultados similares a pesar de los bajos rendimientos de
oxigeno singlete de los conjugados y complejos biosupramoleculares; la
explicacibn para esta tendencia se vio reflejada en los estudios de
incorporacion los cuales presentaron una mayor incorporacion de los
conjugados y complejos biosupramoleculares con respecto a los derivados

solos o a los complejos de inclusién con CB[7].
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ANEXOS

Anexo 1. Volumen de las cajas utilizadas para los célculos de acoplamiento

molecular.

Acoplamiento Volumen (x,y,z)
TBO@CBJ7] 40, 40, 50
TBOPDP@CBJ[7] 60, 40, 60
TBOEMC@CBJ[7] 60, 40, 60
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Anexo 2. Espectro de masa de derivado TBOPDP tomado en el UHPLC-

MS/MS. Se emple6 como fase mévil Metanol:Acido férmico (100:0.1) y como

fase estacionaria una columna fase reversa C18.
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Anexo 3. Primer fragmento detectado del derivado TBOPDP. Se emple6é como
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columna fase reversa C18.
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Anexo 4. Segundo fragmento detectado del derivado TBOPDP. Se emple6
como fase movil Metanol:Acido formico (100:0.1) y como fase estacionaria una

columna fase reversa C18.
118



RT: 0.00 - 2.65
1.22 NL: 8.58E6

1007 TICF: ITMS + ¢
i ESI Full ms
B [150.00-2000.00]
95+ MS

. tbo-

E oscuro4_18082412
2645

©
7

85 117

80

1.27

\,
T

70

65

(o2}
T

55

50

A
T

40

35

w
7

N
al

N
o

H
T

L L S R RN R R T
1.0 15 2.0 25
Time (min)

°
O 1
=}
3

Anexo 5. Cromatograma obtenido del UHPLC del TBO usando como fase
mévil Metanol:Acido formico (100:0.1) y como fase estacionaria una columna

fase reversa C18.

119



RT: 0.00 - 10.02

1.67 NL: 4.36E5
TICF:ITMS + ¢
ESI Full ms2
467.00@cid35.00
[125.00-700.00]
MS TBO-PDP-00

=
[(e] © o
o (& C‘)

o] o]
o 3
Pl e v P b

~
[63]

B P al [¢1] 2] [e2) ~
o [63] o [&] o (@] C‘J

w
o

w
a1
e b e b P b P P P v bvprn v v b g

N
(6]

N
o

[
[&)]

=
o

[63]

2.77
0.26 3.77 4.40 5.16 6.00 6.59 7.51 8.48 8.98

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

o

Anexo 6. Cromatograma obtenido del UHPLC del TBOPDP usando como fase
mévil Metanol:Acido formico (100:0.1) y como fase estacionaria una columna

fase reversa C18.

120



| 5 6 2
a)
D
8 | 4500
~o O O ™ ™M
WM~ NO oM ™M ™
NNNRR o | ~N N | 4000
AN NS N 4
| [
/ .“/ | 3500
/ //’ 7’\ /\
| 3000
| 2500
| 2000
1 | 1500
1000
36 254
‘ L | 500
/JU}“P“ L ) J )
\J
¥ TAS S & T 0
o a-g S N
o~ (= =] 0 m
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20

f1 (ppm)

Anexo 7. Espectro 'H RMN del TBO. *H RMN (400 MHz, Metanol-ds) & 7.90-
7.71 (m, 2H), 7.42 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.08 (s, 1H), 3.36 (s, 6H), 2.29 (d, J =
30.0 Hz, 3H).
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Anexo 8. Espectro *H RMN del SPDP. *H RMN (400 MHz, Metanol-ds) & 8.43
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Anexo 10. Ampliacion de la comparacion de la region alifatica del espectro de

RMN 'H del derivado TBOPDP con sus dos precursores TBO y SPDP en
CDsOH.
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Anexo 12. Espectro **3C RMN del TBOPDP. 13C RMN (100 MHz, metanol-ds)
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Anexo 13. Espectro de masa del derivado TBOEMC tomado en el UHPLC-

MS/MS. Se emple6 como fase mévil Metanol:Acido férmico (100:0.1) y como

fase estacionaria una columna fase reversa C18.
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Anexo 14. Fragmento detectado del derivado TBOEMC. Se emple6 como fase
mévil Metanol:Acido formico (100:0.1) y como fase estacionaria una columna
fase reversa C18.
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Anexo 15. Cromatograma obtenido del UHPLC del TBOEMC usando como
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o

columna fase reversa C18.
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Anexo 16. Ampliacion de la comparacion de la region alifatica del espectro de
RMN *H del derivado TBOEMC con sus dos precursores TBO 'y EMCS en
CD3OH.
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Anexo 18. Espectro 13C RMN del TBOEMC. 3C RMN (100 MHz, metanol-ds)
0 17.41, 25.42,27.45, 29.18, 34.68, 38.44, 41.50, 106.89, 108.43, 119.93,
122.47, 127.62, 131.45, 135.44, 136.48, 137.50, 139.52, 155.57, 158.09,
172.57, 177.36.
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Anexo 19. Comparacion de los maximos de absorciéon y emisién de los

derivados (TBOPDP y TBOEMC),

complejos

(TBOPDP@CB[7] v

TBOEMC@CBJ7]), conjugados (HSA-TBOPDP y HSA-TBOEMC), complejos
biosupramoleculares (HSA-TBOPDP@CB[7] y HSA-TBOEMC@CBI[7]) y su
precursor TBO en acetonitrilo y buffer fosfato 10 mM pH 7.0.

Fotosensibilizador Aabs/ Nm Aem/ NM
Acetonitrilo | Buffer Fosfato | Acetonitrilo | Buffer Fosfato

TBO 626 nm 636 nm 658 nm 664 nm
TBOPDP 550 nm 609 nm 623 nm 651 nm
TBOEMC 544 nm 610 nm 626 nm 656 nm
TBO@CB7 - 631 nm - 655 nm
TBOPDP@CB7 - 608 nm - 646 nm
TBOEMC@CB7 - 609 nm - 648 nm
HSATBOPDP - 595 nm - 645 nm
HSATBOEMC - 600 nm - 646 nm
HSA-TBOPDP@CBJ[7] - 595 nm - 643 nm
HSA-TBOEMC@CBJ7] - 600 nm - 645 nm

133



Fotodegradacioén

E 1.0 - TBO
c
§ -+ TBOPDP
_g 0.9- - TBOEMC
c
©
£
o 0.84
[72]
.
<

0.7 T T T

0 20 40 60

Tiempo / min

Anexo 20. Fotodegradaciéon del TBO(Azul), TBOPDP(Violeta), TBOEMC

(Magenta) en solucién buffer fosfato. Irradiado a 618 nm.
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Anexo 21. Cinética de reaccion entre la HSA y el TBOPDP monitoreada por 1

hora a 343 nm.
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Anexo 22. Espectro de dicroismo celular normalizado para la HSA (rojo), HSA-
TBOPDP (verde) y HSA-TBOEMC (azul) en solucién buffer fosfato 50 mM pH

7.0.
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Anexo 23. Tiempos de vida de fluorescencia para el TBO, TBOPDP y
TBOEMC obtenidos en atmésfera inerte.

Fotosensibilizador 1, (ns)/ A1 T2 (ns)/ Az <TE> 1>
Acetonitrilo
TBO 0.56 0.78 0.62 0.983
(74.6%) (25.4%)
TBOPDP 0.87 3.80 1.57 1.101
(76.2%) (23.8%)
TBOEMC 0.99 2.46 1.04 1.133
(96.4%) (3.6%)
Buffer
TBO 026 - 0.26 1.211
(100%)
TBOPDP 031 0 - 0.31 1.048
(100%)
TBOEMC 030 - 0.47 1.132
(100%)
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Anexo 24. Sefial de fosforescencia resuelta en el tiempo de 02 obtenida en

acetonitrilo a 1270 nm de: a) TBO (negro, izquierda), TBOPDP (negro, centro),

TBOEMC (negro, derecha) y su correspondiente ajuste (azul). b) Graficas

residuales obtenidas de los ajustes.
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Anexo 25. Sefial de fosforescencia resuelta en el tiempo de 02 obtenida en
buffer fosfato 10 mM pH 7.0 a 1270 nm de: a) TBO (negro, izquierda), TBOPDP
(negro, centro), TBOEMC (negro, derecha) y su correspondiente ajuste (azul).

b) Graficas residuales obtenidas de los ajustes.
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Anexo 26. Sefial de fosforescencia resuelta en el tiempo de 02 obtenida en
buffer fosfato 10 mM pH 7.0 a 1270 nm de: a) TBO@CB[7] (negro, izquierda),
TBOPDP@CBJ7] (negro, centro), TBOEMC@CBJ7] (negro, derecha) y su

correspondiente ajuste (azul). b) Graficas residuales obtenidas de los ajustes.
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Anexo 27. Sefial de fosforescencia resuelta en el tiempo de 02 obtenida en
buffer fosfato 10 mM pH 7.0 a 1270 nm de: a) HSA-TBOPDP (negro,
izquierda), HSA-TBOEMC (negro, derecha) y su correspondiente ajuste (azul).
b) Graficas residuales obtenidas de los ajustes.
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Anexo 28. Sefial de fosforescencia resuelta en el tiempo de Oz obtenida en
buffer fosfato 10 mM pH 7.0 a 1270 nm de: a) HSA-TBOPDP@CBJ7] (negro,
izquierda), HSA-TBOEMC@CBJ7] (negro, derecha) y su correspondiente

ajuste (azul). b) Graficas residuales obtenidas de los ajustes.
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Anexo 29. Intensidad de la sefal de fosforescencia resuelta en el tiempo de
102 a 1270 nm de: a) rosa de bengala (pendiente= 24905 +352.5), b) TBO
(pendiente= 14964 +282.7), c) TBOPDP (pendiente= 25639 £343.5), d)
TBOEMC (pendiente= 26643 £208.4), obtenida en acetonitrilo a diferentes

concentraciones.
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Anexo 30. Intensidad de la sefal de fosforescencia resuelta en el tiempo de
102 a 1270 nm de: a) rosa de bengala (pendiente= 17405 + 239), b) TBO
(pendiente= 3058 +144.9), c) TBOPDP (pendiente= 2803 +81.36), d) TBOEMC
(pendiente= 3910 £190.2), obtenida en buffer fosfato 10 mM pH 7.0 a

diferentes concentraciones.
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Anexo 31. Intensidad de la sefial de fosforescencia resuelta en el tiempo de
102 a 1270 nm de: a) TBO@CBJ[7] (pendiente= 3917 +147.6), b)
TBOPDP@CBJ7] (pendiente= 4359 +96.78), c) TBOEMC@CBJ[7] (pendiente=
4363 +228.9), obtenida en buffer fosfato 10 mM pH 7.0 a diferentes

concentraciones.
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Anexo 32. Controles de la fototoxicidad de los diferentes vehiculos como HSA
y CB[7] en las concentraciones utilizadas en este trabajo. Cada sistema fue
incorporado e irradiado durante 90 minutos. Las barras oscuras corresponden
a los controles de cada sistema en oscuro y las barras violetas a las muestras

irradiadas.
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